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HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA, ANTIOKSIDATIVNA |
ANTIMIKROBNA SVOJSTVA POLISAHARIDNIH
EKSTRAKATA ODABRANIH VRSTA GLJIVA

|12V OD

Polisaharidi gljiva, biljaka i mikroorganizama privlace veliku paznju zbog svojih
interesantnih bioloSkih svojstava kao §to su: antitumorno, antivirusno, antioksidativno,
antikomplementarno,  antikoagulaciono,  hipolipidemijsko  dejstvo, kao i
imunomodulatorska i imunostimulativna aktivnost, §to ih sve ¢ini pogodnim za primenu
u mnogim oblastima, medu kojima su 1 prehrambena industrija, kozmetika,
biomedicina, poljoprivreda, zastita zivotne sredine i otpadnih voda.

Oksidativna oStecenja prirodnih 1 industrijski pripremljenih namirnica predstavljaju
veliki ekonomski problem u prehrambenoj industriji, jer direktno uti¢u na karakteristike
kvaliteta kao Sto su ukus, boja, tekstura i nutritivne vrednosti. Pored toga, moze do¢i do
nastanka potencijalno toksi¢nih proizvoda. Reaktivne vrste kiseonika ucestvuju u
patofiziologiji razli¢itih klinickih poremecéaja, kao S$to su: ishemija, reperfuzione
povrede, infarkt miokarda, reumatoidni artritis, neurodegenerativni poremecaji,
ateroskleroza, hipertenzija, hemoragicki Sok i dijabetes.

Mikrobiolosko kvarenje hrane i trovanje hranom su jedan od najvaznijih problema sa
kojima se suoCava prehrambena industrija. Alimentarne intoksikacije su danas globalni
problem. Porast rezistentnosti patogena na poznate lekove stvara potrebu za razvojem
novih antimikrobnih agenasa.

U ovom radu su proucavana antioksidativna i antimikrobna svojstva polisaharidnih
ekstrakata odabranih vrsta gljiva iz klase Basidiomycetes: Agaricus bisporus, Agaricus
brasiliensis, Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Phellinus
linteus i Trametes versicolor.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da polisaharidni ekstrakti, dobijeni
nakon ekstrakcije vrelom vodom, alkoholne precipitacije i dijalize, predstavljaju
smeSu/komplekse polisaharida, proteina i fenola. Analizom monosaharidnog sastava

utvrdeno je da svi ispitivani ekstrakti sadrze D-glukozu kao preoviadujuéu
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monosaharidnu komponentu. U vecini ekstrakata su u manjoj ili vecoj koncentraciji
prisutni D-galaktoza, D-manoza i L-fukoza/D-ksiloza. Prisustvo uronskih kiselina
potvrdeno je u polisaharidima ekstrakta gljive G. applanatum. Ekstrakte karakteriSu
razliiti sadrzaji a- i B-glukana. Ukupan sadrzaj glukana, u odnosu na ukupan sadrzaj
polisaharida u ekstraktima nalazio se u opsegu od 35% do 87%. Glukopiranozne
monosaharidne jedinice su medusobno prevashodno povezane B-glikozidnim vezama
(57-97%), osim u komercijalnom ekstraktu spora G. lucidum gde je procenat a-glukana
u odnosu na ukupan sadrzaj glukana iznosio 94,2%. FT-IR spektroskopskom analizom
¢vrstih uzoraka polisaharidnih ekstrakata je utvrdjeno, pored apsorpcionih traka koje
potvrduju spektralni obrazac tipi¢an za polisaharidne molekule i prisustvo traka koje su
karakteristi¢ne za estarske veze i aromati¢na jedinjenja. FT-IR spektri svih ispitivanih
uzoraka su takode sadrzavali i apsorpcione trake koje poticu od proteina, fenola i
pigmenata. Rezultati elementalne analize su ukazali na prisustvo azota neproteinske
prirode u ekstraktima.

Skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom utvrdena je razliCita povrSinska
morfologija polisaharidnih ekstrakata.

Rezultati istrazivanja su ukazali da polisaharidni ekstrakti odabranih gljiva poseduju
antioksidativna i antimikrobna svojstva. Utvrdeno je da antioksidativna i antimikrobna
dejstva ekstrakata pokazuju visoku termostabilnost (121 °C). Ispitivana svojstva
polisaharidnih ekstrakata dobijenih vrelom vodenom ekstrakcijom i alkoholnom precipitacijom i
ekstrakata koji su nakon toga bili dijalizovani i dodatno precipitirani alkoholom, bila su
uporediva.

Za merenje antioksidativnih svojstava u in vitro uslovima, korisé¢ene su 4 razlicite
metode koje odgovaraju razli¢itim nivoima antioksidativne aktivnosti. Poredene su
sposobnost hvatanja slobodnih 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala, inhibicija
lipidne peroksidacije i sposobnost redukcije jona gvozda (Fe*®) kao i sposobnost
heliranja jona gvozda (Fe*?).

Vrednosti ECso u sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala za ekstrakte
plodonosnih tela gljiva P. linteus, G. applanatum, L. edodes i komercijalnog ekstrakta
spora G. lucidum mogu se uporediti sa vrednostima ECs, a-tokoferola i askorbinske
kiseline, ECsp < 0,1 mg/mL. Ekstrakt gljive G. applanatum je pokazao najvisu
sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije (ECsp = 2,07 mg/mL). Vrednost ECsy za
askorbinsku kiselinu bila je 1,64 mg/mL. Ekstrakt gljive G. applanatum ispoljio je i
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najve¢u mo¢ redukcije (ECso = 0,18). Vrednosti ECsg U sposobnosti redukcije za druge
polisaharidne ekstrakte kretale su se od 0,47 do preko 20 mg/mL. Visoka sposobnost
redukcije vec¢ine polisaharidnih ekstrakata bila je u korelaciji sa prisustvom i koli¢inom
nepolisaharidnih komponenti. Kod nedijalizovanih polisaharidnih ekstrakata potvrdena
je veoma visoka pozitivna korelacija izmedu ECsy vrednosti za mo¢ redukcije i ukupnog
sadrzaja glukana, B-glukana i ukupnog sadrzaja polisaharida. Visoka negativna
korelacija zapazena je izmedu sadrzaja fenola i ECso vrednosti, kao i umerena negativna
korelacija sa ukupnim sadrzajem proteina.

Kod polisaharidnih ekstrakata koji su dodatno precis¢eni dijalizom i alkoholnom
precipitacijom, smanjenje ECso vrednosti u odnosu na mo¢ redukcije bilo je u korelaciji
sa ve¢im sadrzajem fenola i a-glukana. Sa povecanjem ukupnog sadrzaja fenola i a-
glukana, povecavala se redukciona moc¢ ekstrakata. FT-IR analizom polisaharidnog
ekstrakta gljive G. applanatum potvrdeno je prisustvo slobodnih/esterifikovanih C=0O
grupa uronskih kiselina kao strukturnih komponenti jednog (ili viSe) polisaharida koji se
nalaze u ispitivanom ekstraktu.

Kod nedijalizovanih polisaharidnih ekstrakata najnize vrednosti ECsq U sposobnosti
heliranja jona gvozda (Fe*?) zabeleZene su kod komercijalnog polisaharidnog ekstrakta
spora G. lucidum, 0,59 mg/mL i ekstrakta plodonosnih tela gljive P. linteus, 0,91
mg/mL. Utvrdjena je pozitivna korelacija izmedu ECsy vrednosti i sadrzaja ukupnih
polisaharida i glukana. Visoka negativna korelacija bila je sa ukupnim sadrzajem fenola,
kao i umerena negativna sa ukupnim sadrzajem proteina. Limunska kiselina se nije
pokazala kao dobar heliraju¢i agens u ovoj metodi, ECsp > 20 mg/mL. Kod
dijalizovanih polisaharidnih ekstrakata najbolju sposobnost heliranja ispoljio je ekstrakt
gljive G. applanatum (ECso = 3,58 mg/mL).

Ispitivanjem antimikrobnih svojstava polisaharidnih ekstrakata utvrdeno je da su
ispitivane Gram-pozitivne vrste bakterija bile osetljivije na prisustvo ekstrakata od
ispitivanih Gram-negativnih vrsta bakterija (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 35032, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Proteus hauseri ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 29930,
Yersinia enterocolitica ATCC 27729, Escherichia coli (0157:H7) ATCC 12900,
Escherichia coli (0157:H7) ATCC 35150, Klebsiella pneumoniae ATCC 27736).
Gotovo svi ekstrakti delovali su mikrobicidno na bakterije E. faecalis ATCC 29212 i E.
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faecalis ATCC 49532. MIC vrednosti za polisaharidne ekstrakte dobijene iz
plodonosnih tela gljiva G. lucidum, G. applanatum, P. linteus, T. versicolor, A.
brasiliensis i komercijalnog i laboratorijskog ekstrakta spora G. lucidum bile su izmedu
1,25-2,5 mg/mL. Ekstrakti su ispoljili bakteriostatsko dejstvo na sledece Gram-
pozitivne bakterije: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Bacillus cereus ATCC 10876, Geobacillus stearothermophylus ATCC
7953, Listeria monocytogenes ATCC 19115, Listeria monocytogenes ATCC 19112,
MIC vredosti ekstrakata u odnosu na Bacillus cereus 10876 1 Geobacillus
stearothermophilus ATTC 7953 bile su u opsegu od 2,5 do 5 mg/mL. Ekstrakti gljiva G.
lucidum i G. applanatum su ispoljili MIC vrednosti od 2,5 mg/mL u odnosu na
Staphylococcus aureus ATCC 25923 i Staphylococcus aureus ATTC 6538.

Nijedan od ekstrakata, u ispitivanoj koncentraciji, nije imao uticaja na rast
posmatranih kvasaca: Candida albicans ATCC 24443, Candida albicans ATCC 10259,
Candida albicans ATCC 10231 i Cryptococcus neoformans ATCC 76484,

Kljucne reci: gljive, hrana i lekovi, polisaharidi, fenoli, proteini, antioksidativna
svojstva, sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala, inhibicija peroksidacije lipida,
mo¢ redukcije, sposobnost heliranja, antimikrobna svojstva, mikrobicidno dejstvo,

mikrobiostatsko dejstvo.

Naucna oblast: BIOHEMIJA

UZa naucna oblast: CELIJSKA BIOHEMIJA; BIOPOLIMERI I DRUGE BIOLOSKI
ZANIMLIJIVE SUPSTANCE
UDK:577.11
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CHEMICAL CHARACTERIZATION, ANTIOXIDANT AND
ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF POLYSACCHARIDE
EXTRACTS FROM THE SELECTED MUSHROOM SPECIES

ABSTRACT

Polysaccharides from mushrooms, plants and microorganisms have received
considerable attention due to their biological activities, such as antitumor, antiviral,
antioxidation, anticomplementary, anticoagulant, hypolipidemic, immunostimulant and
immunological activities, which made them possible to be used in many fields including
food, cosmetics, biomedicine, agriculture, environmental protection and wastewater
management.

Oxidative deterioration in natural and processed foods is a large economic concern in
the food industry because it affects many quality characteristics such as flavor, color,
texture, and the nutritive value of foods. In addition, its products are potentially toxic.
Also, reactive oxygen species have been implicated in the pathophysiology of various
clinical disorders, including ischemia, reperfusion injury, myocardial infarction,
rheumatoid arthritis, neurodegenerative processes, atherosclerosis, acute hypertension,
hemorrhagic shock and diabetes mellitus.

Food spoilage and food poisoning are among the most important issues facing the
food industry. Foodborne illness is a global problem. Development of novel
antibacterial compounds for resistant organisms is becoming critically important.

The present study was focused on the researching of possible antioxidant and
antimicrobial properties of polysaccharide extracts from the selected Basidiomycetes
mushroom species: Agaricus bisporus, Agaricus brasiliensis, Ganoderma applanatum,
Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Phellinus linteus and Trametes versicolor.

Based on the analysis, the extracts contained a mixture/complex of polysaccharides,
proteins and polyphenols, which were still present in the extracts after hot water

treatment, ethanol precipitation and dialysis. The prevalent monosaccharide in all
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extracts was D-glucose, while D-galactose, D-mannose and L-fucose/D-xylose were
present to a lesser or greater quantities. Uronic acid was found in the G. applanatum
polysaccharides. Samples contained varying amounts of both a- and B-glucans. Total
glucan contents varied considerably, from 35 % for to 87 %. Glucopyranosyl units were
primarily connected by B-glycosidic linkages (57-97%), except in the commercial G.
lucidum spore extract, where percentage of a-glucan compared to the total glucan
content was 94,2%. FT-IR analysis showed strong aromatic and ester peaks next to the
different sugar and polysaccharide signals. The FTIR spectra of all investigated samples
showed characteristic absorption bands related to the residual proteins, phenols and
pigments. The results of elemental analysis indicated presence of non protein nitrogen
in the polysaccharide extracts.

The scanning electron microscopy was observed different surface morphology of
polysaccharide extracts.

The results of the study indicated that polysaccharide extracts of selected
Basidiomycetes mushrooms are antioxidative and possess antibacterial properties. The
antioxidant and antimicrobial effects of the extracts were resistant to high temperatures
(121 °C), at which they have been exposed during the extraction process. Extracts
obtained by hot water extraction and ethanol precipitation were effective as additionally
dialyzed and with ethanol purified extracts.

For measuring antioxidant activity in vitro, 4 different methods corresponding to
different levels of antioxidant action were used: free radical-scavenging ability by using
the DPPH assay, inhibition of lipid peroxidation, ferric reducing antioxidant power
assay and chelating ability on ferrous ions.

ECso values of the DPPH scavenging activity of the polysaccharide extracts from
commercial G. lucidum spore, P. linteus, G. applanatum and L. edodes fruiting bodies
were found to be particularly low and were comparable with scavenging ability of a-
tocopherol and ascorbic acid, ECsy < 0,1 mg/mL. G. applanatum extract showed the
highest inhibition of lipid peroxidation (ECso = 2,07 mg/mL). Ascorbic acid displayed
an ECs value of 1,64 mg/mL in the prevention of the lipid peroxidation. G. applanatum
extract also had the highest reducing power (ECso = 0,18). The ECso values of the
extracts in the reducing power assay ranged from 0,47 to > 20 mg/mL. The high

reducing power of most extracts was in correlation with the non polysaccharide
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components present in the extracts. Positive correlation was found between ECs, values
of the reducing power abilities and the amount of total glucans, B-glucans and
polysaccharides content in the non dialyzed polysaccharide extracts. Strong negative
correlation was observed between total phenol content and ECs values of the reducing
power, as moderate negative correlation with total protein content.

For all polysaccharide extracts, which were additionally purified by dialysis and
ethanol precipitation, a decrease of ECsy values of the reducing power correlated with
higher phenol and a-glucan contents, i. e. increase of the reducing power correlated with
higher phenol and a-glucan contents. FT-IR spectrum of G. applanatum extract showed
the presence of a free uronic acid or esterified C=0 group of the uronic acids as the
structural component of at least one polysaccharide in this extract.

Among the non dialyzed polysaccharide extracts the lowest ECsy values of the
chelating activity of ferrous ions were found for commercial G. lucidum spore extract,
0,59 mg/mL and for P.linteus fruiting bodies extract, 0,91 mg/mL. Positive correlation
was found between ECsy values of the chelating ability and the amount of total
polysaccharides, glucans content in the extracts. Negative and strong correlation was
observed with total phenol contents, as negative and moderate correlation with total
protein content. Citric acid was not a good chelating agent for ferrous ions in this assay,
ECso > 20 mg/mL. Among dialyzed polysaccharide extracts, G. lucidum showed the
best chelating ability (ECsp = 3,58 mg/mL).

The study of antimicrobial properties of polysaccharide extracts showed that the
Gram-positive bacteria were generally more sensitive to the tested extracts compared
with Gram-negative bacterial species (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 35032, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Proteus hauseri ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 29930,
Yersinia enterocolitica ATCC 27729, Escherichia coli (0157:H7) ATCC 12900,
Escherichia coli (0157:H7) ATCC 35150, Klebsiella pneumoniae ATCC 27736).
Almost all extracts were acting microbicidal on bacteria E. faecalis ATCC 29212 and E.
faecalis ATCC 49532. MIC values for polysaccharide extracts from G. lucidum, G.
applanatum, P. linteus, T. versicolor, A. brasiliensis fruiting bodies and commercial and
in laboratory prepared G. lucidum spore extract were between 1,25-2,5 mg/mL. The

effect of extracts on the other Gram-positive bacteria: Staphylococcus aureus ATCC
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25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus ATCC 10876, Geobacillus
stearothermophylus ATCC 7953, Listeria monocytogenes ATCC 19115, Listeria
monocytogenes ATCC 19112 were microbiostatic. Extracts expessed MIC values
between 2,5-5 mg/mL on bacteria Bacillus cereus ATCC 10876 and Geobacillus
stearothermophylus ATCC 7953. MIC values for G. lucidum and G. applanatum
fruiting bodies extracts were 2,5 mg/mL in relation to Staphylococcus aureus ATTC
25923 and Staphylococcus aureus ATTC 6538.

Extracts had no effect on the growth of yeasts Candida albicans ATCC 24443,
Candida albicans ATCC 10259, Candida albicans ATCC 10231 and Cryptococcus
neoformans ATCC 76484,

Key words: mushrooms, food and medicine, polysaccharides, phenols, proteins,
antioxidant properties, DPPH scavenging activity, inhibition of lipid peroxidation,
reducing power, chelating ability, antimicrobial properties, microbicidal,

microbiostatic.

Academic Expertise: BIOCHEMISTRY

Field of Academic Expertise: CELL BIOCHEMISTRY; BIOPOLYMERS AND OTHER
INTERESTING BIOLOGICAL SUBSTANCES

UDK: 577.11
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1. UVOD

Proces oksidativne degradacije masti i ulja u hrani uti¢e na smanjenje kvaliteta i
bezbednosti hrane usled formiranja sekundarnih, potencijalno toksi¢nih jedinjenja.
Dodavanje antioksidanasa je neophodno, kako bi se sacuvali boja i ukus hrane, kao i da
bi se izbegla degradacija vitamina. Oksidativni procesi nisu isklju¢ivo u prehrambenoj
industriji negativna pojava. Antioksidansi se danas koriste i u kozmeti¢koj i
farmaceutskoj industriji, ali i u proizvodnji gume i goriva (benzin i biodizel), kako bi se
sprecili procesi oksidativne degradacije. Sinteticki antioksidansi, kao $to su butilovani
hidroksianisol (BHA), butilovani hidroksitoluen (BHT), propil galat (PG) i tercijarni-
butilhidrohinon (TBHQ) imaju veliku primenu kao dodatak prirodnim antioksidansima
u cilju poboljsanja njihove efikasnosti. Medjutim i pored dokazane velike efikasnosti u
procesima hvatanja slobodnih radikala, postoje indikacije da neki od sinteti¢kih
antioksidanasa ispoljavaju nezeljene, toksi¢ne efekte. Zbog toga se danas sve veca
paznja posvecuje istrazivanjima novih prirodnih izvora antioksidanasa. Ispitivanja su
usmerena na smanjenje proizvodnih troskova kao i na poboljsanje rastvorljivosti ovih
supstanci u emulzijama koje su sastavni deo prirodne ishrane. Neki od veoma poznatih
prirodnih antioksidanasa iz zacinskog bilja kao S§to su origano, maj¢ina duSica,
diktamon, majoran, lavanda i ruzmarin imaju ograniCenu primenu zbog svog
karakteristi¢no jakog i specificnog ukusa. Aditivi na bazi antioksidanasa su u 2007.
godini na americkom trzistu ostvarili promet od 3,7 milijardi dolara, sa tendencijom
rasta od oko 3% godisnje.

Infektivne bolesti su i danas jedna od glavnih pretnji za ljudsko zdravlje. Poslednjih
godina sve veci problem postaje otpornost humanih patogenih mikroorganizama na
antibiotike, lekove koji se ve¢ dugo primenjuju za profilaksu i tretiranje infektivnih
bolesti. Zbog toga se stalno ispituju nove supstance koje su mikrobioloskog i biljnog
porekla, a koje bi imale sposobnost da mobiliSu humoralni imuni sistem organizma da
se bori protiv virusa, bakterija, gljiva i protozoa koji su rezistentni na aktuelne

antibiotike. Interesovanje za korisc¢enje lekova biljnog porekla je danas veoma aktuelno
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zbog rasprostranjenog uverenja da je “zeleni lek bezbedan i pouzdan vise nego skupi
sinteti¢ki lekovi, od kojih mnogi imaju i nezeljene sporedne efekte.

Tradicinalna medicina Kine, Japana i Koreje Koristi gljive za odrzavanje i
poboljsanje vitalnosti i zdravlja, kao i za leCenje mnogih oboljenja. Neke od njih su
koris¢ene kao hrana i lekovi u ishrani naroda Dalekog istoka, o ¢emu postoje pisani
dokumenti stari oko 5000 godina. Sirok spektar snaznih lekovitih svojstava potie od
gljiva, odnosno od pojedinih komponenti koje ulaze u njihov sastav. Gljive sadrze veliki
broj bioloski aktivnih jedinjenja, kao $to su razli¢iti polisaharidi (B-glukani, hitin,
heteropolisaharidi), terpeni, fenoli, esencijalne amino Kkiseline, lektini, nukleotidi,
steroli, nezasi¢ene masne kiseline. Pored toga, sadrze i veliki broj minerala i vitamina.
Aktivne komponente gljiva su danas poznate po svojim antiinflamatornim i
antitumornim  osobinama, spreCavanju oboljenja  kardiovaskularnog  sistema,
antiparazitskim, hepatoprotektivnim i antidijabetskim, antimikrobnim i antioksidativnim
svojstvima. Aktivne supstance gljiva deluju na odrzavanje bioloske homeostaze i
ponovno uspostavljanje balansa i prirodne odbrane organizma. Danas se u medicini i
farmakologiji Dalekog istoka primenjuju mnogobrojni preparati gljiva sa antitumornim i
imunomodulatorskim svojstvima, u vidu kapsula, ampula, ekstrakata i ¢ajeva. U Japanu
su lentinan, polisaharid gljive Lentinula edodes i krestin (PSK) iz gljive Coriolus
versicolor registrovani lekovi protiv kancera jos od sredine 80-tih godina proslog veka i
nalaze se po plasmanu medu prvih 10 antitumornih preparata na tom trzistu. Zbog toga,
gljive se danas smatraju funkcionalnom hranom 1 izvorom fizioloski Zznacajnih
komponenti.

Cilj ove disertacije bio je definisanje antioksidativnih i antimikrobnih svojstava
polisaharidnih ekstrakata odabranih vrsta gljiva iz klase Basidiomycetes, kao i pracenje
korelacije izmedu antioksidativnih i antimikrobnih svojstava analiziranih ekstrakata i
njihovih strukturnih karakteristika. Radi postizanja ovog cilja bilo je potrebno da se rese

slede¢i zadaci:

1. Optimizacija procesa izolovanja bioaktivnih polisaharidnih  ekstrakata
postupcima vrele vodene ekstrakcije, alkoholne precipitacije i precis¢avanja

dijalizom.
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2. Hemijska karakterizacija ekstrakata pomocu strukturno-instrumentalnih metoda
(FT-IR, 'H-NMR, *C-NMR, SEM); hromatografskih metoda (HPLC-MS),
planarne hromatografije (TLC, PC); metoda za odredivanje sadrzaja odredjenih
komponenti ekstrakata (enzimske metode za odredivanje ukupnih, a- i -
glukana, spektrofotometrijsko odredjivanje sadrzaja ukupnih polisaharida,
proteina i fenola, elementalna analiza);

3. Utvrdivanje antioksidativnog potencijala polisaharidnih ekstrakata u in vitro
uslovima kori§¢enjem nekoliko razli¢itih metoda: prac¢enjem antioksidativne
aktivnosti u model sistemu linoleinske Kkiseline, odredivanjem sposobnosti
hvatanja DPPH radikala, heliranja jona gvozda (Fe*) i redukcione sposobnosti.

4. Utvrdivanje antimikrobnog potencijala ispitivanih ekstrakata na sojevima
bakterija i kvasaca iz ATCC kolekcije, metodom difuzije sa filter diskova;

5. Definisanje antioksidativnog potencijala u funkciji strukturnih karakteristika
komponenti ekstrakata;

6. Definisanje antimikrobnog potencijala u funkciji strukturnih karakteristika

komponenti ekstrakata.

Definisanje antioksidativnih 1 antimikrobnih svojstava polisaharidnih ekstrakata viSih
gljiva u saglasnosti je sa izuzetno vaznom i veoma aktuelnom problematikom
pronalazenja novih prirodnih bioloskih materijala koji imaju antioksidativni i
antimikrobni potencijal. Dobijeni rezultati trebalo bi da daju odgovore na pitanja koja se
odnose na zavisnost antioksidativnih i antimikrobnih svojstava polisaharidnih ekstrakata
u funkciji njihovih strukturnih karakteristika.

Doktorska disertacija, Maja S. Kozarski 3



2. PREGLED LITERATURE

2.1.VISE GLJIVE IZVOR BIOLOSKI AKTIVNIH
POLISAHARIDA

Vise gljive se u narodnoj medicini Dalekog istoka, jedne od najstarijih u svetu,
koriste jo§ iz drevnih vremena. U "Shen Nong Ben Cao Jin" ("The Divine Farmer's
Materia Medica") koji je napisao "otac kineske medicine" Shen Nong, iz dinastije
Isto¢ni Han u Kini (100-200. godine p.n.e.), pominju se lekovite gljive Ganoderma
lucidum (Reishi), Dendropolyporus umbrellatus, Tremella fuciformis (Wasser i Weis,
1999; Wasser, 2002;). Stari Grei i Rimljani su takode mnogo znali o medicinskim
svojstvima gljiva. Hipokrat u svojim zapisima (oko 400. godine p.n.e.) spominje
upotrebu gljiva u moksi-biljnim oblogama, za tretman hroni¢nih bubreznih oboljenja.
Diskorid, lekar u Neronovoj vojsci, je sredinom 1. veka u svom delu ,,De Materia
Medica” opisao gljivu ,,Agaricon” odnosno Fomitopsis officinalis koja se u to vreme

koristila kao lek protiv tuberkuloze (Jacobs, 1985).

Lekovite gljive koje se koriste u borbi protiv kancera poznate su danas u Kini, Rusiji,
Japanu i Koreji, kao i u SAD i Kanadi. U ruskoj medicini se koristi ekstrakt izolovan iz
gljive Chaga-Inonotus obliquus, kao antitumorni lek i diuretik. Ikekawa et al., (1969) su
objavili jednu od prvih nauc¢nih studija o antitumornim dejstvima supstanci dobijenih iz
plodonosnih tela razlic¢itih vrsta gljiva koja se ispoljavaju kroz posrednu aktivnost
domacina na implantirane c¢elije tumora Sarcoma 180 kod zivotinja. Ubrzo zatim
napravljena su prva tri leka poreklom iz visih gljiva sa antitumornim dejstvom. Sva tri
su bila polisaharidi i to p-glukani: krestin iz micelijuma gljive Trametes versicolor,
lentinan iz plodonosnog tela gljive Lentinula edodes, i Sizofilan (schizophyllan) iz
tecnosti dobijene submerznim gajenjem plodonosnog tela gljive Schizophyllum

commune, tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Registrovani lekovi protiv kancera u Japanu na bazi polisaharida
visih gljiva (Mizuno, 1999)

Skraéeni naziv
Uobicajeno ime

Kompanija

Datum izlazska na
triiste
Poreklo

(vrsta gljive)

Struktura

polisaharida

MM

Kancer

PSK
Krestin

Sankyo, Kureha

Maj 1977.

Tremetes versicolor

(micelijum)

S-glukan-proteinski
kompleks

na glavnom lancu
f-(1—3), B-(1—4)
veze,

grananje

p-(1—6) veze
100000

digestivnih organa,

pluca, dojke

Lentinan
Ajinomoto,
Yamanouchi,
Morishita

Decembar 1985.

Lentinula edodes

(plodonosno telo)

S-glukan

na glavnom lancu
[-(1—3) veze,
grananje
S-(1—6) veze

500000

zeluca

SPG
Schizophyllan

Taito, Kaken

April 1986.

Shizopyllum commune
(ekstracelularni
proizvod)

S-glukan

na glavnom lancu
[-(1—3) veze,
grananje

p-(1—6) veze

450000

cervikalni

Potreba za pronalazenjem novih antitumornih i drugih lekovitih supstanci iz visih

bazidiomiceta i proucavanje lekovitih svojstava ovih gljiva postala su predmet velikog

broja nau¢nih istrazivanja.

Polisaharidi visih gljiva se koriste kao adaptogeni i imunostimulatori. Adaptogen je

prvi definisao Brekhman (1980), kao supstancu koja bi trebalo da ispunjava specifi¢ne

kriterijume koji se odnose na kategoriju prirodno biljno-razvijenih "bioloski odgovornih

modifikatora" (Biological Response Modifiers-BRMs) ili imunopotencijatora. BRM su

definisani kao agensi ili postupci koji modifikuju biolosku reakciju domacina
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stimulacijom imunog sistema, §to moze da rezultira razli¢itim terapeutskim efektima.

Kriterijumi za BRM su slede¢i:

¢ Ne izaziva bol ni dodatni stres za organizam;
e Pomaze organizmu da se prilagodi raznim psiholoskim stresovima;
e Mora da ima nespecifi¢cno dejstvo na organizam, podrzavanjem glavnih sistema,

ukljucujuéi nervni, hormonalni i imuni sistem, kao i regulisanje njihovih funkcija.

Imunomodulatorno dejstvo polisaharida visih gljiva ima profilakticki efekat i spada u
neinvazivne oblike leCenja, primer je prevencija metastaze tumora. Polisaharidi visih
gljiva ne napadaju celije kancera direktno, ali ostvaruju indirektno antitumorni efekat
aktiviranjem razli¢itih odbrambenih imunih odgovora (Mizuno i sar., 1990a; 1990b;
1992; 1994; Mizuno i Zhuang, 1995; Mizuno 2000). Poznato je da polisaharidi gljiva
Tremella fuciformis, Schizophyllum commune, Dendropolyporus umbrellatus, Grifola
frondosa, Hericium erinaceus, Inonotus obliquus, Ganoderma lucidum, Ganoderma
applanatum, Lentinula edodes, Flammulina velutipes, i dr. pokazuju aktivnost u
stimulaciji makrofaga i pojacavanju imunog odgovora organizma.

Od svih proucavanih imunostimulatornin polisaharida gljiva najefektivniji je
lentinan, dobijen iz gljive Lentinula edodes. Lentinan deluje kao odbrambeni
potencijator (HDP-host defense potentiator) domacina, koji ima svojstvo da obnovi ili
uvecéa osetljivost celija domacina na limfocitokine (interleukine), hormone i druge
bioloski aktivne supstance, stimulisanjem sazrevanja, diferencijacije ili proliferacije
¢elija koje se nalaze u odbrambenim mehanizmima domacina (Chihara, 1981). Ovaj
polisaharid moze da pojac¢a odbranu organizma od raznih vrsta kancera i infektivnih
bolesti, ukljucuju¢i i AIDS. Lentinan stimuliSe aktivnost celija ubica (NK-natural
killers), T-¢celija, B-¢elija i makrofaga (Chihara, 1992).

Danas je poznato preko 2000 lekovitih vrsta gljiva, koje pored imunostimulatornog i
antitumornog dejstva imaju i dodatne korisne efekte: omogucavaju bolje podnosenje
operacija i brzi postoperativni tok, redukuju sporedne, nezeljene efekte hemoterapije i
radioterapije, a takode sprecavaju oSte¢enja koja izazivaju citostatici i zraCenja na
¢elijama imunog sistema.

Gljive, narocito iz klase Basidiomycetes, pored imunostimulatornih i antitumornih

svojstava poseduju i antivirusna svojstva, sposobnost snizavanja nivoa holesterola,
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spreCavaju mikroembolije-zaepljenje krvnih sudova, snizavaju krvni pritisak,
poboljsavaju cirkulaciju, uravnotezavaju nivo glukoze u krvi, reguliSu proces varenja,
poboljsavaju rad disajnih organa, deluju antireumatski i antialergijski, imaju pozitivno
dejstvo na snhagu i izdrzljivost organizma kao i na nervni sistem, usporavaju starenje,
tabela 2.2. (Hobbs, 1986; Chihara, 1992; Mizuno, 1995; Wasser i Weis, 1999).

Tabela 2.2. Vise gljive i njihova medicinska svojstva. A: antibakterijsko, B: antigljivi¢no, C:
antizapaljensko, D: antioksidativno, E: antitumorno, F: antivirusno, G: uticaj na regulaciju
krvnog pritiska, H: na regulaciju nivoa glukoze u krvi, I: na regulaciju funkcija kardio
vaskularnog sistema, J: snizavanje nivoa holesterola, K: imunostimulativni efekat, L: uticaj na
regulaciju funkcije bubrega, M: na regulaciju funkcije jetre, N: na regulaciju funkcije pluca, O:
na regulaciju funkcije nervnog sistema, P: na regulaciju seksualne funkcije, Q: prevencija od
stresa (Stamets, 2005)

(“\ AIB|[C|DIE|F l1J|KILIM|N|O|P
Agaricus brasiliensis o | o o | o
Cordyceps sinensis ° o oo o o oo | e | e |0 e
Flammulina velutipes ° °
Fomes fomentarius ° L
Ganoderma ° ° ° °
applanatum
Ganoderma lucidum ° o | o |0 o oo |0 |e| e e @
Ganoderma oregonense | e ° ° ° o | o
Grifola frondosa ° o | o ° °
Hericium erinaceus ° ° ° °
Inonotus obliquus ° ° o | o ° °
Lentinula edodes ° o | o oo | o | o °
Phellinus linteus ° ° °
Piptoporus betulinus ° ° ° °
Pleurotus ostreatus ° ° o | o °
Polyporus sulphureus °
Polyporus umbellatus ° ° o | o ° o | o
Shizophyllum o | o
commune
Trametes versicolor ° o oo o | o | o
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Rezultati prou¢avanja bioloSkih aktivnosti polisaharida izolovanih iz bazidiomiceta

ukazuju na svojstvo ovih polimera da mobilisu humoralni imunitet organizma sa ciljem

zaStite od virusnih, bakterioloskih ili parazitskih infekcija (ukljuc¢uju¢i mikrogljive)

otpornih na antibiotike.

Mnogi pacijenti sa kancerom i AIDS-om umiru od

oportunisti¢kih infekcija usled imunodisfunkcije. Kada se koristi u kombinaciji sa

azidotidiminom (AZT), lentinan potiskuje povrsinsku ekspresiju HIV virusa na T-

¢elijama, u znatno vecem stepenu U odnosu na AZT (Wasser i Weis, 1999). Lentinan i

sulfonovani lentinan su pokazali jaku anti-HIV aktivnost, $to je rezultiralo inhibicijom

virusne replikacije i ¢elijske fuzije. Po medicinskim protokolima, AIDS terapija mora

da sadrzi strategiju pojacavanja imunog sistema, tabela 2.3. Polisaharidni ekstrakt

micelijuma (LEM) gljive Shiitake takode je koristan u le¢enju AlIDS-a. Potvrdeno je da

LEM usporava HIV infekcije humanih T-celija i potencira efekte AZT-a kod virusnih

replikacija in vitro. Mehanizam tog dejstva nije jo§ poznat, ali je utvrdeno da ovaj

ekstrakt aktivira makrofage i stimuliSe proizvodnju interleukina 1 (Wasser i Weis,

1999).

Tabela 2.3. Antivirusni, antibakterijski i antiparazitski efekti lentinana i njegovih derivata.
“LEM- polisaharidni ekstrakt micelija L. edodes (Wasser i Weis, 1999)

Infekcije Polisaharid Efekti

Virusi

Andenovirus Tip 12 Lentinan Antitumorno

Abelson virus Lentinan 100% izlecenje in vivo
VVSV-encephalitis virus Lentinan 100% izlecenje in vivo
Herpes simplex 1'i 1l Lentinan Povecana otpornost

Human immunodeficiency

Lentinan i Lentinan sulfat

U kombinaciji sa AZT

virus (HIV-I) Spreceno inficiranje
HIV “LEM U kqmbinacij i. sa AZT
spreceno inficiranje
Bakterije
Bacillus subtilis Lentinan 100% izlecenje in vivo
Mycrobacterium tuberculosis  Lentinan Povratna prevencija
Listeria monocytogenes Lentinan 100% izlecenje in vivo
Staphylococcus japonicum Lentinan 100% izlecenje in vivo
Paraziti
Schistosoma mansoni Lentinan Inhibicija in vivo
Schistosoma japonicum Lentinan Inhibicija in vivo
Mesecostoides corti Lentinan Formacija granuloma
Gljive
Candida albicans Lentinan sulfat 100% izlecenje in vivo
Trichophyton spp. Lentinan sulfat 100% izlecenje in vivo
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Polisaharidi iz razli¢itih vrsta gljiva u znatnoj meri mogu da sprec¢e napad virusa ili
da uti¢u na jacanje imunog sistema organizma u borbi sa virusima parainfluence i
rinovirusima  (virusi  prehlade), herpes simplex i herpes zoster virusima,
citomegalovirusom, Epstein-Barr virusom (izaziva infektivnu mononukleozu), virusima
hepatitisa (Jong i Donovick, 1990; Sarkar, 1993). B-glukani visih gljiva se danas koriste
u leCenju dermatitisa, kao i bakterijske infekcije stopala kod sportista (Laroche i
Michaud, 2007).

b supplementspo
Beta Glucan
Betary Supplement

400mg per Serving

Slika 2.1. Dijetetski suplementi B-glukana (A); Krema za zastitu koze na bazi 3-
glukana (B); www.SupplementSpot.com, Cutting-Edge Natural Health &
Anti-Aging Products

Vecina aktivnih polisaharida gljiva, u vodi rastvornih kao i nerastvornih, mogu se
klasifikovati kao dijetetska vlakna (B-glukani, hitin, razli¢iti heteropolisaharidi).
Dijetetska vlakna gljiva koja humani organizam ne moze da digestuje, a ni da apsorbuje,
Stite sluzokozu creva od Stetnih supstanci, a istovremeno su dobra podloga (prebiotici)
za stimulisanje rasta korisnih bakterija koje su ve¢ prisutne u gastro-intestinalnom traktu
(probiotici), Sto zajednickim delovanjem spreCava nastanak i razvoj dijabetesa,
arterioskleroze, hipertenzije i tromboze. B-glukani i hitinske supstance sa tumoricidnom
aktivno$¢u apsorbuju opasne materije, karcinogene supstance, i na taj nacin sprecavaju

njihovu apsorpciju u intestinumu, a istovremeno ubrzavaju njihovo izlucivanje
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(laksativno  dejstvo). Navedeni efekat se objasnjava karakteristikom ovih
makromolekula da formiraju Zelatinozne mrezaste strukture S§to ima za posledicu
promenu gastrointestinalne viskoznosti (Laroche i Michaud, 2007). Dijetetska vlakna
stoga efikasno deluju na prevenciju kancera kolona (Mizuno, 1996). Preparati na bazi
dijetetskih vlakana koja su izolovana iz raznih vrsta gljiva danas u svetu donose prihode
od oko 5-6 milijardi dolara godisnje, slika 2.1. (Mizuno, 1996; Wasser, 2002).

U svetu se povecava broj novih registrovanih patenata na bazi polisaharida visih
gljiva. Tako se od 2003. godine sizofilan, kurdlan, lentinan i skleroglukan koriste kao
vezuju¢i agensi nukleinskih kiselina. Nastali kompleksi polisaharida (glukana) 1
nukleinskih Kiselina koriste se kao vektori. Ovakvi kompleksi ispoljavaju otpornost
prema nukleazama i sluze kao =zastitne strukture nukleinskih kiselina (Laroche i
Michaud, 2007).

B-glukani visih gljiva imaju primenu u kozmetickoj industriji kao zastitne kreme koje
sprecavaju iritaciju i bolesti koze. Takode se koriste i u zastiti koZze od ultravioletnog

zraCenja, slika 2.1.

2.2.STRUKTURA BIOLOSKI AKTIVNIH POLISAHARIDA
VISIH GLJIVA

Mnoge, ako ne i sve bazidiomicete, sadrze bioloski aktivne polisaharide. Danas je
poznato oko 650 vrsta i 7 interspecificnih taksona iz 182 roda visih hetero- i homo-
bazidiomiceta koje sadrze farmakoloski aktivne polisaharide, a koji se mogu izolovati iz
karpofora, micelijuma ili bujona u kome je gajen micelijum. Generalno moze da se
zaklju¢i da je broj strukturno razlicitih polisaharida koji su do sada izolovani iz
plodonosnih tela bazidiomiceta veci u odnosu na strukturnu raznolikost polisaharida iz
drugih izvora (Wasser, 2002).

Bioloski aktivni polisaharidi bazidiomiceta imaju jedinstvenu strukturu koja je
specifi¢na za svaku vrstu. Na primer, proteoglukan krestin dobijen je u Japanu iz vrste
Trametes (Coriolus) versicolor CM-101, dok je proteoglikan, nazvan polisaharid-peptid
(PSP), dobijen iz submerzno gajene iste gljive u Kini iz podroda Cov-1 iste vrste. Oba
proteoglukana imaju istu polisaharidnu komponentu, ali su razlicite peptidne

komponente vezane za polisaharidni deo (Hiroshi i Takeda, 1993).
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U poredjenju sa drugim biopolimerima kao S$to su proteini i nukleinske kiseline,
polisaharidi imaju najveci kapacitet za prenos bioloskih informacija zbog svoje velike
potencijalne strukturne varijabilnosti. Nukleotidi u nukleinskim kiselinama i
aminokiseline kod proteina medjusobno se povezuju samo na jedan nacin, dok
monosaharidne jedinice u polisaharidima mogu da se medjusobno povezuju preko vise
razlicitih polozaja, ¢ime se formira Sirok varijetet razgranatih ili linearnih struktura
(Sharon i Lis, 1993). Veliki potencijal varijabilnosti kod polisaharidnih struktura daje
neophodnu fleksibilnost kod preciznih regulatorskih mehanizama razlicitih interakcija

koje postoje izmedju ¢elija kod visih organizama.

Glikoprotein

Manoprotein

B-Glukan
Hitin
|
Manoprotein  ~Z-= NI A = s Ty H_?_OH H OH
Plazma membrana  TRERNI i LN CH,0H l’
6 D-Glukoza
I
o
(@]
flus
o g
p1,6 grananje
OH 0 OH
CH,OH 6 CH,OH
HO HO HO z
OH OH B1 3 OH
1,3 Glukan

Slika 2.2. Stuktura ¢éelijskog zida gljiva; B-(1—3)(1—6) glukan, duZina i na¢in grananja
B-glukana kod razli¢itih gljiva se zna¢ajno razlikuju (Chan et al., 2009.)
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Po svojoj hemijskoj strukturi bioloski aktivni polisaharidi visih gljiva su B-D-
glukani koji zajedno sa molekulima hitina, celuloze i glikoproteina izgraduju ¢elijski zid
visih gljiva, slika 2.2. Ovi molekuli se takode mogu naci kod bakterija, kvasaca, algi i u
razli¢itim cerealijama, kao $to su ovas i jeCam. Izgradeni su od monomernih jedinica
glukoze koje su medusobno povezane B-(1—3), B-(1—4) ili B-(1—6)-glikozidnim
vezama. U Celijskom zidu viSih gljiva najzastupljeniji su glukani na ¢ijem se osnovnom
nizu, izgradenom od molekula glukoze koji su medusobno vezani B-(1—3)- ili B-
(1—4)-glikozidnom vezom ili sa oba tipa veze, nalaze rasporedeni bo¢ni lanci povezani

B-(1—6) glikozidnim vezama, slika 2.2.

Najvise proucavan glukan iz visih gljiva je lentinan iz gljive Lentinula edodes.
Osnovu ovog molekula ¢ini glavni niz izgraden od molekula glukoze povezanih (-
(1—-3)-glikozidnim vezama. Jedan deo glukoznih jedinica iz osnovnog niza je
supstituisan preko polozaja O-6 sa bo¢nim lancima koji su medjusobno vezani -
(1—6)-glikozidnim vezama. Molekulska masa lentinana je priblizno 500 kDa, stepen
grananja 0,40 (2/5)*, u vodenim rastvorima zauzima konformaciju trostrukog heliksa
(Sasaki i Takasuka, 1976.). Medu biomodulatornim polisaharidima ¢ije su struktura i
uloga danas detaljno proucene nalaze se i grifolan iz gljive Grifola frondosa, Sizofilan iz
gljive Schizophyllum commune, Sclerotonia sclerotiorum glukan (SSG), PSK i PSP iz

gljive Coriolus versicolor .

Za molekule B-D-glukana mogu biti vezani i neki drugi molekuli Secera kao §to su
manoza, ksiloza, galaktoza ili uronske kiseline, a takode 1 peptidi 1 proteinski molekuli,
slika 2.3. Tako je iz gljive Ganoderma lucidum izolovano nekoliko aktivnih hetero-
polisaharida 1 njihovih proteinskih kompleksa kao Sto su: ksiloglukani,
ksilomanoglukani, B-glukani koji sadrze uronske kiseline u svojoj strukturi, takozvani
LB-NB glukan i drugi aktivni heteropolisaharidi i njihovi proteinski kompleksi.
Ispitivanjem njihove strukture primenom spektroskopskih metoda NMR-a kao i
difrakcije X zraka, utvrdeno je da ovi makromolekuli imaju konformaciju trostrukog
heliksa, slika 2.4.

! U slucaju lentinana stepen grananja predstavlja broj p-(1—6)-glikozidnih veza bo¢nog lanca podeljen
brojem B-(1—3)-glikozidnih veza glavnog lanca.
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Boc¢ni lanci glukana

Proteinski ili polipe-
ptidni molekuli

Slika 2.3. Proteo-glukanski kompleks (Boldizsar, 1998)

Slika 2.4. 3D struktura glukana, schizophyllan-a: pogled sa strane,
b: pogled odozgo (Mizuno, 1999.)

Biomodulatorna aktivnost miko-D-glukana u funkciji je njihovih hemijskih
karakteristika, kao $to su molekulska masa, stepen grananja, rastvorljivost u vodi i

tercijarna struktura (Blum i Sarco, 1977; Bohn i Be Miller, 1995).
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2.2.1. UTICAJ STRUKTURE POLISAHARIDA NA BIOLOSKU
AKTIVNOST GLJIVA

lako je tesko napraviti korelaciju izmedu strukture i antitumornog dejstva
polisaharida gljiva, odredjeni odnos se moze ustanoviti. Istrazivanja ukazuju da su
strukturne karakteristike, kao sto su B-(1—3)-glikozidne veze u glavnom lancu glukana
I dodatno, boc¢ni lanci povezani B-(1—6)-glikozidnim vezama, neophodne za
antitumorno dejstvo. B-glukani koji pretezno sadrze (1—6)-veze u molekulu imaju
slabije dejstvo. Glukani vec¢ih molekulskih masa imaju izrazenije dejstvo u odnosu na
glukane sa manjim molekulskim masama (Muzino 1996, 1999). Medjutim, mogu se
primetiti ocigledne strukturne varijacije kod antitumornih polisaharida. Antitumornu
aktivnost mogu da imaju i polisaharidi drugacijih strukturnih karakteristika, kao $to su
hetero-B-glukani, heteroglikani, B-glukan-protein, a-mano-p-glukan, a-glukan-protein i
heteroglikan-proteinski kompleksi (Mizuno et al., 1995; Mizuno et al., 1996; Gao et al.,
1996; Zhang et al., 2004).

Poznato je da je konformacija trostrukog heliksa glukana viSih gljiva vazna u
ispoljavanju imunostimulatornog dejstva. Utvrdeno je da se nakon denaturacije
lentinana sa dimetil-sulfoksidom, ureom ili natrijum-hidroksidom narusava tercijarna
struktura, dok primarna ostaje nepromenjena, pri ¢emu se inhibitorno dejstvo ovog
polisaharida na rast ¢elija tumora smanjuje sa progresivnom denaturacijom (Maeda et
al., 1988). Rezultati dobijeni ispitivanjem Sizofilana potvrdili su Kkorelaciju izmedu
antitumornog dejstva i trostruke helikoidne strukture polisaharida (Yanaki et al., 1983,
1986). Glukani visih gljiva pokazuju razlicite bioloske i imuno-farmakoloske aktivnosti,
od kojih mnoge, kao §to su sinteza azot monoksida kod makrofaga i aktivacija limulus
faktora G, zavise od konformacije trostrukog heliksa, dok su druge nezavisne od ove
konformacije, na primer, sinteza interferon-gama (IFN-y) i stimulatornog faktora
kolona, sto ukazuje da je primarna struktura B-(1—3)-glukana glavnog lanca od vece
vaznosti nego tercijarna struktura molekula. Za razliku od B-(1—3)-glukana, c¢ija
bioloska aktivnost zavisi od ve¢ih molekulskih masa, koje se nalaze u opsegu od 500 do
2000 kDa (Mizuno, 1996), aktivnost a-(1—3)-glukuronoksilomanana koji su
karakteristi¢ni za tzv. zute gljive, ne zavisi od molekulske mase. Polisaharidni ekstrakt
gljive T. fuciformis, dobijen nakon kontrolisane kisele hidrolize, sadrzi

glukuronoksilomanane manje molekulske mase, od 53 do 1 kDa, koji stimuliSu
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monocite na sintezu interleukina-6, podjednako efikasno kao i nehidrolizovani
heteropolisaharid. Ovaj podatak ukazuje da dejstvo na monocite moze da bude
posledica primarne strukture a-(1—3)-manana glavnog lanca; razlike u molekulskoj

masi oc¢igledno nemaju uticaj na aktivnost heteroglikana (Gao et al., 1996).

2.2.2. AKTIVACIJA POLISAHARIDA VISIH GLJIVA
HEMIJSKOM MODIFIKACIJOM

Postoje razlicite metode hemijske modifikacije polisaharida gljiva kojima se mogu
dobiti najbolje definisani proizvodi za primenu u razli€itim oblastima. Modifikovani
bioloski aktivni polisaharidi imaju znacajnu primenu na klinickom nivou, zbog
poboljsanih karakteristika kao $to su, na primer, povecanje rastvorljivosti u vodenim
rastvorima i mogucnost prozimanja zidova digestivnog trakta posle oralnog
konzumiranja. Dva osnovna postupka kojima se dobijaju modifikovani polisaharidi
gljiva za primenu na klinikom nivou su modifikacija polisaharida Smith-ovom
degradacijom i aktiviranje metodom formolize. Ovi postupci su najuspesnije razvijeni
za gljive Ganoderma lucidum, Grifola frondosa i Leucopaxillus giganteus (=Triholoma
gigantea). Karboksimetilovanje je jo$ jedna hemijska metoda koja omogucava dobijanje
proizvoda B-glukana rastvornih u vodi, za razliku od njihovih nativnih polimera.
(Wasser, 2002).

2.2.3. 1ZOLOVANJE POLISAHARIDA VISIH GLJIVA

Nakon dve decenije intenzivnog istrazivanja lekovitih gljiva, razvijeni su pouzdani
postupci za efikasno ekstrahovanje, frakcionisanje i precis¢vanje polisaharaida iz
karpofora ili micelijuma. Uopsteno, ova sema obuhvata eliminaciju supstanci malih
molekulskih masa pomoc¢u 80% etanola, nakon cega slede ekstrakcije vodom (100 °C,
3h), 2% amonijum-oksalatom (100 °C, 6h) i 5% natrijum-hidroksidom (80 °C, 6h)
(Mizuno, 1996; 1999a). Prva ekstrakcija rezultira dobijanjem u vodi rastvorne
polisaharidne frakcije, dok su druge dve frakcije polisaharida nerastvorne u vodi.
Ekstrahovani polisaharidi se dalje mogu precis¢avati kombinacijom vise metoda, kao

Sto su frakciona precipitacija etanolom razliCite koncentracije, precipitacija pomocu
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sirCetne kiseline, jonoizmenjivacka i afinitivna hromatografija, gel filtracija (Wasser,
2002).

2.3. REAKTIVNE HEMIJSKE VRSTE
| OKSIDATIVNI STRES

Prisustvo slobodnih radikala (SR) u bioloSkom materijalu otkriveno je kasnih 50-ih
godina proslog veka. Nesto kasnije, hipoteza Denhama Harmana bila je da kiseonikovi
slobodni radikali nastaju kao sporedni produkti u enzimski kontrolisanim reakcijama i
opisao ih je kao odgovorne za velika celijska oStecenja, mutagenezu, kancer,
degenerativne procese (Puki¢, 2008).

Pre nekoliko decenija zapoceto je sa proucavanjem uloge SR, kao finalnih
medijatora oStecenja celijske funkcije 1 morfologije, brojnih patofizioloskih zbivanja,
starenja, trovanja. Slobodni radikali su medijatori mnogih patoloskih pojava (diabetes
mellitus, HIV infekcija, autoimunih, neurodegenerativnih, koronarnih, malignih,
plucnih, inflamatornih i mnogih drugih bolesti) i deo su kompleksnog patofizioloskog
mehanizma ostec¢enja celija (Ames et al., 1993; Halliwell i Gutteridge, 1984; Papas,
1999; Tiwari, 2004). Jednom pokrenut lanac reakcija SR ima osobinu prostornog i
vremenskog Sirenja uz pojacavanje efekta. Ova propagacija se ogleda u nastanku
sekundarnih SR Koji nastavljaju da Sire kaskadu lancanih rekcija. U reakciji sa
biomolekulima SR remete celijsku morfologiju, funkciju, jonsku homeostazu i
enzimsku aktivnost.

Medutim, SR se u organizmu stalno stvaraju i pri niskim koncentracijama imaju
fiziolosku funkciju, naime, ukljuceni su u metabolizam prostaglandina, regulaciju
¢elijske signalizacije (stimuliSu stvaranje ciklicnog guanozin monofosfata-cGMP),
aktivaciju celijskih receptora, uticu na eritropoezu, imaju bitnu ulogu u kontroli
ventilacije (Papas, 1999). U ¢elijama imunog sistema (monociti, makrofagi, eozinofili)
reaktivne kiseonikove vrste (ROS, eng. reactive oxygen species) sluze kao agensi za
uniStavanje virusa i bakterija. Apoptoza celija je najcesce indukovana oksidativnim
stresom (OS), i ima znacaj U homeostazi rasta i razvoja tkiva (Puki¢, 2008; Papas,
1999).

Egzogeni izvori slobodnih radikala su konzervansi i hemikalije u hrani, herbicidi i

pesticidi, lekovi, razne vrste zagadenja, radijacija, suncevo zracenje, teSki metali
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(posebno ziva, aluminijum i olovo), alkohol i duvanski dim, trans- i hidrogenizovane

masti, slika 2.5.

NASTAJANJE SLOBODNIH RADIKALA
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Slika 2.5. Mehanizam nastanka slobodnih radikala
(http://supa.pharmacy.bg.ac.rs/courses/52/posts/4428)

Aerobne cCelije se Stite od toksicnog efekta SR kompleksnim sistemom
antioksidativne zastite (AOS, eng. antioxidative system). Antioksidativnu zaStitu
sacinjavaju dva segmenta odbrane od S$tetnih efekata SR: enzimski (superoksid
dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza, itd.) i neenzimski (peptidi sa SH grupama
kao $to je glutation i metalotioneini, vitamin E i C, koenzim Q, urea, proteini koji
heliraju metale sa promenljivom valencom i brojna druga jedinjenja). Navedene AOS
komponente, bilo da su enzimske ili neenzimske, u svom domenu, kako funkcionalno
tako prostorno i sa vremenskom odrednicom, deluju zaStitno ili reparativno. S jedne

strane, stepen odnosno faza celijskog ostecenja (rana ili poodmakla) zavisi od tipa i
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koncentracije reaktivnih vrsta (RS, eng. reactive species), mesta i duzine delovanja, a s
druge strane, od energetskog i redoks statusa same ¢elije kao i kapaciteta AOS. (Puki¢,
2008; Papas, 1999).

2.3.1. REAKTIVNE VRSTE

Termin reaktivne vrste (RS) se u literaturi sve viSe koristi umesto termina SR. S
obzirom da su ovim pojmom obuhvaéene sve klase jedinjenja elektrofilnog karaktera
visoke  reaktivnosti, odnosno  oksidacioni  agensi  koji  posreduju u
oksidativnom/nitrozativnom ostecenju biomolekula i time wuticu na nastanak
oksidativnog/nitrozativnog stresa, primerenije je da se koristi naziv reaktivne vrste.

Po hemijskoj strukturi RS mogu biti molekuli (npr. vodonik peroksid, H,O,), joni
(npr. peroksinitritni anjon, ONOO ), kao i sami SR. Svakako, SR predstavljaju
najznacajniju klasu RS, tabela 2.4.

Tabela 2.4. Podela slobodnih radikala (reaktivnih vrsta). U zavisnosti od aktivnog centra u RS
oni se dele na RS sa: kiseonikom (ROS, eng. reactive oxygen species); azotom (RNS, eng.
reactive nitrogen species); ugljenikom (RCS, eng. reactive carbon species) i sumporom (RSS,
eng. reactive sulfur species)

Reaktivni neradikalski

Radikal -
derivati
02" superoksil anjon radikal H,0, vodonik peroksid
HO’ hidroksil radikal HOCI hipohlorna kiselina
ROS ROOQ’ peroksil radikal O3 0zon
RO’ alkoksil radikal '0, singlet kiseonik
HOO" hidroperoksil radikal
NO" nitroksil radikal NO, azotdioksid anjon
N,O; azot trioksid

NO," nitronijum (nitril) jon

ONOO™ peroksinitritni anjon

RNS NO2" azot dioksid radikal ROONO alkil peroksinitrit
NO™ (singlet) nitroksil anjon
NO* nitrozil katjon
NO,CI nitril hlorid
R’ alkil radikal
RCS RO’ alkoksil radikal
ROO’ peroksil radikal
RS’ tiil radikal
RSS GS’ glutatiil radikal

GSSG™ diglutatiil
anjon radikal
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Inicijalno stvoreni primarni SR (u endogenim uslovima ili pod dejstvom ksenobiotika)
zapocinju lan¢ane reakcije radikalskog tipa. U rekciji sa supstratom (biomolekul ili neko
drugo jedinjenje) odnosno donorom elektorna, SR se redukuju (dobijaju elektron) i gube
karakter SR, a supstrat se oksiduje (gubi elektron) i postaje SR druge generacije tzv.
sekundarni SR (slika 2.6.) i otpocinje lanac radikalskih reakcija (Goldfarb, 1999).

oksidovani
nespareni elektron “ciljni” molekul
© 0

© 0]
“ciljni" slobodni

=
molekul radikal

transfer elektrona

Slika 2.6. Mehanizam reakcije slobodnih radikala

Nezavisno od njihove stabilnosti, SR stupaju u reakcije supstitucije, adicije,
eliminacije, izomerizacije, rekombinacije i disproporcijacije (slobodnoradikalske
reakcije). Slobodni radikali lako i brzo reaguju sa svim klasama biomolekula iz
okruzenja, lipidima, proteinima, DNK, §to za posledicu ima ostecenje sveukupne
¢elijske funkcije (De la Fuente, 2002; Papas, 1999).

Pored toga, oni su u velikim koli¢inama prisutni i u prehrambenim proizvodima i
Imaju znacajnu ulogu u mnogim reakcijama koje se u njima odvijaju. U mnogim
prehrambenim proizvodima dolazi do oksidacije kada nezasi¢ene masne Kkiseline
reaguju sa kiseonikom formirajuci slobodne radikale i sporedne proizvode kao sto su
aldehidi, ketoni, kiseline i alkoholi, $to dovodi do opadanja kvaliteta, promene boje,
ukusa, mirisa i teksture, kao i gubitka hranljive vrednosti, $to je povezano sa uzegloscu
(Halliwell i Gutteridge, 1999; Becker, 1993).
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2.4. ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA -
ANTIOKSIDANSI

Antioksidans je svaki molekul koji se sam oksiduje i na taj nacin stiti od oksidativnih
oStecenja celije 1 tkiva u organizmu ili osetljive komponente u prehrambenom
proizvodu. Aktivnost antioksidanasa sastoji se u tome §to neutraliSe slobodni radikal
tako sto mu predaje svoj elektron, ¢ime slobodni radikal postaje stabilan, slika 2.7. Na
ovaj nacin antioksidans prekida lancanu reakciju oksidacije, tako da ona vise ne
predstavlja opasnost za ¢elije i tkiva. Kada antioksidans preda elektron on, po definiciji,
postaje slobodni radikal. Medutim, antioksidans u ovom stanju ne predstavlja opasnost
jer ima sposobnost da se prilagodi promeni broja elektrona, a da pri tome ne postane
reaktivan. Antioksidansi deluju na tri razli¢ita nacina: oni mogu da shize energiju
slobodnih radikala, sprece njihovo nastajanje ili prekinu lanc¢anu reakciju oksidacije
(Puki¢, 2008).

ANTIOKSIDANS
o

-'J\;\
9
-
O
donirani il > 4
o~
elektron g \ )

nespareni
elektron o

SLOBODNI RADIKAL

Slika 2.7. Antioksidans neutralise slobodni radikal
(http://supa.pharmacy.bg.ac.rs/courses/52/posts/4428)
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S obzirom da mehanizmi zastite od destruktivnog delovanja slobodnih radikala
(poglavlje 2.3.) neminovno slabe sa starenjem, neophodno je konstantno snabdevanje
organizma prirodnim antioksidansima kako bi se $to viSe redukovala oksidativna
oste¢enja. Prirodni antioksidansi, kao s$to su vitamini (A, E, C), minerali (Se, Zn),
proteini (transferin, ceruloplazmin, albumin), glutation i polifenoli imaju svojstvo da
hvataju slobodne radikale i tako inhibiraju oksidativne mehanizme koji dovode do
degenerativnih bolesti (Niki et al., 1994). Zbog toga je neophodno da se antioksidansi,
kao protektivni agensi, u organizam unose i hranom.

Istrazivanja, kao i klinicke studije, ukazuju da ishrana bogata hranom biljnog
porekla, kao sto je voce, povrce, zitarice, klice, ¢ajevi, crveno vino i sokovi, obezbeduje
zaStitu od razli¢itih bolesti, medu kojima su kancer i kardio-cerebrovaskularne bolesti.
Najvise antioksidativnih komponenti u tipi¢noj ishrani biljnog porekla pripada
razlicitim klasama fenolnih jedinjenja sa razlicitim fizickim 1 hemijskim
karakteristikama. Fenolne kiseline, polifenoli i flavonoidi u voéu i povréu imaju
svojstvo da hvataju slobodne radikale, ¢ime inhibiraju oksidativne mehanizme koji
dovode do degenerativnih bolesti, zbog ¢ega se smatraju kao osnovne komponente koje
povoljno uticu na zdravlje (Prakash, 2001; Moure et al., 2001). Ova jedinjenja spadaju u
grupu neesencijalnih dijetetskih komponenti koje se dovode u vezu sa inhibicijom
ateroskleroze i kancera. Bioaktivnost fenola moze da bude u vezi sa njihovom
sposobnosc¢u da heliraju metale, inhibiraju lipoksigenaze i hvataju slobodne radikale
(Kedage i sar., 2007; Tabart et al., 2009). Neki autori u svojim istrazivanjima isticu da
je antioksidativna aktivnost hrane biljnog porekla u korelaciji sa sadrzajem kompleksa
koje ¢ine fenolna jedinjenja sa ligninima i arabinoksilanima. Ovakvi kompleksi kod
je€ma 1 slada su pokazali dva puta vecu antioksidativnu aktivnost nego ekstrakt
slobodnih fenolnih jedinjenja iz istog materijala (Maillard i Berset, 1995; Maillard et al.,
1996). Drugi autori smatraju da antioksidativna aktivnost kore i ekstrakta semena
citrusnog voca nije u direktnoj vezi sa slobodnim ili vezanim fenolnim jedinjenjima
(Bocco et al., 1998).

Nekoliko kategorija antioksidanasa, u koje spadaju fenolna jedinjenja, vitamini,
proteini, peptidi i amino kiseline, imaju Siroku industrijsku primenu u proizvodnji
dijetetskih suplemenata. Ova jedinjenja takode imaju primenu kao konzervansi u hrani i

kozmetici (Imlay, 2003). U 2007. godini u Sjedinjenim Americkim Drzavama, aditivi i
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suplementi na bazi antioksidanasa su ostvarili profit od 3,7 biliona dolara, sa proseénom
tendencijom rasta od 3% godisnje (Finley et al., 2011). Identifikacija novih

antioksidanasa ostaje veoma aktuelna istrazivacka oblast.

2.4.1. ANTIOKSIDATIVNA SVOJSTVA GLJIVA

U savremenim uslovima proizvodnje velikih koli¢ina hrane koja treba da se odrzi §to
duze vreme, za stabilizaciju citavog niza prehrambenih proizvoda koriste se razliciti
sinteti¢ki antioksidansi. Najcesce se koriste butilovani hidroksianizol (BHA), butilovani
hidroksitoluen (BHT) i tercijarni-butilovani hidroksihinon (TBHQ), koji se dodaju
prehrambenim proizvodima kako bi se sprec¢ile oksidativne promene masti i ulja
(Loliger, 1991). Kako neka istrazivanja pokazuju da BHA i BHT mogu da budu
antikancerogena, kao i kancerogena jedinjenja pod odredenim okolnostima (Ames et al.,
1993), postaje sve interesantnija potencijalna primena prirodnih antioksidanasa iz bilja i
zaCina za spreCavanje oksidacije prehrambenih proizvoda i kao nutraceutika. lzbor
odgovarajucih antioksidanasa kao aditiva i suplemenata hrani je vazan zbog stroge
kontrole od strane zakonodavstva o bezbednosti hrane.

Novija istrazivanja pokazuju da pored razlic¢itih biljaka i gljive predstavljaju vrlo
znacajne izvore antioksidativnin komponenti. Neke jestive gljive, kao $to su Agaricus
bisporus, Grifola frondosa, Hericium erinaceus, Flammulina velutipes, Lentinula
edodes, Pleurotus eryngii i Pleurotus ostreatus imaju znacajnu antioksidativnu
aktivnost kao i sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Fu et al., 2002). Ovakva
svojstva dokazana su i kod medicinski vaznih gljiva kao Sto su Agaricus brasiliensis,
Sparassis crispa, Phellinus linteus, Ganoderma lucidum i Inonotus obliquus. Smatra se
da je antioksidativna sposobnost gljiva povezana sa sadrzajem fenolnih komponenti u
njihovim ekstraktima (Cheung et al., 2003; Fu et al., 2002; Elmastas et al., 2007;
Puttaraju et al., 2006; Song i Van Griensven, 2008). Opste je prihva¢eno da ekstrakti
gljiva sadrze viSe komponenti, od kojih svaka ima svoj bioloski efekat. Tako vodeni
ekstrakti gljiva sadrze razli¢ite polisaharide, fenolna jedinjenja i proteine, kao $to su
lektini. Gljive takode akumuliraju niz razli¢itih sekundarnih metabolita, u koje pored

fenola, spadaju i poliketidi, terpeni i steroidi (Turkoglu et al., 2007). Mnoga istrazivanja
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ukazuju na to da nacin ekstrakcije, odnosno vrsta primenjenog ekstrakcionog sredstva
direktno uti¢e na antioksidativna svojstva gljiva.

Na osnovu dosadasnjih istraZivanja moze se zakljuciti da antioksidansi prisutni u
gljivama predstavljaju veoma interesantne protektivne agense koji mogu da doprinesu

redukciji oksidativnih ostecenja, bez sporednih nezeljenih reakcija.

2.5. ANTIMIKROBNA DEJSTVA

U novije vreme sve veci problem postaje otpornost mikroorganizama na antibiotike
koji se ve¢ dugo primenjuju za profilaksu i tretiranje infektivnih bolesti. Zbog toga se
stalno ispituju nove antimikrobne supstance koje mogu da se izoluju ne samo iz
mikroorganizama ve¢ i iz razli¢itih biljaka, a koje bi imale sposobnost da mobilisu
humoralni imuni sistem organizma da se bori protiv virusa, bakterija, gljiva i protozoa
koje su rezistentne na aktuelne antibiotike. Ovo povecano interesovanja za lekove
biljnog porekla je danas veoma aktuelno zbog rasprostranjenog uverenja da je "Zeleni
lek" bezbedan i pouzdan vise nego skupi sinteticki lekovi, od kojih mnogi imaju i
nezeljene propratne efekte.

Ovakva situacija pruza podsticaj za ispitivanja novih antimikrobnih supstanci iz
razli¢itih prirodnih izvora, kao §to su lekovito bilje i gljive (Karaman et al., 2003).
Danas postoji obnovljen interes za tradicionalnu medicinu, kao i povecan broj

istrazivanja usmerenih na pronalaZenje novih antimikrobnih lekova iz gljiva.

2.5.1. ANTIMIKROBNA SVOJSTVA GLJIVA

Otkrice "ledenog coveka" u italijanskim Alpima, za koga je utvrdeno da je Ziveo pre
5300 godina, donelo je nove, intrigantne podatke o upotrebi gljiva u drevnim
vremenima. Medu njegovim stvarima pronaden je i niz gljive Piptoporus betulinus, koja
pripada poliporama, a koja je parazit breze. Ova gljiva je koris¢ena kao kresivo za
paljenje vatre, kao lek za tretiranje rana i za pravljenje ¢aja koji jaca organizam i
stimuliSe imuni sistem (Hobbs, 1995; Stamets, 2005). Pored toga, utvrdeno je da ima i
Sirok spektar antimikrobne aktivnosti (Suay et al., 2000).
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Istrazivanja pokazuju da su gljive izuzetno vazni izvori prirodnih antibiotika.
Najznacajniji antibiotici dobijaju se iz gljiva, kao $to su penicilin, streptomicin,
hloramfenikol i vankomicin (Griffin, 1994). Medutim, infekcije izazvane
multirezistentnim sojevima, kao s§to su Candida spp., Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Enterococcus spp., Escherichia coli i dr.,
ukazuju na potrebu za pronalazenjem novih antibiotika sa drugacijim nac¢inom
delovanja (Kotra i Mobashery, 1998).

Sa razvojem novih tehnologija fermentacije i precis¢avanja, gljive su postale
interesantne kao potencijalni izvori novih klasa antibiotika. Prva ispitivanja mogu¢nosti
koriS¢enja bazidiomiceta kao izvora antibiotika sproveli su Anchel, Hervey i Wilkins,
1941. godine, testiranjem ekstrakata iz plodonosnih tela i micelijuma preko 2000 vrsta
gljiva (Sandven, 2000). Godine 1950. izolovan je i identifikovan pleuromutilin
(Kavanagh et al., 1950), diterpen koji je posebno pogodan za tretiranje infekcija
izazvanih mikoplazmama kod zivotinja (Brizuela et al., 1998), a kori$¢en je za razvoj
prvog komercijalnog antibiotika poreklom iz bazidiomiceta. Bioloski aktivan metabolit
iz gljive M. scorodonius, skorodonin, u ve¢im koncentracijama inhibira rast Gram-
pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Anke et al., 1981). Iz gljive M. alliaceus su
izolovana dva antimikrobna i citotoksi¢na metabolita, nazvana aliakol A i B (Anke et
al., 1981). Marasminska kiselina izolovana iz gljive M. conigenus ima antibakterijska,
antifungalna, citotoksicna i fitotoksi¢na svojstva (Abraham, 2001). Gljiva Trametes spp.
sadrzi antibiotik koriolin koji inhibira Gram-pozitivne bakterije, kao i Trichomonas
vaginalis (Ying et al., 1987). Jedan od prvih antibiotika pronadenih kod gljive P.
sanguineus bio je cinabarin. Antimikrobna aktivnost ovog antibiotika je testirana na 11
cinabarin bili Bacillus cereus i Leuconostoc plantarum, dok je najmanje osetljiva bila
bakterija Klebsiella pneumoniae (Smania et al., 1998).

Gljiva Armillariella mellea pokazala je antibakterijsko delovanje in vitro na patogene
bakterije Staphylococcus aureus, Bacillus cereus i Bacillus subtilis, dok armilarinska
kiselina izolovana iz ove vrste inhibira Gram-pozitivne bakterije i kvasce (Obuchi et al.,
1990).

Doktorska disertacija, Maja S. Kozarski 24



Doktorska disertacija Pregled literature

Evropska vrsta gljive Ganoderma pfeifferi proizvodi seskviterpenoid hidrohinon,
nazvan ganomicin, koji ima svojstvo da inhibira rast meticilin rezistentne bakterije
Staphylococcus aureus, kao i nekih drugih bakterija (Mothana et al., 2000).

Gljive sintetizuju antibakterijske i antifungalne komponente koje im pomazu da
prezive U svojoj prirodnoj sredini. Te komponente, sa jac¢im ili slabijim antimikrobnim
efektima, odredenim postupcima mogu da se izoluju iz razli¢itih vrsta gljiva i da se
koristite u farmaciji i medicini (Lindequist et al., 1990).

I novija ispitivanja na razli¢ite nacine izolovanih ekstrakata iz gljiva pokazuju
njihovu znacajnu antimikrobnu aktivnost (Gao et al., 2005; Kim i Fung, 2004; Mercan
et al., 2006; Turkoglu et al., 2006; Hirasawa et al., 1999; Lee et al., 1999). Hloroformski
I etilacetatni ekstrakti suvih gljiva deluju antibakterijski na vrste Streptococcus mutans i
Prevotella intermedia (Hirasawa et al., 1999).

Eksudat iz micelijuma Cordyceps nipponica ima izrazeno dejstvo na Plasmodium
falciparum, protozou koja izaziva malariju (Isaka et al., 2001).

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da gljive predstavljaju izuzetno bogat izvor velikog
broja novih antimikrobnih supstanci koje imaju svojstvo da inhibiraju mikroorganizme

otporne na uobicajene antibiotike.

2.6. ODABRANE VRSTE GLJIVA

Na osnovu obimnih literaturnih rezultata koji su pokazali da polisaharidni ekstrakti
izolovani iz celijskog zida gljiva iz klase Basidiomycetes imaju veoma interesantna
bioloska svojstva, u ovom radu ispitivana su antioksidativna i antimikrobna svojstva,
kao i korelacije izmedu antioksidativnih i antimikrobnih aktivnosti i strukturnih
karakteristika polisaharidnih ekstrakata iz odabranih vrsta bazidiomiceta: Agaricus
brasiliensis, Agaricus bisporus, Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum,

Lentinula edodes, Phellinus linteus i Trametes versicolor.

2.6.1. AGARICUS BISPORUS

Agaricus bisporus (J. Lge) Imbach je jedna od najviSe uzgajanih jestivih gljiva u

svetu, slika 2.8. Poznata je pod imenom bela gljiva, stona gljiva ili Sampinjon
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(champignon de Paris). Prvi put pocinje da se komercijalno gaji u 17. veku u
Francuskoj, u okolini Pariza. Sjedinjene Americ¢ke Drzave su najveci svetski uzgajivaci
ove gljive. Godisnji prihod od proizvodnje gljive A. bisporus u ovoj zemlji iznosi oko
800 miliona dolara. Sampinjon raste u svim delovima sveta na nadubrenom zemljistu,
travi, blizu Cetinara. Uspeva u toku cele godine, izuzev zimi, ako su uslovi vlaznosti
odgovarajuci.

Agaricus bisporus je gljiva poznata kao bogat izvor selena, bakra, gvozda, natrijuma,
fosfora, vitamina B,, pantotenske kiseline i niacina. Dobar je izvor magnezijuma, cinka,
vitamina B; i Bs, proteina i dijetetskih vlakana. Poseduje antioksidativna i
antikancerogena svojstva. Danas se sve viSe ispituje primena ove gljive u prevenciji
astme, artritisa, Alchajmerove bolesti kao i kardiovaskularnih oboljenja. Uti¢e na
regulaciju metaboli¢kih procesa. Deluje antistresno, utiCe na proces snizavanja nivoa

holesterola u krvi (Beelman et al., 2003.).

Kraljevstvo: Gljive
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Podklasa:
Homobasidiomycetidae
Red: Agaricales
Familija: Agaricaceae

Rod: Agaricus

Vrsta: Agaricus bisporus

Slika 2.8. Agaricus bisporus
(http://www.svims.ca/council/illust)

Polisaharidni ekstrakti A. bisporus dobijeni termickim tretmanom vrelom vodom
inhibiraju rast celija implantiranog tumora Sarkoma 180 kod miseva i Erlish-ov
karcinom ¢elija u 90-100% slucajeva. Bazni ekstrakt ove gljive takode ispoljava snazno
antitumorno dejstvo kod miseva sa implantiranim tumorom. Pojedine komponente
ekstrakata dobijenih termic¢kim tretmanom vrelom vodom gljive A. bisporus inhibiraju
aktivnost aromataza (Beelman et al.,, 2003.). Aromataza/estrogen sintetaza ima

odlucujucu ulogu u procesu regulacije proliferacije tumora dojke kod Zena.
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Vodeni ekstrakt A. bisporus je okarakterisan genoprotektivnim svojstvom, odnosno
ima ulogu u prevenciji oste¢enja DNK c¢elija koja su nastala pod uticajem reaktivnih
kiseonikovih jedinjenja. Utvrdeno je da ovo svojstvo poti¢e od enzima tirozinaze koji je
prisutan u ekstraktu.

A. bisporus sadrzi velike koli¢ine L-ergotioneina, antioksidansa. Koli¢ina L-
ergotioneina je u plodonosnom telu ove gljive i do 12 puta ve¢a nego u zrnu pSenice, a 4

puta je ve¢a u odnosu na njegov sadrzaj u pilecoj jetri (Beelman et al., 2003).

2.6.2. AGARICUS BRASILIENSIS

Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. (syn. Agaricus blazei Murill) je prvi put
otkrivena 1960. godine u planinskoj oblasti brazilskog grada Piedade u drzavi Sao
Paolo, slika 2.9. Od 1965. godine ova vrsta se zbog svojih interesantnih medicinskih
svojstava intenzivno uzgaja u Japanu. "Cogmelo de Deus", "Cogmelo do Sol" kako je
jo$ nazvana u Brazilu i "Himematsutake" u Japanu je saprofitna gljiva koja raste na travi
1 organskom dubrivu u proleée i1 jesen, u uslovima velike vlaZnosti, poviSenih

temperatura i dobre provetrenosti.

Kraljevstvo: Gljive
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Agaricales
Familija: Agaricaceae
Rod: Agaricus

‘ Vrsta: Agaricus brasiliensis

TradeTT.com

Slika 2.9. Agaricus brasiliensis

Klinicka istrazivanja potvrdila su da bioloski aktivnhe komponente ove gljive imaju

antitumorno, antivirusno i imunomodulatorsko dejstvo. B-glukani i glukan-proteinski
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kompleksi gljive A. brasiliensis imaju svojstvo kontrole rasta i smanjenja proliferacije
tumorskih c¢elija. Steroidi, nukleinske kiseline, lipidi i lektini ove gljive sprecavaju
multiplikaciju tumorskih ¢elija (Dong et al., 2002.). A. brasiliensis ima uticaj na procese
koji regulisu smanjenje nivoa glukoze u krvi i snizavanje nivoa holesterola. Primenjuje
se u leCenju dijabetesa, hipertenzije i hepatitisa.

Velika paZnja se posvecuje istrazivanjima bioloSki aktivnih polisaharida 1
polisaharidno-proteinskih kompleksa A. brasiliensis. Ove supstance imaju svojstvo
stimulacije sinteze interferona i interleukina od strane ¢elija imunog sistema i time
indirektno uti¢u na sprecavanje proliferacije tumorskih celija. Kao veoma efikasni
izolovani kompleksi pokazali su se u leCenju tumora debelog creva, jajnika, dojke,
pluca, jetre, kao i tumora koze. Potvrdeno je njihovo antivirusno delovanje, naro€ito u
prevenciji nazeba i gripa. Utvrdeno je da bioloski aktivne komponente A. brasiliensis
imaju pozitivno dejstvo na izdrzljivost organizma kao i na nervni sistem (Sorimachi et
al., 2001.; Wasser et al., 2005.).

Preparati ove gljive se prodaju u vidu kapsula, ekstrakta i ampula (slika 2.10.).

E Anti Tumor
12[ Anti Cancer
[V Aids Diabetics

2

W s
¥

.
4
YOUR 100% ALL NATURAL PROTECTION AGAINST CANCER

Slika 2. 10. Preparati polisaharidnog ekstrakta gljive A. brasiliensis
http://photobucket.com/images/Agaricus+Blazei/

2.6.4. GANODERMA APPLANATUM

Ganoderma applanatum (Persoon) Patouillard je nejestiva gljiva, tvrde, drvenaste
strukture, sa izuzetno vaznim biolo$kim svojstvima, slika 2.11. Poznata je i pod imenom

"artist's conk" ili "umetnikova Skoljka", zbog mogucnosti da se grebanjem po belim

Doktorska disertacija, Maja S. Kozarski 28



Doktorska disertacija Pregled literature

porama sa donje strane SeSira pojavi braon boja hifa, $to su umetnici iskoristili za

"nov

pravljenje crteza. Poreklo imena ove gljive potice od grckih reci "gano™ Sto znaci sjajan,
"derma" $to znaci koza i "applanatum" §to znaci ravan, spljosten. G. applanatum raste
kao parazit na zdravim, bolesnim, ili oSte¢enim stablima bukve, topole, hrasta, vrbe,
jove, jabuke, bresta, kestena, oraha ili na mrtvim stablima, panjevima, korenju ili
granama, kao saprofit. Plodonosna tela mogu da budu pojedinacna, ali su ceS¢e u
manjim grupama. Ovo je kosmopolitska gljiva, raste Sirom sveta, u skoro svim
klimatskim zonama, pa i u tropskim, na svim kontinentima osim Antarktika (Kirk et al.,

2008). NajceS¢e raste na listopadnom drveéu, mada se ponekad mozZe nacéi i na

¢etinarima.

Kraljevstvo: Gljive

Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Basidiomycetes
Red: Polyporales

Familija: Ganodermataceae
Rod: Ganoderma

Vrsta: Ganoderma applanatum

Slika 2.11. Ganoderma applanatum
http://www.scmsfungi.org/fungi/ganoderma_applana
tum.htm

|
e A vlnl

Gljiva G. applanatum svojim razvojem izaziva pojavu bele trulezi drveta,
egzoenzimima razlaze lignin i celulozu do neorganskih komponenti kao sto su ugljenik i

azot, koje joj tako postaju dostupne. Ova osobina moze da se iskoristi za potrebe drvne
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industrije i pravljenje biopulpe drveta, odnosno konverziju parci¢a drveta u papirnu
pulpu (http://www.forestbioproducts.umaine.edu/project enyzmes biopulping.php). Na
ovaj nac¢in moze da se ustedi energija pri proizvodnji papira i izbegnu materije Stetne po
zivotnu sredinu. Pored toga, vazna uloga ove gljive je i bioremedijacija (Matos et al.,
2007; Rigas et al., 2007; Joo et al., 2008).

Gljiva G. applanatum kori$¢ena je vekovima u obliku ¢aja u tradicionalnoj medicini
naroda Dalekog istoka. Vodeni ekstrakti ove gljive se danas koriste u le¢enju mnogih
bolesti, od prehlade do kancera i AIDS-a. Brojne studije ukazuju na antitumorna i
imunomodulatorska svojstva ove gljive (Jeong et al., 2008).

Interesantan je i efekat ove bazidiomicete na regulaciju nivoa glukoze u krvi kao i
potencijal za prevenciju razli¢itih komplikacija kod dijabetesa, inhibitornim dejstvom na
aldozo reduktazu. Aldozo reduktaza je enzim koji se smatra jednim od glavnih
uzro¢nika mnogih komplikacija na organima, koje se javljaju kod dijabetesa. Zbog toga
je i pronalazenje novih mogucnosti da se inhibira dejstvo ovog enzima osnovni cilj u
borbi protiv razlicitih zdravstvenih poremecaja koji nastaju usled ove bolesti (Lee et al.,
2006). Na osnovu svojih istrazivanja Jung je zaklju¢io da gljiva G. applanatum
poseduje komponente sa antidijabetskim i inhibitornim efektima na pojedine
komplikacije izazvane dijabetesom (Jung et al., 2005). Ekstrakti ove gljive znacajno
snizavaju nivo glukoze (do 22,0%), holesterola i triacilglicerola u krvi (do 20,3%)
(Yang et al., 2007). Utvrdeno je takode da alkoholni ekstrakt gljive G. applanatum
snizava nivo glukoze u krvi (Jung et al., 2005).

Dokazano je da polisaharidi ekstrahovani iz ove gljive imaju svojstvo da ojacaju
zeluda¢nu mukoznu barijeru (Yang et al., 2005). Druge studije pokazale su da ekstrakti
izolovani iz gljive G. applanatum, ili pojedine njihove komponente, deluju
antibakterijski (Moradali et al., 2006), antiparazitski (Suay et al., 2000), da jacaju imuni
sistem (Stamets, 2002), imaju diuretsko svojstvo (Suay et al., 2000) i potencijalni su
antioksidanti (Acharya et al., 2005).

Do sada su iz gljiva roda Ganoderma, kao i iz gljive G. applanatum izdvojene
razliCite bioaktivne komponente, kao sto su steroidi, masne kiseline, aplanoksidinska
kiselina, furanoganoderinska kiselina. Ova gljiva sadrzi 3-glukane, kisele heteroglukane
i hitin ksiloglukane, kao i visoko oksidovane triterpenoide lanostanskog tipa

(ganoderinsku, ganoderensku, ganolucidensku i lucidensku kiselinu) kao aktivne
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supstance koje imaju strukturu sli¢nu steroidnim hormonima (Wasser i Weis, 1999). U
Kini i Japanu ova gljiva se Kkoristi za lecenje bronhijalne astme, regulaciju imunog
sistema, zasStitu jetre, snizavanje pritiska, deluje antialergijski, protiv bolova, snizava
temperaturu (Hobbs, 1995). Ve¢ dugi niz godina u zemljama Dalekog istoka, a u novije
vreme i u zemljama zapadnog sveta, za tretiranje razli¢itih zdravstvenih poremecaja

dostupni su razni komercijalni preparati na bazi gljive Ganoderma applanatum.

2.6.5. GANODERMA LUCIDUM

Ganoderma lucidum (W. Curt.: Fr.) P. Karst. u Japanu nazvana Reishi ili Mannetake,
u Kini i Koreji Ling Chu, Ling Chih i Ling Zhi (gljiva besmrtnosti) se ve¢ 2000 godina
primenjuje u tradicionalnoj medicini Orijenta, slika 2.12. Gorkog je ukusa i drvenaste
grade. Raste u svim delovima sveta, ali je veoma retka. U Japanu se moze pronaci na
starom drvetu Sljive, a u Evropi, Aziji, severnoj 1 juznoj Americi najceS¢e raste na
panjevima, korenju, obolelim stablima ¢etinara ili listopadnog drveca, najcesce hrasta ili
kestena. Prema statistickim podacima od 10000 stabala na samo dva ili tri raste gljiva
Reishi.

Kraljevstvo: Gljive
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Basidiomycetes

Red: Polyporales

723 £ Familija: Ganodermataceae

A %?; e 2 : Rod: Ganoderma

» == — Vrsta: Ganoderma lucidum
£

u16289931 fotosearch.com

Slika 2.12. Ganoderma lucidum
www.fotoresearch.com/u16289931

Postoje pisani podaci da je gljiva G. lucidum koris¢ena u tradicionalnoj medicini
Kine i Japana jos pre 4000 godina, posebno za tretiranje hepatopatije, hroni¢nog

hepatitisa, nefritisa, hipertenzije, artritisa, neurastenije, insomnije, bronhitisa, astme i
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¢ira na zelucu (Kabir et al., 1988). U Ben Cao Gang Mu (A.D. 1578), najpoznatijoj
enciklopediji kineske biljne medicine, objasnjeno je da se kontinualnom upotrebom
gljive G. lucidum smanjuje telesna tezina i produzava zivot (Huang, 1993). Prvobitno se
smatralo da su pozitivni farmakoloski efekti posledica intenziteta obojenosti ove gljive,
ali su istrazivanja pokazala da koncentracija polisaharida kao bioaktivnih materija
veoma zavisi od faze razvoja plodonosnog tela, vremena skladiStenja posle branja kao i
od uslova pod kojima se ¢uva (Jong i Birmingham, 1992), sto je potvrdeno i kod drugih
medicinski vaznih gljiva (Minato et al., 1999; Minato et al., 2001).

I u novije vreme gljiva G. lucidum privlac¢i paznju zbog svojih bioloskih aktivnosti,
tako da se njena svojstva intenzivno ispituju i savremenim metodama zapadne medicine
(Wasser i Weis, 1999). Savremenim istrazivanjima je utvrdeno da ova gljiva sadrzi
antialergenske komponente, ima imunomodulatorska svojstva, pomaze pri tretiranju
HIV infekcija, deluje antitumorno, ispoljava pozitivne efekte na kardiovaskularni
sistem, doprinosi zastiti jetre, detoksifikaciji i boljem radu nervnog sistema (Wasser,
2005).

Antitumorna svojstva ove gljive, kao i uticaj na ja¢anje imunog sistema, bez ikakvih
sporednih, nezeljenih dejstava, predstavljaju objektivnu moguénost za prevenciju
oksidativnih oStecenja i bolesti koje mogu da nastanu kao njihova posledica (Kim i
Kim, 1999).

Potencijalna medicinska vrednost gljive G. lucidum uticala je na intenzivno
izucavanje farmakoloskih komponenti koje su izolovane iz ove bazidiomicete. Pokazalo
se da je G. lucidum potpuno zdrastveno bezbedna jer i pri oralnoj primeni njenih
ekstrakata nema nikakvih nezeljenih efekata (Eo et al., 1999; Eo et al.,, 1999a).
Istrazivanja sprovedena poslednjih tridesetak godina pokazuju da i same spore ove
gljive imaju visok sadrzaj bioaktvnih komponenti, ¢ak mozda i visi nego §to je u
karpoforu (Min et al., 1998). Ustanovljeno je da se aktivnost spora, odnosno dejstvo
njihovih bioloskih efekata, povecava ukoliko je veca razgradnja njihovog ¢elijskog zida
(Zhu et al., 2000).

Antitumorna, imunomodulatorska i imunoterapeutska aktivnost uslovljena je u
najveéem stepenu prisustvom polisaharida, posebno p-D-glukana, pored drugih
bioaktivnih komponenti izolovanih iz karpofora i micelijuma gljive G. lucidum
(Paterson, 2006; Wasser i Weis, 1999; Wasser, 2005). Pored polisaharida, farmakoloski
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aktivne komponente ove gljive su triterpeni (ganoderinske kiseline) ¢ija je struktura
slicna strukturi steroidnih hormona i alkaloidi (Paterson, 2006), proteini, steroidi,
nukleotidi, laktoni, masne kiseline, manitol, kumarin.

Preparati ove gljive u obliku kapsula, ampula, ekstrakata i ¢ajeva donose godisnji

svetski prihod od 1,6 milijardi dolara.

2.6.6. LENTINULA EDODES

Shiitake, Lentinula edodes (Berk.) Pegler, pripada grupi najukusnijih gljiva.
Prepoznatljiva je po svojoj lekovitosti, izvanrednom ukusu i bogatoj aromi. Naziv ove
egzotitne pecurke poti¢e od japanskih re¢i: Shii koja znaci hrast i take Sto znaci
pecurka. U Kini je poznata kao shiang-gu ili phoang-mo. Shiitake je samonikla u
Japanu, Kini, Koreji i drugim azijskim zemljama umerenog klimatskog pojasa. Za
Shiitake se zna viSe od hiljadu godina, a prvi zapisi poti¢u od japanskog naucnika

Vanga iz 1313. godine.

Kraljevstvo: Gljive
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Agaricales
Familija: Marasmiaceae
Rod: Lentinula

Vrsta: Lentinula edodes

Slika 2.13. Lentinula edodes

http://www.stevenfoster.com/photography/imageviewsl/lentinus/
edodes/le2_102710/content/Lentinus_edodes_28136_large.html

Sveza, kao i suSena, Shiitake se mnogo koristi u kuhinji isto¢ne Azije. U kineskoj

kuhinji ova bazidiomiceta se ¢esto dodaje vegetarijanskim jelima. U Japanu se sluzi kao
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dodatak miso supi i koristi se kao osnova za neke vrste vegetarijanskih jela, ali i kao
sastojak kuvanih jela i jela pripremljenih na pari. Prema tradicionalnoj japanskoj i
kineskoj medicini shiitake znac¢ajno povecava snagu i vitalnost organizma i time
omogucava bolju zastitu od velikog broja zdrastvenih poremecaja (Stamet, 1993).
Shiitake sadrzi imunostimulanse, supstance efikasne u borbi protiv tumora i virusa,
koji snizavaju holesterol, spreavaju zacepljenje krvnih sudova, reguliSu pritisak,
poboljsavaju cirkulaciju, uravnotezavaju nivo glukoze u krvi, reguliSu varenje,
poboljsavaju rad disajnih organa, deluju antireumatski i1 antialergijski, reguliSu rad
centralnog nervnog sistema, uticu pozitivno na fizi¢ku snagu i izdrzljivost, usporavaju
starenje. Japanski i americki istrazivaCi su pokazali da ova vrsta gljive poseduje
odredjen broj bioloski aktivnih jedinjenja koja inhibitorno deluju na procese celijske
degeneracije. U svakom slucaju, na osnovu mnogih istrazivanja preporucuje se da se

shiitake koristi u ishrani (slika 2.13 i 2.14), preventivno i kao lek (Wasser, 2005).

Slika 2.14. Proizvodnja shiitake (Lentinula edodes) gljive koja se ¢esto koristi u
makrobiotickom jelovniku (Wasser, 2005)

Shiitake ima odli¢ne nutritivne vrednosti. Ova bazidiomiceta je dobar izvor mineral
(Ca, P, Fe, K'i Mg) kao i vitamina B grupe (B1, B2, B3, B5, B6, B11, B12) i vitamina
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D, dok ostale sadrzi u manjem procentu. Takode sadrzi sve esencijalne amino kiseline i
dijetetska vlakna koja imaju vaznu ulogu u funkcionisanju gastro-intestinalnog trakta.
Azijski narodi koriste plodonosno telo ove gljive vekovima u narodnoj ili tradicionalnoj
medicini. U savremenoj medicini upotrebljavaju se precisceni i koncentrovani derivati
ove bazidiomicete. Medu njima su lentinan i LEM najvise prouc¢avana jedinjenja koja su
pokazala antitumorna, antivirusna, antibakterijska i hepatoprotektivna svojstva. Visok
sadrzaj ergosterola u svezim shiitakama ¢ini ove suSene gljive veoma vaznim izvorom
D vitamina, s obzirom da se ergosterol pretvara u provitamin D2 u prisutstvu sunceve
svetlosti. Potrebno je samo 2 g ove gljive, osusene pod suncem, da bi se zadovoljila
dnevna doza vitamina D koja je preporucena u SAD
(http://en.wikipedia.org/wiki/Shiitake).

Lentinan se u Kini i Japanu koristi kao dodatak hemoterapiji u leCenju kancera
sistema za varenje (kolorektalni i Zeludacni). Lentinan stimuliSe imuni sistem i
produkciju interferona. Sedamdesetih godina proslog veka iz ove gljive je izolovan
polisaharid AC2P, koji selektivno inhibira orthomyxoviruse (u koje spadaju i virusi
influence). AC2P ometa kolonizaciju i razvoj nepozeljnih mikroorganizama. RNK iz
spora shiitake podsti¢e proizvodnju interferona. Glavni aktivni sastojak ove
bazidiomicete sa hipolipidemi¢kim delovanjem je eritadenin (Wasser, 2005; Zhang,
2011).

Pokazalo se da eritadenin snizava nivo svih lipida u krvi-holesterola, triacilglicerola i
fosfolipida. U toku navedenih procesa ne utic¢e na sintezu holesterola koji je neophodan
za izgradnju ¢elija, nego deluje na taj nacin $to ubrzava razgradnju holesterola u jetri i
njegovo izluéivanje.

Kontinualnim koris¢enjem L. edodes omogucen je pozitivan uticaj na hroni¢ne
bolesti srca i krvnih sudova i ubrzan oporavak od njihovih akutnih komplikacija, zatim
ublazavaju se tegobe kod visokog pritiska (posebno teske i maligne hipertenzije),
arterioskleroze, tromboze dubokih vena, plu¢ne embolije, suve gangrene, koronarne
skleroze, infarkta miokarda, ishemije, apoplektickog udara-mozdane Kkapi,
aterosklerozom uzrokovanih bolesti bubrega i oka kao i hiperlipidemije, gihta i drugo
(Wasser, 2005).
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2.6.7. PHELLINUS LINTEUS

Phellinus linteus (Berkeley & M.A. Curtis) Teng, u Japanu nazvana Meshima, Sang
Hwang u Koreji, u prirodi raste kao parazit na starim panjevima vrbe, duda i bresta,
slika 2.15. Veoma je retka i za rast su joj neophodni specifi¢ni uslovi vlaZznosti,
temperature i svetlosti. Da bi P. linteus mogla da se koristi u medicinske svrhe
neophodno je da njena plodonosna tela budu stara najmanje 30-40 godina.

U tradicionalnoj orijentalnoj medicini ova bazidiomiceta ve¢ vise od hiljadu godina
ima primenu u leCenju insomnije, ulkusa, neurastenije, artritisa, hepatitisa, astme,

bronhitisa, hipertenzije i trovanja.

Kraljevstvo: Gljive
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Basidiomycetes
Red: Hymenochaetales
Familija:
Hymenochaetaceae
Rod: Phellinus

Vrsta: Phellinus linteus

Slika 2.15. Phellinus linteus

http://Aww.phellinus-research.com/images/index/clip_image001.jpg

Ekstrakti ove gljive preventivno deluju na pojavu stresa, nervne napetosti, distrofije
miSica, zamora 1 dijareje. Koriste se za stimulaciju rada jetre, uti¢u na sniZavanje nivoa
holesterola u krvi, jaCanje imunog sistema, deluju preventivno na nastanak
kardiovaskularnih oboljenja. Ekstrakti gljive P. linteus dobijeni vrelom vodenom
ekstrakcijom plodonosnih tela ispoljili su interesantna imunomodulatorska i
antitumorna svojstva. Potvrden je pozitivan efekat na sprecavanje rasta kancera Zeluca,
dvanaestopalacnog creva, debelog creva, kao i tumora jetre. Vodeni ekstrakti dobijeni

iz plodonosnih tela i micelijuma gljive P. linteus imaju imunostimulativno dejstvo na B
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limfocite i sintezu imunoglobulina (Mizuno, 1999.; Wasser et al., 2005.; Nakamura et
al., 2005.).
Sve vise se ispituje primena ove gljive u sprecavanju alergija uzrokovanih polenom 1

hranom, kao i u prevenciji autoimunih bolesti kao $to su psorijaza i reumatoidni artritis.

2.6.8. TRAMETES VERSICOLOR

Trametes versicolor (L. ex Fr.) Pil. (Curanov rep, Sarena tvrdoska) jedna je od $iroko
rasprostranjenih gljiva. Raste prakticno svuda gde ima mrtvih panjeva ili trupaca, a
povremeno raste 1 na o$te¢enim stablima. Uzroc¢nik je bele trulezi listopadnog drveca, a
ponekad i Cetinara. Smatra se najvaznijim razlagatem panjeva, gde se javlja u sukcesiji
sa drugim gljivama. Iako je tipi¢an razara¢ mrtvog drveta, moze da raste i kao parazit na
upaljenoj kori bukve, §to joj daje joS veci znacaj. Raste skoro cele godine, u Zbunovima

u obliku dela kruga koji obavijaju deblo ili panj, slika 2.16.

Kraljevstvo: Gljive
Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Polyporales
Familija: Polyporaceae
Rod: Trametes

Vrsta: Trametes versicolor

Slika 2.16. Trametes versicolor
http://www.mykoweb.com/CAF/photos/Trametes_versico
r(mgw-02).jpg

Ova gljiva nije jestiva jer je njena struktura suvise ¢vrsta. Medutim, ovo je izuzetno
vazna lekovita gljiva. 1z T. versicolor izolovani su lekoviti polisaharidi PSK "Kureha™,

[987. godine u Japanu i PSP polisaharid-peptid koji sadrzi 10% peptida i 90%
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polisaharida. Kao i kod istrazivanja lekovitosti drugih gljiva, osnovna ispitivanja su
usmerena na dokazivanje antitumornog dejstva. Dobijeni rezultati pokazali su da
polisaharidi izolovani iz ove gljive imaju izraZzeno antitumorno dejstvo i to posebno ako
se primenjuje u kombinaciji sa hemio ili radio terapijom. Ispitivanja na pacijentima,
radena na onkoloskim institutima u Japanu i Kini, pokazala su da primena PSP, u
kombinaciji sa radio terapijom, produzava prezivljavanje kod pacijentkinja sa tumorom
grlica materice od 11-25%, u zavisnosti od stadijuma bolesti.

Pozitivno biolosko dejstvo PSP-a dokazano je i kod dijabetesa, tromboze,
reumatizma, povisenih triacilglicerola u krvi, protiv inflamatornih procesa u organizmu.
Deluje kao vazodilatator, antiaritmik i u¢estvuje u sintezi i razgradnji prostaglandina
(http://en.wikipedia.org/wiki/Trametes_versicolor).

Vrlo je interesantna antibiotska aktivnost T. versicolor koja uveéava antibakterijski
potencijal i produzava antibakterijski efekat antibiotika. Ova gljiva moZe takodje da
povecava antibiotsku osetljivost nekih bakterija rezistentnih na antibiotike

Trametes versicolor povecava opsti imunitet organizma, deluje antivirusno i
poboljsava apetit, smanjuje zamor, slabost i depresivno stanje. U tradicionalnoj
medicini Dalekog istoka koristi se kao zdrava hrana u obliku praska, ¢aja ili u
kapsulama. S obzirom na tvrdu konzistenciju gljive najces¢e se upotrebljava kao caj.
Dok je mlada i sveza T. versicolor moze da se Kkoristi i za spremanje supa uz dodatak
raznog povrca i morskih plodova, §to je omiljena hrana u Kini i Japanu. T. versicolor je
slatkastog ukusa, blago povecava energiju (podize raspolozenje).

Ranija istrazivanja su bila bazirana pre svega na kori$¢enju preparata napravljenih od
ekstrakta micelija ili plodonosnih tela ove bazidiomicete, dok se nova istrazivanja sve
vise fokusiraju na koriSéenje cele gljive.

Potrosnja T. versicolor u Japanu je veoma velika. Gljiva moze da se nade u
prodavnicama zdrave hrane, osuSena i upakovana

(http//www.pcelica.co.rs/gljive/vrste/basidiomycetes).
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U radu su koris¢eni autohtoni ekstrakti gljiva iz prirodnih stanista, ekstrakti
plodonosnih tela komercijalno uzgajanih gljiva i gotovi komercijalni ekstrakti, tabela
3.1

Sveza plodonosna tela gljive Ganoderma applanatum sakupljena su u jesen 2008.
godine na lokalitetu rezervata "Obedska Bara" (jugoisto¢ni Srem) 40 km zapadno od
Beograda. Plodonosna tela gljive Trametes versicolor sakupljena su 2008. godine na
lokalitetu Kosutnjak, u Beogradu. Karpofori su identifikovani pomoc¢u odgovarajuceg
kljuc¢a za identifikaciju gljiva (Phillips, 1994), o¢iéeni, osuseni na vazduhu na 40 °C do
konstantne mase i samleveni do finog praha koji je cuvan do analiziranja.
Reprezentativni primerci i ciste kulture gljiva sacuvani su u kolekciji Katedre za
Tehnolosku mikrobiologiju (Univerzitet u Beogradu - Poljoprivredni fakultet).

Plodonosna tela komercijalno uzgajanih gljiva Agaricus brasiliensis i Agaricus
bisporus Horst U1, dobijena su od Mushroom Experimental Station (Horst, Holandija).
Ganoderma lucidum plodonosna tela i spore i Lentinula edodes plodonosna tela
dobijena su od Jiangsu Alphay Bio-Tech, Co. Ltd. (Kina). Plodonosna tela divlje vrste
gljive Phellinus linteus dobijena su od Amazing Grace Health Industries (Bankok,
Tajland).

Polisaharidni ekstrakt spora uzgajane gljive Ganoderma lucidum, Grade A, dobijen

je od Fujian Xianzhilou Biological Sciences and Technology Co. Ltd. (Kina).

3.1. PRIPREMA POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA

Za dobijanje inicijalnog ekstrakta iz praha plodonosnog tela svake ispitivane gljive
kao i spora pojedinih gljiva koris¢en je postupak ekstrakcije vrelom vodom i alkoholne

precipitacije.
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3.1.1. EKSTRAKCIJA

Fino samleveni prah (40 mesh) svake gljive tretiran je 24 h sa 96% etanolom na
sobnoj temperaturi, uz mesanje, zatim je materijal filtriran 1 osusen pod vakuumom (na
42 °C). 10% suspenzija praha plodonosnog tela u MiliQ vodi* (MQ) autoklavirana je
dva puta na 121 °C u toku 20 minuta. Ekstrakt je ohladen i centifugiran na 9000 g
(centrifuga Becman J2-21M, maksimalne brzine 14 000 rpm) u toku 20 minuta.
Supernatant je skoncentrovan na 10% od pocetne zapremine, zagrevanjem na 100 °C.
Dodate su dve zapremine 96% C,HsOH i ekstrakt je ostavljen preko noci na 4 °C.
Supernatant je dekantovan, a pelet je jednom ispran sa C,HsOH da bi se uklonili Seceri
niskog stepena polimerizacije (mono-, di- i oligosaharidi) i u etanolu rastvorna fenolna
jedinjenja, pri ¢emu su se bioaktivni polisaharidi talozili pri finalnoj koncentraciji
alkohola 70%. Nakon centrifugiranja na 9000 g u toku 20 minuta, pelet je suSen u
vakumu na 42 °C u toku 12 casova. Na ovaj nacin su dobijeni vreli vodeni ekstrakti iz
plodonosnih tela Agaricus bisporus (Ab), Agaricus brasiliensis (Abr) i Phellinus linteus
(PI), tabela 3.1. Komercijalni polisaharidni ekstrakt iz spora gljive Ganoderma lucidum
(Gl-s-fujian), dobijen je kao komercijalni proizvod, postupkom vrele vodene ekstrakcije
i alkoholne precipitacije. Ekstrakt nije dodatno ispiran sa etanolom (precipitacija sa 70

% etanolom).

Tabela 3.1. Polisaharidni ekstrakti

Ekstrakt

v v

Precisceni (dijalizom)
vreli vodeni ekstrakt

Vrsta gljive Vreli vodeni ekstrakt

Agaricus bisporus Ab -
Agaricus brasiliensis Abr -
Phellinus linteus Pl -

Ganoderma lucidum (Fujian spore)  Gl-s-fujian -

Lentinula edodes - Le
Trametes versicolor - Tv
Ganoderma applanatum - Ga
Ganoderma lucidum - Gl
Ganoderma lucidum (spore) - Gl-s

! Destilovana voda dobijena pomoc¢u MiLLipore, Bedford, MA, USA (MillQ) sistema za pre¢i§¢avanje.
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Ekstrakti dobijeni ekstrakcijom vrelom vodom iz plodonosnih tela Lentinula edodes
(Le), Trametes versicolor (Tv), Ganoderma applanatum (Ga) i Ganoderma lucidum
(GI), kao i ekstrakt iz spora gljive Ganoderma lucidum (Gl-s) dodatno su preéiséeni

dijalizom.

3.1.2. DIJALIZA

Dijaliza je radena u MQ vodi, kako bi se uklonili rezidualni molekuli molekulskih
masa < 8-10 kDa. Pre upotrebe sa creva za dijalizu (ZelluTrans/Roth® 6.0 regenerated
cellulose tubular membrane, MWCO: 8000-10000) su uklonjeni joni metala (Ca**, Zn*,
Cu?"), kompleksiranjem sa rastvorom EDTA na sledeci nagin:

U 600 mL MQ vode stavljeno je crevo za dijalizu i dodato je nekoliko kapi 0,5 M
EDTA (pH 8,0). Rastvor je zagrevan i ostavljen da klju¢a 5 minuta. Posle toga crevo je
isprano demineralizovanom vodom spolja i iznutra i napunjeno prethodno
pripremljenim 10% vodenim rastvorom inicijalnog ekstrakta. Dijaliza je radena u 2 L
MQ vode, u erlenmajeru koji je pokriven parafilmom, uz mesanje u toku 24 h na
magnetnoj mesalici, na sobnoj temperaturi. Dijalizovani ekstrakt je zatim centrifugiran
na 9000 g, 10 minuta, nakon ¢ega su polisaharidi velikih molekulskih masa precipitirani
etanolom i osuSeni u vakumu. Na ovaj na¢in su dobijeni vreli vodeni polisaharidni

ekstrakti koji su oznaceni kao Le, Tv, Gl i Gl-s, tabela 3.1.

3.2. HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA POLISAHARIDNIH
EKSTRAKATA

3.2.1. ODREPIVANJE SADRZAJA KOMPONENTI
EKSTRAKATA

Za odredivanja sadrzaja razlicitih komponenti u ispitivanim ekstraktima koris¢ene su
spektrofotometrijske metode za odredjivanje sadrZaja ukupnih monosaharida, ukupnih
proteina i fenola, kao i enzimske metode za odredivanje sadrzaja ukupnih glukana i

ukupnih a- i B-glukana i elementalna analiza.
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3.2.1.1. ODREDIVANJE UKUPNIH UGLJENIH HIDRATA

Sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata odreden je fenol-sumpornom metodom, uz D-
glukozu (62,5-500 pug/mL) kao standard (Dubois et al., 1956). Rezultati su izraZeni u g

ekvivalentima glukoze na 100 g suve mase ekstrakta.

3.2.1.2. ODREDIVANJE UKUPNIH PROTEINA

Sadrzaj ukunih proteina odreden je prema Bradford et al., (1976). Kao standard
koris¢en je govedi serum albumin (BSA), 0,1-1,0 mg/mL. Ukupan sadrzaj proteina

izrazen je u gram ekvivalentima BSA na 100 g suve mase ekstrakta.

3.2.1.3. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je uz pomo¢ Folin-Ciocalteu reagensa i galne
kiseline (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) kao standarda (Ismail et al, 2004).
Svakom ekstraktu (0,1 mL) dodato je 0,75 mL Folin-Ciocalteu reagensa (razblazenog
10 puta) i smesa je dobro promesana. Posle 5 min inkubiranja na sobnoj temperaturi
smesi je dodato 0,75 mL 6% natrijum-karbonata, uz blago mesanje. Reakcija se odvijala
2 h u mraku, na sobnoj temperaturi i apsorbanca je ocitana na 725 nm. Kalibraciona
kriva je konstruisana na osnovu razli¢itih koncentracija galne kiseline (15-250 pg/mL),
koja je koris¢ena kao standard. Sadrzaj ukupnih fenola izrazen je kao ekvivalenti galne

kiseline (gallic acid equivalents-GAE) na suvu masu ekstrakta.

3.2.1.4. ODREPIVANJE SADRZAJA GLUKANA

Sadrzaj ukupnih, B- i a-glukana u polisaharidnim ekstraktima odreden je uz pomo¢
specifiénog enzimskog kita "Mushroom and Yeast p-glucan Assay", K-YBGL 09/2009
(Megazyme Int., Wicklow, Irska). Osnovne komponente ovog kita su egzo-1,3-B-
glukanaze, B-glukozidaze, amiloglukozidaza, invertaza, reagens za odredivanje glukoze
(GOPOD-glukozo oksidaza, peroksidaza, 4-aminoantipirin) i standardni rastvor
glukoze. Da bi se dobio sadrzaj ukupnih glukana uzorci polisaharida su hidrolizovani sa

60% sumpornom Kiselinom (v/v) u toku 1 sata u ledenom kupatilu, i posle
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odgovarajuceg razblazenja vodom, 2 sata na 100 °C. Nakon neutralizacije sa 2 M KOH
izvrSena je kompletna hidroliza eventualno neizhidrolizovanih glukanskih fragmenata
do glukoze uz pomo¢ smeSe egzo-B-(1—3)-D-glukanaza i B-glukozidaza. Ukupni
sadrzaj glukana je odreden dodavanjem GOPOD reagensa. Apsorbanca rastvora je
odredena spektrofotometrijski na 510 nm. Sadrzaj a-glukana odreden je enzimskom
hidrolizom sa smeSom amiloglukozidaza i invertaza. Sadrzaj B-glukana dobijen je kao
razlika sadrzaja ukupnih glukana i sadrzaja a-glukana. Dobijene vrednosti sadrzaja

glukana u odnosu na suvu masu ekstrakta izrazene su u procentima.

3.2.1.5. ELEMENTALNA ORGANSKA
MIKROANALIZA (EOMA)

Uzorci su pre elementalne organske mikroanalize suseni na 105 °C do konstantne

mase. Tako dobijeni uzorci su spraseni i uradena je EOMA u automatskom analizatoru

"VARIO-EL Il CHNS-O Analyzer" proizvodaca Elementar (Hanau, Nemacka).

3.2.1.6. ODREDIVANJE PROCENTA
HIGROSKOPNE VLAGE

Procenat vlage odredivan je u vlagomeru (model MOC-120H) firme Shimadzu Co.,
Japan sa programom susenja uzorka na 105 °C, 1,5 h. Rezultati su dati kao srednja
vrednost tri nezavisna merenja (ISO 11465:1993).

3.2.2. STRUKTURNO-INSTRUMENTALNE METODE

3.2.2.1. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA

Uzorci polisaharidnih ekstrakata analizirani su infracrvenom (IC) spektroskopijom.
Spektri su snimljeni na instrumentu Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Scientific, USA).
Spektrofotometar je opremljen DTGS TEC detektorom. Interpretacija spektara vrsena je
pomocu softvera OMNIC 7.3 Software, ThermoNicolet. Spektri su snimljeni u opsegu
400-4000 cm™ koris¢enjem tehnike KBr diskova ili ATR (infra red attenuated total

reflectance).
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3.2.2.2. NUKLEARNA MAGNETNA REZONANCA (NMR)

NMR spektri su snimljeni na Bruker AVANCE 111 500 spektrometru (500,26MHz za
'H i 125,80 za *C), u NMR kiveti pre¢nika 0,5 mm, na 298 °K, u D,O (99,9% D, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA), sa natrijum-2,2-dimetil-2-silapentan-5-sulfonatom
(DSS) kao internim referentnim standardom (0 ppm) za oba tipa, *H i *C spektre. Za
2D spektre, H-H COSY i H-C HSQC, primenjene su standardne Bruker pulsne
sekvence (cosygpgf i hsgcetgpsi2).

Uzorci (~15 mg) su osuSeni na 50 °C, a zatim su tri puta, naizmeni¢no, isprani
teSkom vodom (D0) i susSeni.

Za asignaciju NMR signala secera koris¢eni su podaci iz Jansson et al., (2006) i
Spectral Database for Organic Compounds, SDBS (http://riodb01.ibase.aist.go.jp).

3.2.2.3. SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA
MIKROSKOPIJA (SEM)

Fino usitnjeni prah nativnih ekstrakata sniman je na skeniraju¢em elektronskom
mikroskopu JEOL JSM-6390 (JEOL, Japan). Uzorci su prethodno osuseni na 50 °C, a
zatim su, naizmeni¢no dva puta, isprani vodom i suSeni. Posle toga, 2-3 mg ekstrakta je
naneSeno na lepljive trake koje su zatim fiksirane na nosafe. Ekstrakti su obloZeni
zlatnim prahom pomo¢u BAL-TEC SCD 005 Sputter Coater (Japan), pri brzini od 100
sec/30mA. Uzorci su snimani na uveéanju od 1000, 3500, 10000 i 20000 puta.

3.2.2.4. TECNO-MASENA HROMATOGRAFIJA

Ekstrakti (15 mg) su hidrolizovani u 2 M trifluorsiréetnoj kiselini (TFA, 15 mL) na
121 °C, 1 &as, u zatopljenim staklenim ampulama. Dobijeni hidrolizati su upareni (IKA®
Werke RV06-ML, Germany) do suva na 45 °C pri snizenom pritisku. Preostala TFA je
uklonjena ispiranjem sa izo—propanolom, 2 puta, a dobijeni hidrolizati su rastvoreni u
0,5 mL MQ vode.

Monosaharidni profil ekstrakata je ispitivan pomoc¢u te¢ne hromatografija-masene
spektrometrije (LC-MS) sa elektrosprej jonizacijom (Electrospray lonisation, ESI) na
HPLC uredaju (Agilent 1200 Series, Agilent Technologies) sa degaserom,
autosamplerom i kolonom Zorbax Carbohydrate (150 x 4,6 mm i. d.; 5 pum) u

kombinaciji sa 6210 Time-of-Flight LC/MS sistemom (Agilent Technologies). Kao
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mobilna faza koriS¢ena je smesa rastvaraca A (5 mM rastvor amonijum-formijata u

MilliQ vodi) i B (acetonitril) sa izokratnim eluiranjem: 0 - 20 min 25% A, pri protoku

od 1,40 mL/min. Injekciona zapremina je bila 10 ul za standarde, odnosno 100 pl za

hidrolizovane ekstrakte, a temperatura kolone 35 °C. Za dobijanje i obradu podataka

koris¢en je softver MassHunter Workstation (Agilent Technologies).

Tabela 3.2. Osobine standarda secera ispitivanih LC-MS analizom

Supstanca

Arabinoza

Molekulska
formula

C5 H 1005

Precizna

molekulska masa

150,05282

Izmerena masa jona

[M-H] 149,03933

[M] 150,04244
[M+CI] 185,01767
[M+HCOO] 195,04736

tr (Min)

.

3,42

Fruktoza

C6H12O6

180,06339

[M-H] 179,06018
[M] 180,06349
[M+CI] 215,03839
[M+HCOO]" 225,06829

3,62

Galaktoza

CSHIZOS

180,06339

[M-H] 179,06050

[M] 180,06331
[M+CI] 215,03880
[M+HCOO] 225,06799

4,32

Galakturonska
kiselina

CeH1007

194,04265

[M+CH,COO] 253,05723

2,72

Glukoza

C6H1206

180,06339

[M-H] 179,05573

[M] 180,05902
[M+CI] 215,03354
[M+HCOO] 225,06346

3,17

Glukozamin
hlorhidrat

CeH13NOs

179,07937

[M+CI] 214,05290
[M+HCOO] 224,08275

2,71

Laktoza

C12H201;

342,11621

[M-H] 341,10849
[M]342,11169
[M+CI] 377,08613
[M+HCOO] 387,11542

7,14

Maltoza

ClZHZZOll

342,11621

[M-HJ 341,11859

[M] 342,12165
[M+CI] 377,09605
[M+HCOO] 387,12469

6,57

Manoza

C6H12O6

180,06339

[M-H] 179,05957
[M] 180,06305
[M+CI] 215,03752
[M+HCOO]" 225,06847

3,80

N-acetil
glukozamin

CgH15NOs

221,08994

[M-H] 220,08689

[M] 221,08943
[M+CI]" 256,06509
[M+HCOO]" 266,09632

3,35

Rafinoza

C18H32016

504,16903

[M-H] 179,05573

[M]" 180,05902
[M+CI]" 215,03354
[M+HCOO] 225,06346

10,41

Ramnoza

C6H1205

164,06847

[M-H]- 163,06363
[M+Cl]- 199,04155
[M+HCOO]- 209,07177
[M+CH3COO]- 223,07989

2,62

Ksiloza

CS H 1005

150,05282

[M-H] 149,04796

[M] 150,05231
[M+CI] 185,02767
[M+HCOO] 195,05615

3,00
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Negativno naelektrisani molekulski joni dobijeni su elektrosprej jonizacijom (ESI) na
atmosferskom pritisku: eluirana jedinjenja su meSana sa azotom, a polarnost je podesena
na negativnu. ES parametri su imali slede¢e vrednosti: potencijal kapilare 4000 V;
temperatura gasa 350°C; protok gasa za susenje 12 L/min; pritisak nebulajzera 45 psig
(310.26 Pa); napon fragmentora 140 V, a mase su merene u opsegu 100-2000 m/z.

Rezultati LC-MS analize standarda Secera prikazani su u tabeli 3.2.

3.2.2.5. TECNA HROMATOGRAFIJA POLISAHARIDNIH
EKSTRAKATA A. bisporus, A. brasiliensis, P. linteus

Sadrzaj monosaharida u hidrolizovanim polisaharidnim ekstraktima A. bisporus
(Ab), A. brasiliensis (Abr) i P. linteus (PI) je dodatno odreden te¢cnom hromatografijom
visokog stepena razdvajanja (HPLC).

Ekstrakti (15 mg) su hidrolizovani u 2 M trifluorsiréetnoj kiselini (TFA, 15 mL) na
121 °C, 1 cas, u zatopljenim staklenim ampulama. Dobijeni hidrolizati su upareni do
suva na 40 °C u atmosferi N,. Preostala TFA je uklonjena ispiranjem dva puta sa po 0,5
mL metanola (40 °C u atmosferi N), a upareni hidrolizovani monosaharidi su rastvoreni
u 0,5 mL MQ vode. 25 pL uzorka je analizirano na HPLC sistemu (Dionex Corp.
Sunnyvale, Cal. USA) opremljenim pulsnim amperometrijskim detektorom (PAED,
gold), na Carbo Pac PA-1 koloni (4x250 mm). Eluiranje je radeno izokratnim rastvorom
20 mM NaOH, pri brzini protoka 1,0 mL/min. Glukoza i galaktoza su kori§¢eni kao

standardi.

3.2.2.6. PLANARNA HROMATOGRAFIJA HIDROLIZATA
POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA

Papirna hromatografija (PC) hidrolizata polisaharidnih uzoraka radena je silaznom
tehnikom na papiru Whatman No.1 u sistemu razvijaca (v/v) etil-acetat-piridin-voda
(2,5:1:2,5). Seéeri su detektovani na papirnom hromatogramu sa srebro nitrat-natrijum
hidroksidom (Trevelyan et al., 1950) i trifeniltetrazolium-hloridom (Wallenfels, 1950).

Tankoslojna hromatografija (TLC) je radena na silika gel H plo¢ama (13x20x0.5 cm)
sa slede¢im sistemom razvijaca: aceton-voda (90:10), 2-propanol-aceton-0,1 M mle¢na

kiselina (4:4:2) za neutralne Secere i 2-propanol-aceton-0,1 M mle¢na kiselina (3:4:3) za
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uronske Kiseline. Za bojenje Se¢ernih komponenti upotrebljen je reagens difenilamin-
anilin-fosfat (Bailey & Bourne, 1960).

Kao standardi su koris¢eni D-glukuronska kiselina, D-galakturonska kiselina, D-
glukozamin, D-maltoza, D-galaktoza, D-glukoza, D-manoza, L-fukoza, D-ksiloza, D-

arabinoza i D-ramnoza.

3.3. ANTIOKSIDATIVNA SVOJSTVA

Za merenje antioksidativnih svojstava ispitivanih ekstrakata u in vitro uslovima,
koris¢ene su razliCite metode koje odgovaraju razli¢itim nivoima antioksidativne
aktivnosti. Poredene su sposobnost hvatanja slobodnih 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) radikala, inhibicija lipidne peroksidacije i sposobnost redukcije jona gvozda
(Fe**). Takode, pratena je sposobnost heliranja jona gvozda (Fe’"). Smanjenje

koncentracije Fe?" titi bioloske sisteme od oksidativnog oStecenja.

3.3.1. SPOSOBNOST HVATANJA DPPH RADIKALA

Test je raden po modifikovanoj metodi koju je dao Bilos (1958). U prvoj seriji,
svakom rastvoru polisaharidnog ekstrakta (0,1-10 mg/mL, 2 mL) u MQ dodat je po 1,0
mL sveze pripremljenog 0,2 mM rastvora DPPH u dimetil sulfoksida (DMSO). U
drugoj seriji svakom uzorku je dodat po 1,0 mL rastvora DMSO. Ovako dobijen rastvor
je 1 minut energi¢no mesan na vorteksu i zatim ostavljen u mraku na 20 °C, 40 min.
Apsorbanca dobijenog rastvora je merena na UV/VIS spektrofotometru (Shimadzu UV-
1650 PC, Japan) na 517 nm. Rastvori razli¢itih koncentracija skroba, amilopektina i
galne kiseline (0,1-10 mg/mL) su takode testirani ovom metodom. Kao kontrolni rastvor
koriS¢en je rastvor u kome su se nalazile sve komponente bez ekstrakta.

Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala racunata je po sledecoj formuli:

% hvatanja slobodnih radikala = [1 — (Ai — Aj)/Ac] x 100

Al - apsorbanca 2 mL ekstrakta sa dodatkom 1 mL rastvora DPPH
A] - apsorbanca 2 mL ekstrakta sa dodatkom 1 mL rastvora DMSO
Ac - apsorbanca kontrolnog rastvora - 2 mL DMSO i 1 mL DPPH

Askorbinska kiselina, BHT i a-tokoferol rastvoreni u DMSO su koriS¢eni kao

pozitivne kontrole (Ekanayake et al., 2005).
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3.3.2. SPOSOBNOST INHIBICIJE PEROKSIDACIJE LIPIDA

Sposobnost inhibicije peroksidacije lipida je odredena konjugen dienskom metodom
u model sistemu linoleinske kiseline (Lingnert et al., 1979), uz male modifikacije.
Rastvorima polisaharidnih ekstrakata (0,1-10 mg/mL, 100 uL) u MQ dodato je 2,0 mL
10 mM emulzije linoleinske kiseline u 0,2 M natrijum fosfatnom puferu. Da bi se
obezbedila stabilnost emulzije dodato je 6,5 mM Tween-a 20 i rastvori su, uz
neprestano mesanje, inkubirani 15 h, u mraku, na 37 °C, kako bi se ubrzala oksidacija.
Zatim je 0,2 mL rastvora dodato u 6,0 mL apsolutnog metanola. Apsorbanca
supernatanta merena je na UV/VIS spektrofotometru (Shimadzu UV-1650 PC, Japan)
na 234 nm. Kao kontrolni rastvor kori§¢en je rastvor u kome su se nalazile sve
komponente bez ekstrakta. Rastvori skroba, amilopektina i galne kiseline, u istom
opsegu ispitivanih koncentracija, su takodje testirani na sposobnost inhibicije
peroksidacije lipida. Sposobnost inhibicije peroksidacije linoleinske kiseline racunata je

po sledecoj formuli:
Sposobnost inhibicije (%) = [(Ao — A1)/Ao] x 100

Ao - apsorbanca kontrolnog rastvora
Al - apsorbanca rastvora sa uzorkom

Askorbinska kiselina i a-tokoferol su koris¢eni kao pozitivne kontole. Vrednost

100% ukazuje na najjacu inhibitornu aktivnost.

3.3.3. REDUKCIONA SPOSOBNOST

Redukciona sposobnost je odredena po metodi koju je dao Oyaizu (1986).
Rastvorima polisaharidnih ekstrakata (0,1-20 mg/mL, 2,5 mL) u MQ dodato je 2,5 mL
0,2 M natrijum fosfatnog pufera (pH 6,6) i 2,5 mL of 1% kalijum-fericijanida. Dobijeni
rastvor je meS$an na vorteksu i inkubiran na 50 °C, 20 min. Zatim je dodato 2,5 mL 10%
trihlorsiréetne kiseline i rastvor je centrifugiran na 2000 g, 10 min. Nakon odvajanja,
gornjem sloju (5,0 mL) je dodato 5,0 mL MQ vode i 1,0 mL 0,1% feri-hlorida.
Apsorbanca dobijenog rastvora je merena na UV/VIS spektrofotometru (Shimadzu UV-

1650 PC, Japan) na 700 nm. Kao kontrolni rastvor kori$¢en je rastvor u kom su se
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nalazile sve komponente bez ekstrakta. Skrob, amilopektin i galna kiselina (0,1-20
mg/mL) su testirani na sposobnost redukcije. Kao pozitivna kontrola je kori$¢ena
askorbinska kiselina. Visa vrednost apsorbance ukazivala je na vecu redukcionu

sposobnost.

3.3.4. SPOSOBNOST HELIRANJA JONA GVOZDPA

Sposobnost heliranja je odredena u skladu sa metodom koju su dali Dinis et al.,
(1994). Rastvoru polisaharidnog ekstrakta (0,1 - 20 mg/mL, 1,0 mL) u MQ dodato je
3,7 mL MQ vode i 0,1 mL 2 mM fero-hlorida. Reakcija je inicirana dodatkom 0,2 mL 5
mM ferozina. Apsorbanca rastvora je merena na UV/VIS spektrofotometru (Shimadzu
UV-1650 PC, Japan) na 562 nm, posle 10 minuta na sobnoj temperaturi. U kontrolnom
rastvoru nije bilo fero-hlorida i ferozina, molekula koji ucestvuju u formiranju
kompleksa. Niza apsorbanca ukazivala je na viSu sposobnost heliranja. Sposobnost

heliranja jona gvozda je racunata po slede¢oj formuli:
Sposobnost heliranja jona gvozda (%) = (Ac — Auz)/Auz x 100

Ac - apsorbanca kontrolnog rastvora
Auz - apsorbanca rastvora sa uzorkom

Limunska kiselina i EDTA su koris¢ene kao pozitivne kontrole. Sposobnost heliranja
jona gvozda je takode testirana na rastvorima skroba, amilopektina i galne kiseline (0,1

- 20 mg/mL).

3.4. ANTIMIKROBNA SVOJSTVA

Za ispitivanje antimikrobnih svojstava ekstrakata gljiva koris¢ena su 22
mikroorganizma, tabela 3.3. Svi test organizmi ¢uvani su na +4 °C na odgovarajuéem
kosom agaru i presejavani su na dve nedelje. Sva merenja su uradena u triplikatima, a

dobijene vrednosti su izrazene kao srednja vrednost * standardna devijacija.
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3.4.1. SOJEVI MIKROORGANIZAMA

Tabela 3.3. Podloge kori$¢ene za gajenje mikroorganizama*

Mikroorganizam

Staphylococcus aureus
25923

Bujon

hranljivi bujon, Torlak

Agar

M 1468 Hi Crome Aureus Agar
Base + FD 046

Staphylococcus aureus
6538

hranljivi bujon, Torlak

M 1468 Hi Crome Aureus Agar
Base + FD 046

Enterococcus faecalis
29212

hranljivi bujon, Torlak

M 1044 Esculin Iron agar

Enterococcus faecalis
49532

hranljivi bujon, Torlak

M 1044 Esculin Iron agar

Bacillus cereus 10876

hranljivi bujon, Torlak

M 833 Bacillus cereus Agar Base +
FD 003 + FD 045

Geobacillus
stearothermophilus 7953

hranljivi bujon, Torlak

Mueller Hinton Agar, Torlak

Listeria monocytogenes
19115

M 569 Listeria Enrichment
Broth

Hi Crome Listeria Agar Base,
modified + FD 181

Listeria monocytogenes
19112

M 569 Listeria Enrichment
Broth

Hi Crome Listeria Agar Base,
modified + FD 181

Pseudomonas aeruginosa
27853

hranljivi bujon, Torlak

M 1469 Hi Fluoro Pseudomonas
Agar Base

Pseudomonas aeruginosa
35032

hranljivi bujon, Torlak

M 1469 Hi Fluoro Pseudomonas
Agar Base

Escherichia coli 25922

hranljivi bujon, Torlak

Mueller Hinton Agar, Torlak

Salmonella enteritidis
13076

M 052 A Selenite F Broth

M 1466 Hi Crome Improved
Salmonella Agar

Proteus hauseri 13315

hranljivi bujon, Torlak

Mueller Hinton Agar, Torlak

Shigella sonnei 29930

M 1326 Shigella Broth Base +
FD 108

SS agar, Torlak

Yersinia enterocolitica
27729

M 894 CAL Broth (Cellobiose
Arginine Lysine Broth)

M 893 CAL Agar (Cellobiose
Arginine Lysine Agar)

Escherichia coli (0157:H7)
12900

TSB-YE

Hi Crome EC O157:H7 Agar Base
+ FD 052

Escherichia coli (0157:H7)
35150

TSB-YE

Hi Crome EC O157:H7 Agar Base
+ FD 052

Klebsiella pneumoniae
27736

hranljivi bujon, Torlak

M 1573 HiCrome Klebsiella
Selective Agar base

Candida albicans 24443

sladni bujon, Torlak

M 1067 Sabouraud
Chloramphenicol Agar

Candida albicans 10259

sladni bujon, Torlak

M 1067 Sabouraud
Chloramphenicol Agar

Candida albicans 10231

sladni bujon, Torlak

M 1067 Sabouraud
Chloramphenicol Agar

Cryptococcus neoformans
76484

sladni bujon, Torlak

M 1067 Sabouraud
Chloramphenicol Agar

* Svi koris¢eni mikroorganizmi poreklom su iz americke kolekcije tipskih kultura,
ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland)
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Za ispitivanje antimikrobnih svojstava ekstrakata gljiva koris¢eno je osam Gram-
pozitivnih bakterija - Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis ATCC 49532,
Bacillus cereus ATCC 10876, Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953, Listeria
monocytogenes ATCC 19115, Listeria monocytogenes ATCC 19112, deset Gram-
negativnih bakterija - Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 35032, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC
13076, Proteus hauseri ATCC 13315, Shigella sonnei ATCC 29930, Yersinia
enterocolitica ATCC 27729, Escherichia coli (0157:H7) ATCC 12900, Escherichia coli
(0157:H7) ATCC 35150, Klebsiella pneumoniae ATCC 27736 i ¢etiri kvasca - Candida
albicans ATCC 24443, Candida albicans ATCC 10259, Candida albicans ATCC
10231 i Cryptococcus neoformans ATCC 76484. Mikroorganizmi su gajeni na

odgovaraju¢im podlogama, tabela 3.3.

3.4.2. DIFUZIJA SA FILTER DISKOVA

Ekstrakti gljiva dobijeni ekstrakcijom vrelom vodom (121 °C) kao i ekstrakti
preciséeni dijalizom su rastvoreni u DMSO tako da je dobijena koncentracija 10 mg/mL
i sterilisani su kroz membranski filter sa porama 0,22 um (Tepe et al., 2005). Ekstrakiti
ove koncentracije su koriS¢eni za ispitivanje antimikrobnih efekata metodom difuzije sa
filter diskova.

Svi ispitivani mikroorganizmi su aktivirani u odgovaraju¢em bujonu, dva puta po 24
h, kako bi se postigla koncentracija od oko 1 x 10" CFU/mL. Od svake kulture
mikroorganizama po 100 pL suspenzije je zasejano na odgovarajuci agar. Na povrsinu
svakog agara postavljeno je po tri filter diska pre¢nika 6 mm, koji su zatim natopljeni sa
po 10 pL suspenzije odgovarajuceg polisaharidnog ekstrakta gljive u DMSO. Kao
negativna kontrola su koris¢eni diskovi koji su natopljeni samo sa 10 uL DMSO, bez
ekstrakata gljiva. Petri $olje sa bakterijama su inkubirane na 37 °C, u toku 24 h, a Petri
Solje sa kvascima na 30 °C, 72 h, posle ¢ega su izmereni precnici zona inhibicije
(zajedno sa filter diskovima). 1z svake zone inhibicije uzet je komadi¢ agara i prenet u
odgovarajuéi bujon koji je inkubiran na 37 °C, 24 h za bakterije, odnosno na 30 °C, 72 h
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za kvasce. Ukoliko je bujon bio zamucen dejstvo ekstrakta je bilo mikrobiostatsko, a
ako je bujon ostao bistar ekstrakt je mikrobicidan. Kao pozitivna kontrola su koris¢eni:
Tetraciklin (30 pg/disk), Hloramfenikol (30 pg/disk), Neomicin (30 pg/disk), Penicilin
(6 pg/disk), Kanamicin (30 pg/disk), Eritromicin (15 pg/disk), Gentamicin (30 pg/disk),
Bifonazol (30 pg/disk), Institut za virusologiju, vakcine i serume "Torlak", Beograd,
Srbija. Svi testovi su uradeni u tri ponavljanja, za svaki ekstrakt i1 svaki

mikroorganizam.

3.4.3. MIKRODILUCIONA METODA

Da bi se preciznije odredila antibakterijska aktivnost ispitivanih ekstrakata
primenjena je mikrodiluciona metoda (Sokovi¢ i Van Griensven, 2006). Minimalne
inhibitorne koncentracije (MIC-Minimal Inhibitory Concentration) su odredene
serijskim razblazivanjem u 96-cCelijskim mikrotitar plo¢ama. Odredivanje gustine
bakterijskih ¢elija kao i ¢elija kvasca prethodno je uradeno na McFarland nefelometru
(Dalynn Biological Inc.) u odnosu na standard od 0,5 McFarland jedinica, tako da je
gustina uzoraka iznosila oko 1,5 CFU/mL x 10°.

Serijska razblazenja ekstrakta (od 1,25 do 10 mg/mL) su rastvorena u 100 pL
odgovarajuc¢eg bujona ispitivanog bakterijskog soja (u koncentraciji 15 pL/mL).
Vrednosti 10, 5, 2,5, 1,25 mg/mL dobijene su od pocetne koncentracije ekstrakta koja je
iznosila 10 mg/mL. Mikrotitar ploce su inkubirane 24 h na 37 °C za odredivanje
antibakterijskog delovanja, a zatim je u svaku celiju dodato po 10 puL boje INT (p-
jodonitrotetrazolijumviolet, 2-(4-jodofenil)-3-(nitrofenil)-5-feniltetrazolijum-hlorid) kao
indikator rasta bakterija. Posle dodavanja boje ploce su meSane 1 min na 700 rpm
(Eppendorf thermomixer comfort) i inkubirane 30 min na 37 °C. NajniZe koncentracije
na kojima nije bilo vidljivog rasta mikroorganizama su definisane kao MIC. Sva

merenja su radena u tri ponavljanja.
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3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Sva merenja su uradena u triplikatima, a dobijene vrednosti su izrazene kao srednja
vrednost + standardna devijacija. Eksperimentalni podaci su podvrgnuti jednofaktorskoj
analizi varijansi (ANOVA) i Fisher-ovoj najmanje zna&ajnoj razlici (Fishers LSD) da bi
se utvrdila znacajnost razlika na nivou p < 0,05 izmedu srednjih vrednosti. Odredivanje
ECso vrednosti linearnom regresionom analizom uradeno je online pomocu sajta
http://easycalculation.com/statistics/regression.php. Za statisticku analizu kori$¢en je
MS Excel (Microsoft Office 2007 Professional). Korelacioni koeficijent, r, izmedu
antioksidativne aktivnosti i koncentracije polisaharida, kao i izmedu antioksidativne
aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola i proteina je odreden uz pomo¢ programa MS Excel
(Microsoft Office 2007 Professional).
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Bioloski aktivni polisaharidi bazidiomiceta imaju osnovne strukturne karakteristike
koje su veoma sliéne za pojedine vrste. Sta vise, razligite vrste jednog roda mogu da
sintetizuju polisaharide sa sli¢nom strukturom i na¢inom grananja 0snovnog niza, a
takode i konfiguracijom  glikozidnih veza. Postupak ekstrakcije, kao i nacin
pre¢iS¢avanja dobijenih frakcija aktivnih polisaharida u mnogo ¢emu zavisi od vrste
bazidiomicete, kao i od Zeljenog bioloskog efekta. 1zbor ekstrakcionog rastvaraca zavisi
od mesta dejstva u ¢eliji bioloski aktivnih supstanci visih gljiva. Tako se, na primer, za
supstance koje ispoljavaju svoju aktivnost u unutrasnjosti celije upotrebljavaju
nepolarni organski rastvara¢i. Za supstance koje svoju aktivnost ispoljavaju na povrsini
¢elije (glukane specificno prepoznaju i vezuju receptori tipa komplementa, tip 3 na
fagocitima i NK ¢elijama i1 Toll grupacija receptora, TLR-2 i TLR-4, zajedno sa Dektin-
1 receptorom na leukocitima) upotrebljavaju se vodeni rastvori (Wasser, 2010).

Ekstrakti bazidiomiceta dobijeni termi¢kim tretmanom vrelom vodom imaju
znaCajnu ulogu u prevenciji i usporavanju malignih procesa, a takode 1 U
imunoregulaciji. Kako su podaci o antioksidativnim i antimikrobnim svojstvima
polisaharidnih ekstakata bazidiomiceta malobrojni i nedovoljno prouceni, u ovoj tezi je

uradeno ispitivanje navedenih svojstava.

4.1. IDENTIFIKACIJA GLJIVA

Identifikacija gljiva sakupljenih u prirodi izvrSena je na osnovu makroskopskih
(izgled, oblik, boja Sesira i drske) i mikroskopskih (oblik i veli¢ina spora) osobina, uz

pomoc¢ kljuca za identifikaciju gljiva (Phillips, 1994).
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4.1.1. GANODERMA APPLANATUM

Karpofori gljiva Ganoderma applanatum sakupljeni su u jesen 2008. godine na
lokalitetu "Obedska Bara" u blizini Beograda. Ove gljive su rasle pojedina¢no, u
velikom broju, na oborenom stablu hrasta, po celoj njegovoj povrsini. Karpofori, koji su
se sastojali samo od Sesira, imali su lepezast oblik, bili su ¢vrste, drvenaste strukture do
20 cm sirine i do 6 cm debljine, a na gornjoj strani su bile uocljive karakteristi¢ne zone
(svake godine se formira nova zona). Boja gornje strane karpofora bila je braon, sa
belim obodom, a sa donje strane su pore bile bele. Spore su bile braon boje, a
mikroskopskim pregledom je uoc¢eno da im je oblik ovoidno-elipsoidan, na jednom
kraju su zarubljene, velic¢ine 6-8 x 4-5 [. Zidovi su bili deblji, dvostruki, sa
ornamentima.

Na osnovu makroskopskih i mikroskopskih karakteristika, (Phillips, 1994), utvrdeno

je da ova gljiva pripada vrsti Ganoderma applanatum, slika 4.1.

Slika 4.1. Karpfor gljive Ganoderma applanatum
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4.1.2. TRAMETES VERSICOLOR

Karpofori gljiva Trametes versicolor prikupljeni su u jesen 2008. godine na
lokalitetu Kosutnjak u Beogradu. Ove gljive su rasle po celoj povrsini oborenog stabla
formirajuéi zbunove oblika nepotpunih krugova koji se preklapaju. Karpofori koji su se
sastojali samo od sesira skoro kruznog oblika bili su tanki, na preseku bele boje, kozasti,
savitljivi, fine barsunaste povrsine, sa koncentricnim zonama koje se smenjuju (drap,
braon, zuckasto, boja rde, crno-plavo, sa belo-krem marginama). Sa donje strane
karpofora su bile gusto rasporedene cevéice (2-5 po mm?) bele boje, koje na dodir nisu
menjale boju, slika 4.2. Spore su bile bele boje, a mikroskopskim pregledom je utvrdeno

da su glatke, cilindri¢nog ili elipsastog oblika, dimenzija 5-6 x 1.5-2 .

Slika 4.2. Karpofori gljive Trametes versicolor
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4.2. HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA

Ekstrakti su podeljeni u dve grupe I-polisaharidni ekstrakti dobijeni ekstrakcijom sa
vrelom vodom i alkoholnom precipitacijom i Il-ekstrakti koji su nakon alkoholne
precipitacije dodatno prec¢isceni dijalizom (MWCO: 8000-10000).

4.2.1. HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA
DOBIJENIH VODENOM EKSTRAKCIJOM

Alkoholnom precipitacijom (prvo sa 96%, pa sa 70% etanolom) uklonjeni su Seceri
malih molekulskih masa i u etanolu rastvorna fenolna jedinjenja. Tri ekstrakta su
dobijena iz praha plodonosnih tela Agaricus bisporus (Ab), Agaricus brasiliensis (Abr)
i Phellinus linteus (PI). Ekstrakt spora Ganoderma lucidum (Gl-s—fujian) dobijen

ekstrakcijom vrelom vodom nabavljen je kao komercijalni proizvod.

4.2.1.1. POLISAHARIDNE KOMPONENTE

Ukupan sadrzaj polisaharida u ispitivanim ekstraktima, kao i ukupan sadrzaj
glukana, a zatim i sadrzaj - i B-glukana prikazani su u tabeli 4.1. Sadrzaj ukupnih
polisaharida znacajno se razlikovao u pojedinim ekstraktima; od 27,6 g/100g suve mase
za ekstrakt iz spora gljive G. lucidum do 74,4 g/100g za ekstrakt dobijen iz plodonosnih
tela gljive A. bisporus. Koncentracija polisaharida, kao bioaktivnih materija, veoma
zavisi od faze razvoja plodonosnog tela, vremenskog perioda koji je protekao od branja
do ispitivanja kao i od uslova ¢uvanja (Jong i Birmingham, 1992; Minato et al., 1999;
Minato et al., 2001). Nizak prinos polisaharida u ekstraktima G. lucidum se i mogao
ocekivati s obzirom na ¢vrstu konzistenciju spora (Chen et al., 1998).

Iz prikazanih rezultata moze se videti da se sadrzaj ukupnih glukana signifikantno
razlikovao u zavisnosti od vrste gljive, odnosno ispitivanog ekstrakta. Sadrzaj a-glukana
varirao je u opsegu od 2,7 do 19,6 g/100g suve mase. Procenat a-glukana u odnosu na
ukupan sadrzaj glukana imao je najveéu vrednost u ekstraktu spora gljive G. lucidum-
iznosio je 94,2%. Ova vrednost je ocekivana, s obzirom da je poznato da se u sporama

nalazi visok sadrZaj rezervnog polisaharida, glikogena, koji je neophodan za dalji rast i
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razvoj. U ekstraktima iz plodonosnih tela glukani su bili prevashodno povezni -
glikozidnim vezama, (56,9-91,2%).

Tabela 4.1. Ukupan sadrzaj polisaharida i glukana u polisaharidnim ekstraktima A. bisporus,
A. brasiliensis, G. lucidum (komercijalni ekstrakt spora) i P. linteus

- Ukupan sadrzaj Sadrzaj glukana (g/100g) ®

Vrsta gljive polisaharida
(g/100g) Ukupan a B

A. bisporus 744+21 A 63,8+09A 56+02C 582+09A
A. brasiliensis 459+0,7C 40,1+ 10B 17,3+£0,3B 22,8+0,4B
G. lucidum 276+1,2D 208+05D  196+04A  12+07C
spore (kom.)
P. linteus 62,6 £0,3B 245+13C 2,7+£0,6D 218+1,7B

#Sve vrednosti su izrazene na suvu masu ekstrakta. Podaci predstavaljaju srednje vrednosti *
standardne devijacije (n=3)

®Unutar iste kolone, srednje vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisticki zna&ajno
razlikuju, p<0.05, ANOVA, Fisher's LSD

Visok sadrzaj a-glukana, 10,88 + 1,52%, pronaden je u suvim plodonosnim telima
gljive A. blazei Murill (syn. A. brasiliensis), (Lee i Kim, 2005). Koris¢enjem enzimskog
Kita za odredivanje sadrzaja glukana (Mushroom and Yeast S-glucan Assay Procedure),
utvrdeno je da je kod razlicitih jestivih gljiva sadrzaj o-glukana najcesce bio ispod 1%
racunato sa suvu masu (Lee i Kim, 2005). Ispitivanjem sadrzaja glikogena u micelijumu
gljive Phycomyces blakesleanus utvrdeno je da njegova vrednost veoma zavisi od
spoljasnjih i nutritivnih uslova u kojima se uzgaja gljiva. U sporama ove gljive su
pronadene veoma male koli¢ine glikogena (Rua et al., 1993). a—glukani se kao
intracelularne rezervne materije lako ekstrahuju, za razliku od p-glukana koji su
strukturne komponente ¢elijskog zida gljiva. Visok sadrZaj a-glukana (~90%) potvrden
je u polisaharidnom ekstraktu dobijenom iz drski plodonosnih tela gljive A. bisporus
(Smiderle et al., 2010). Polisaharidni ekstrakt A. bisporus koji je koris¢en u ovom radu
dobijen je ekstrakcijom plodonosnih tela.

Ukupan sadrzaj B-glukana u ekstraktima gljiva A. bisporus, A. brasiliensis, P. linteus
i G. lucidum iznosio je 58,2, 22,8, 21,8 i 1,2 g/100g suve mase ekstrakta, respektivno.

Kori$¢enjem iste metode utvrdeno je da se sadrzaj B-glukana u razli¢itim jestivim
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gljivama nalazio u opsegu od 4,7 + 0,6 do 46,2 + 0,3%, racunato Sa Suvu supstancu
(Lee i Kim, 2005).

Istim postupkom, ali drugacijim nac¢inom ekstrakcije (tungsten carbide nano-particle
extraction) utvrdeno je da je sadrzaj B-glukana kod gljiva Sparassis crispa i Phellinus
linteus bio 70,2 £ 54% i 65,2 + 59% (Park et al, 2009). Yap i Ng-u (2001) su
ekstrakcijom polisaharida lentinana iz bazidiomicete Lentinula edodes vrelom vodom,
talozenjem sa 96% etanolom i liofilizacijom taloga, a zatim ponavljanjem celog
postupka na koncentrovanom talogu, dobili ekstrakt Cija je Cistoca iznosila 87,5% u
odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida.

Velike razlike u ukupnom sadrzaja a- i f-glukana, kako u celim gljivama tako i u
njihovim polisaharidnim ekstraktima, mogu se prona¢i u razli¢itim istrazivanjima
(Manzi i Pizzoferrato, 2000; Park et al. 2009).

4.2.1.2. UKUPAN SADRZAJ PROTEINA

Znacajan procenat Celijskog zida gljiva iz klase Basidiomycetes ¢ine glukani i
njihovi proteinski kompleksi (Boldizsar, 1998).

Ukupan sadrzaj proteina u polisaharidnim ekstraktima gljiva A. bisporus, G.
lucidum, P. linteus i A. brasiliensis prikazan je u tabeli 4.2. Ekstrakcija vrelom vodom i
alkoholna precipitacija nisu bile dovoljne za potpunu deproteinizaciju polisaharidnih
ekstrakata. Razlika u ukupnom sadrZaju proteina ispitivanih ekstrakata bila je statisticki
znacajna, p<0,05. Procenat proteina u odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida izracunat

je na osnovu sledece formule:

IzraCunate vrednosti za ekstrakte gljiva A. bisporus, G. lucidum, P. linteus i A.
brasiliensis nalazile su se u granicama od 0,4 do 15,9% i iznosile su 1,3 £ 0,1%, 9,5 +
0,3%, 9,0 + 0,4% i 15,9 + 0,6%, respektivno.
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Tabela 4.2. Ukupan sadrzaj proteina i fenola u polisaharidnim ekstraktima dobijenim vrelom
vodenom ekstrakcijom basidiomiceta A. bisporus, A. brasiliensis, G. lucidum
(komercijalni ekstrakt spora) i P. linteus

Vrsta gljive Ukupan zgﬁr(’)i()zg)proteina Ukupa?g /s]z-lcc)l(;';)a!1 fenola
A. bisporus 0,9+0,1D" 0,4+0,04D
A. brasiliensis 7304 A 12+02C
G. lucidum spore (kom.) 26x0,1C 56+02B
P. linteus 57+03B 84+05A

% Sve vrednosti su izrazene na suvu masu ekstrakta. Podaci predstavaljaju srednje vrednosti
* standardne devijacije (n=3)

® Unutar iste kolone, srednje vrednosti obeleZene razligitim slovima se statisti¢ki zna¢ajno
razlikuju, p<0.05, ANOVA, Fisher's LSD

4.2.1.3. UKUPAN SADRZAJ FENOLA

Analizom sadrzaja ukupnih fenola utvrdeno je prisustvo ovih jedinjenja u
ekstraktima dobijenim termickim tretmanom vrelom vodom, tabela 4.2. Intenzitet
obojenosti ekstrakta je u pozitivnoj korelaciji sa poveéanjem sadrzaja ukupnih fenola
(veéi sadrzaj fenola—tamnija boja ekstrakta).

Fenolna jedinjenja su prisutna u vocu i povréu, ¢aju, kafi, kakau, gljivama, kod
morskih Zivotinja, Skoljki (Skampi) 1 rakova (jastog). Pored toga Sto daju boju, ukus 1
miris, ova jedinjenja imaju i sustinsku ulogu u procesima tamnjenja biljnog tkiva, kada
dolazi do njegovog oStecenja. U toku procesa Cuvanja i obrade biljnog materijala
(secenja ili nekog drugog mehanickog oStecenja) kada dolazi do oSte€enja biljnog tkiva
i razaranja Celija javlja se tamnjenje tkiva, tzv. proces enzimskog tamnjenja (enzymatic
browning). Ovaj proces je katalizovan fenol oksidazama, enzimima koji su Siroko
rasprostranjeni na filogenetskoj lestvici i katalizuju hidroksilovanje monofenola i/ili o—
difenola, koji se dalje oksiduju u derivate o-hinona i polimerizacijom formiraju obojene
pigmente braon boje (Prota, 1992; Van Gelder i Flurkey, 1997). Proces enzimskog
tamnjenja je od suStinskog znaCaja za boju 1 ukus caja, kafe 1 cokolade
(http://www.food-info.net/uk/colour/enzymaticbrowning.htm).

Na osnovu strukturne analogije sa oksidovanim derivatima monofenola koji se

javljaju kao intermedijerni proizvodi kod osteéenja biljnog tkiva moguce je da se u toku
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dobijanja polisaharidnih ekstrakata gljiva, kada takode dolazi do oStecenja tkiva u
kojima su prisutna fenolna jedinjenja (Russell i Paterson, 2006), pod dejstvom fenol
oksidaza (slika 4.3.) javlja oksidacija fenola (tirozin, katehol, DOPA, dopamin,
adrenalin, noradrenalin) Sto rezultira tamnijom bojom ekstrakata (Fenoll et al., 2000;
Fenoll et al., 2000a). Boja dobijenih ekstrakata ukazuje da su oksidovana fenolna
jedinjenja i dalje bila prisutna u polisaharidnim ekstraktima, bez obzira na primenjen
postupak ekstrakcije koji nije karakteristi¢an za izolovanje ovih jedinjenja. Uoceno je da
se sa starenjem celija menja grada i hemijski sastav celijskog zida gljiva. Starije celije
karakteriSe slojeviti zid koji je zadebljao na svojim unutra$njim stranama, u Nnjegov
sastav ulaze pigmenti i druge materije koje se ne nalaze u ¢elijskom zidu mladih ¢Celija

(http://www.bionet-skola.com/w/Gljive).

Asn260

Val283

~ Cys83

His61

Slika 4.3. Aktivni centar tirozinaze (EC 1.14.18.1) gljive Agaricus bisporus
(Ismaya et al., 2011)
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Procenat ukupnih fenola u odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida izracunat je

pomocu sledeée formule:

Dobijene vrednosti u ekstraktima gljiva A. bisporus, G. lucidum, P. linteus i A.
brasiliensis iznosile su 0,5 £ 0,0%, 20,4 £ 0,9%, 13,5+ 0,7%i 2,6 £ 0,1%.

4.2.1.4. FT-IR SPEKTROSKOPIJA

FT-IR spektri ekstrakata izolovanih iz plodonosnog tela gljiva A. bisporus (Ab), A.
brasiliensis (Abr), P. linteus (PI) i spora G. lucidum (Gl-s—fujian) pokazuju izgled
tipican za polisaharide sa slicnim strukturnim karakteristikama. Ekstrakti sadrze
smeSuw/komplekse polisaharida, proteina i polifenola, slika 4.4.

FT-IR spektar ekstrahovanih polisaharida plodonosnog tela gljive A. brasiliensis
pokazuje karakteristi¢nu §iroku traku u oblasti 3000-3500 cm™ koja je rezultat valentnih
vibracija OH grupa koje uc¢estvuju u formiranju jakih inter- i intramolekulskih veza kao
I valentnih vibracija OH grupa molekula konstitucione vode. Trake u oblasti 1000-1200
cm™ mogu se pripisati valentnim vibracijama C-O i C-C veza kao i deformacionim
vibracijama CCH, COH i HCO veza; traka na oko 1028 cm™ odnosi se na C-O
valencionu vibraciju istezanja, apsorpcioni pik na 1153 cm™ indicira C-O-C valentne
vibracije, dok je traka na 1079 cm™ karakteristi¢na za prisustvo B-glukana odnosno O-
supstituisanih glukopiranoznih ostataka (Mathlouthi i Koenig, 1986; Stone i Clarke,
1992). Mala koli¢ina proteina takodje je prisutna, Sto se jasno vidi na osnovu
karakteristi¢nih traka za proteine na 1635 cm™,1540 cm™ kao i trake na 1412 cm™,
Traka na 1635 cm™ preklapa se sa apsorpcijom aromata, najverovatnije polifenola, Sto
indicira prisustvo pigmenata, na §ta ukazuje i traka u oblasti 1410 cm™-1310 cm™ koja
korespondira sa valentnim vibracijama OH grupa fenolnih jedinjenja. Tipi¢na N-H
vibracija koja se odnosi na proteine nalazi se na oko 3400 cm™ i preklapa se sa OH
valentnim vibracijama u oblasti 3000 cm™ — 3500 cm™ (Carey, 1992).

Spektar polisaharidnog ekstrakta izolovanog iz spora gljive G. lucidum pokazuje

karakteristiGan pik na oko 850 cm™ koji je indikativan za o-glikozil ostake, slika 4.4.
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Apsorpciona traka na 1080 cm™ indicira p-glikozidne veze kojima su medjusobno
povezane glukopiranozne monomerne jedinice. Karakteristicna traka koja se odnosi na
OH valentne vibracije istezanja na 3000 cm™ -3500 cm™ kao i traka uslovljena C-O-C
valentnim vibracijama na 1153 cm™ su takodje prisutne, kao i apsorpcioni pikovi na
1639 cm™ i na 1242 cm™ koji se odnose na prisustvo manje koli¢ine proteina.
Intenzivna traka na 1639 cm™ preklopljena je sa odgovarajuéom C=C trakom
aromati¢nih jedinjenja koja potice od prisutnih pigmenata.

FT-IR spektar polisaharida izolovanih iz gljive P. linteus pokazuje trake koje su
karakteristi¢ne za glikozidne strukture, kao Sto su Siroka traka sa maksimum na oko
3300 cm™, traka na 1155 cm™ koja odgovara C-O-C vibracijama, slaba traka na 890 cm

koja se odnosi na P-vezane glikozil ostatke osnovnog niza, odnosno na aksijalno
orijentisanu C3-H vezu. Traka na 1074 cm™ ukazuje na prisutvo B-glikozidnih veza u
heksapiranoznom nizu, slika 4.4. Dodatno, intenzivna traka sa maksimumom na 1628
cm™ moze da ukazuje na preklapanje sa trakom koja je karakteristi¢na za apsorpciju
aromata, §to bi ukazivalo na prisustvo pigmenata. Siroka traka u regionu 1410 cm™-
1310 cm™ se odnosi na OH grupe fenolnih jedinjenja i potvrdjuje prisustvo pigmenata u
ispitivanom polisaharidnom ekstraktu.

Spektar polisaharidnog ekstrakta gljive A. bisporus pokazuje karakteristi¢ne trake
koje se odnose na polisaharidne strukture, kao Sto su frekvencije OH grupa na 3000 cm’
1.3500 cm™, valentne vibracije C-O veza na 1023 cm™, kao i traka na 1155 cm™ koja je
karakteristi¢na za vibracije istezanja C-O-C veze. Ovaj spektar pokazuje i slabu traku na
850 cm™ koja je karakteristi¢na za ekvatorijalno orijentisanu C;-H vezu, odnosno za a-
D-glikozidne veze. Apsorpciona traka na 1082 cm™ ukazuje na prisustvo B-
glukopiranoznih jedinica u osnovnom nizu polisaharida. Manje koli¢ine proteina i
pigmenata su takodje prisutne, na Sta ukazuju preklopljene trake ovih jedinjenja sa
maksimumom apsorpcije na oko 1640 cm™, dok traka u oblasti na oko 1400 cm™

ukazuje na prisustvo alifati¢nih grupa u fenolnim jedinjenjima.
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4.2.1.5. ELEMENTALNA ORGANSKA MIKROANALIZA

Ukupan sadrzaj azota (N), ugljenika (C) i kiseonika (O) u polisaharidnim
ekstraktima gljiva A. bisporus, P. linteus, A. brasiliensis, i G. lucidum prikazan je u
tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Rezultati elementalne organske mikroanalize polisaharidnih ekstrakata gljiva A.
bisporus, A. brasiliensis, G. lucidum, P. linteus

Ekstrakt N* (g/100g) C (g/100g) H (g/1009)
A. bisporus 0,62 38,58 6,77
P. linteus 0,94 39,53 6,10
A. brasiliensis 3,05 36,13 6,26
G. lucidum spore (kom.) 3,99 42,38 6,52

'Svi rezultati odredivanja su srednje vrednosti dva nezavisna odredivanja

Sadrzaj ukupnog N je varirao od 0,62 do 3,99 g/100g suve mase ekstrakta u
zavisnosti od vrste gljive. Kurtzman (1997) je u svojim istrazivanjima potvrdio velike
razlike u sadrzaju N za razli¢ite vrste gljiva, kao 1 za razlicite uzorke gljiva u okviru
jedne vrste. Utvrdeno je da je sadrzaj N kod A. bisporus varirao od 0,43 do 0,79 g/100g,
dok su ove promene za P. ostreatus i L. edodes bile nesto manje i nalazile su se u
granicama od 0,25-0,34 g i 0,49-0,52 g/100 g.

Odredivanje sadrzaja proteina iz sadrZaja ukupnog N je komplikovan postupak kada
su u pitanju gljive. Naime, kod gljiva je prisutna relativno velika koli¢ina neproteinskog
N, koji se prvenstveno odnosi na hitin koji je jedna od komponenti Celijskog zida, kao 1
na slobodne amino Kiseline i nukleinske kiseline. Samo oko 60-77% N kod gljiva se
nalazi vezano u proteinima (Matilla et al., 2002; Fujihara et al., 1995), te je stoga
konverzioni faktor (Nitrogen to Protein Factor—NP Factor) od 6,25 koji se uobi¢ajeno
koristi za preracunavanje sadrzaja ukupnih proteina iz sadrzaja ukupnog N suvise visok
za gljive i nije u upotrebi. Mattila et al., (2002) su potvrdili NP vrednost od 4,55 za A.
bisporus do 4,97 za P. ostreatus. Fujihara et al., (1995) su za P. ostreatus dobili
znacajno nizi NP faktor, 4,15, dok je Kurtzman (1997) predlozio NP faktor od 5,0 za A.
bisporus, P. ostreatus i L. edodes.

NP faktori koji se najcesce upotrebljavaju kada su u pitanju gljive su 4,38 (70% N x
6,25) i 4,17 (Matilla et al., 2002).
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Rezultati koji se odnose na ukupan sadrzaj proteina u polisaharidnim ekstraktima
gljiva A. bisporus, P. linteus, A. brasiliensis, i G. lucidum spora, kada su koris¢ene
vrednosti od 4,38 i 4,70 za NP prikazani su u tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Sadrzaj proteina u ispitivanim ekstraktima na osnovu rezultata elementalne
analize

Ekstrakt & Sadrzaj proteina (g/100g) ® SadrZaj proteina (g/100g)
A. bisporus 2,71 2,91
P. linteus 4,12 4,41
A. brasiliensis 13,36 14,34
G. lucidum spore (kom.) 17,48 18,75

a: vrednost NP=4,38; b: NP=4,17

Poredenjem dobijenih vrednosti sa ukupnim sadrzajem proteina dobijenim
Bradfordovom metodom, moze se zakljuéiti da su dobijene vrednosti znatno vise, 0Sim
u slucaju polisaharidnog ekstrakta gljive P. linteus, tabela 4.2. Rezultati su ukazali da je
iz ukupnog sadrzaja N tesko odrediti pravu vrednost sadrzaja proteina u ispitivanim
polisaharidnim ekstraktima. Rezultati takode ukazuju na prisustvo N neproteinske
prirode u ekstraktima, prvenstveno fenolnih jedinjenja, koja u svojoj strukturi sadrze
atome N, kao §to su melanin i njegovi prekusori, koji zajedno sa polisaharidima i
proteinima izgradjuju ¢elijski zid gljiva (Harky et al., 1997).

Na FT-IR spektru, slika 4.4., polisaharidnog ekstrakta spora gljive G. lucidum jasno
se uotava veoma intenzivna traka na 1639 cm™ koja se odnosi na prisustvo proteina i
odgovarajuc¢ih aromati¢nih jedinjenja (pigmenata). Sadrzaj proteina u polisaharidnom
ekstraktu spora G. lucidum je bio 2-3 puta nizi od sadrzaja proteina u ekstraktima
plodonosnih tela gljiva P. linteus i A. brasiliensis, tabela 4.2. Sadrzaj elementarnog N u
ekstraktu spora gljive G. lucidum bio je najvisi, $to jasno ukazuje na prisustvo
neproteinskog azota.

Na FT-IR spektru estrakta gljive A. bisporus intenzitet trake na 1640 cm™ koja se

odnosi na proteine i pigmente znatno je smanjen u odnosu na istu traku u ostalim
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ekstraktima. U ovom ekstraktu je pronaden najmanji sadrzaj proteina i elementarnog N,
tabele 4.2.14.3.

4.2.1.6. SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Mikrostrukture polisaharidnih ekstrakata, snimljene SEM-om pokazale su strukturnu
raznolikost. Na slici 4.6. moZe se jasno uociti hrapava povrSina ekstrakta gljive A.
brasiliensis, §to je posledica denaturacije prisutnih proteina u toku samog procesa
ekstrakcije (Widjanarko et al., 2011). Mogu se uociti pojedina¢ne Stapicaste strukture
Sirine od 180-260 nm, kao i Stapicaste helikoidne strukture koje formiraju mrezu.
Formiranje mrezastih struktura polisaharidnih molekula je posledica vodoni¢nih
interakcija izmedu pojedinacnih polisaharidnih molekula. Bioloski aktivni polisaharidi
iz ¢elijskog zida visih gljiva imaju konformaciju trostrukog heliksa (Sletmoen i Stokke,
2008). Formiranje mrezastih struktura, gelova, karakteristicno je za agarozu, karagenan
i gelan (lkeda i Shishido, 2005). U zavisnosti od temperature nastaju takozvani nisko i
visoko grupisani gelovi, koji se razlikuju po ¢vrstini. Kod visoko grupisanih gelova
dolazi do formiranja trodimenzionalnih mreza usled hidrofobnih interakcija izmedu
polisaharidnih helikoidnih struktura koje se prepli¢u §to im daje vecu ¢vrstinu (primer
kurdlana na 95 °C). Kod nisko grupisanih gelova dolazi do grupisanja polisaharidnih
heliksa medusobnim vodoni¢nim interakcijama (Marieta i Duenas, 2010; Funami et al.,
1999). U nekim slu¢ajevima utvrdeno je da polisaharidi velikih molekulskih masa mogu

da formiraju agregate koji mogu da maskiraju ponasanje pojedina¢nih makromolekula.

Na slikama 4.5. i 4.8. uocava se porozna mrezasta struktura polisaharidnih ekstrakata
gljiva A. bisporus i P. linteus. Kod ekstrakta gljive P. linteus povrsinska struktura je
uniformnija, veli¢ina pora je manja. Poroznost je uslovljena vodoni¢nim interakcijama
izmedu C-O fragmenata polisaharida i N-H fragmenata proteinskih molekula
(Widjanarko et al., 2011). Nakon dodatka glukomanana iz Amorphophallus konjac C.
Koch., proteinskom izolatu, povrSinska struktura postaje vise glatka, veli¢ina pora
manja i uniformnija (Widjanarko et al., 2011).

Porozna, mrezasta struktura ovih ekstrakata moze potencijalno da uti¢e na njihovu

primenu kao zgusnjavajucih, odnosno gelirajuc¢ih agenasa.
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Na mikrografiji polisaharidnog ekstrakta izolovanog iz spora gljive G. lucidum (slika
4.7.) uocljive su strukture koje po svojoj morfologiji i veli¢ini odgovaraju molekulima
melanina, slika 4.9. Melanin je komponenta Celijskog zida gljiva koja ima viSestruku
ulogu; pojacava jacinu Celijskog zida, Stiti od ultraviolentnog zraenja, toplote i
hladnoce, teskih metala i smanjuje osetljiost gljiva prema ameboidnim predatorima.
Zbog prisustava nesparenih elektrona u svojoj polimernoj strukturi ovaj molekul ima

ulogu u procesima hvatanja slobodnih radikala (Eisenman et al., 2007).

13kV  X3,500  Spm \ 13KV X10,000 1pm

Slika 4.5. SEM mikrografija polisaharidnog ekstrakta iz gljive A. bisporus,
uveéanju 1000, 3500 i 10000 puta
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Slika 4.6. SEM mikrografija polisaharidnog ekstrakta gljive A. brasiliensis,
uvecéanju 1000, 3500 i 20000 puta
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13KV X1,000 10um 13KV X3500 Spm

13KV X3500 Bum < N 13KV X10,000 1pm

Slika 4.7. SEM mikrografija polisaharidnog ekstrakta spora gljive G. lucidum (komercijalni
ekstrakt), uveé¢anju 1000, 3500 i 10000 puta
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13KV X1,000 10pm A 13kv X3500  6pm

13KV, X10,000  1pm 13KV X20,000 - Apm

Slika 4.8. SEM mikrografija polisaharidnog ekstrakta gljive P. linteus, uve¢anju
1000, 3500, 10000 i 20000 puta

Doktorska disertacija, Maja S. Kozarski 71



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

L-DOPA

Slika 4.9. SEM mikrografije melanina iz
b) D-DOPA Cryptococcus neoformans nastalog od
prekusora L- i D-DOPA (a, b). Skala, 1
um. (Eisenman et al., 2007)

4.2.1.7. TECNA HROMATOGRAFIJA ISPITIVANIH UZORAKA HIDROLIZATA
POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA

HPLC hromatogrami monosaharidnih komponenti hidrolizovanih polisaharida gljiva
A. bisporus, A. brasiliensis i P. linteus prikazani su na slici 4.10.

Polisaharidi ekstrahovani iz gljiva A. bisporus i P. linteus su najve¢im delom (>
85%) sadrzavali glukozu (Glc) pri ¢emu su u manjem procentu bile prisutne galaktoza
(Gal) i ksiloza (Xyl). Polisaharidi gljive A. brasiliensis su pored Glc (58%) sadrzavali
znacajne koli¢ine Gal (28%), Man/Xyl (7%), Fuc (4%) i male koli¢ine ramnoze (Rha),
arabinoze (Ara), fruktoze (Fru) i glukozamina (GIcN) (~1% od svakog). GIcN je u
polisaharidima prisutan u obliku N-acetilglukozamina (GIcNAc) koji je nakon kisele
hidrolize (sa TFA) presao u GIcN.
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Na osnovu LC/MS analize uzoraka polisaharidnih hidrolizata gljiva A. bisporus, A.
brasiliensis, P. linteus i spora gljive G. lucidum (komercijalni ekstrakt), utvrdeno je da
svi hidrolizovani uzorci sadrze u najvecoj koli¢ini glukozu (na retencionom vremenu od
3,17 min nadeni su joni koji odgovaraju ovom jedinjenju). U uzorcima gljiva A.
brasiliensis i P. linteus utvrdeno je prisustvo galaktoze, manoze, ksiloze, fukoze,
ramnoze, arabinoze (u manjim koli¢inama) i fruktoze (u tragovima). U polisaharidima
iz spora gljive G. lucidum (komercijalni ekstrakt) kao dominantna monosaharidna
komponenta utvrdena je glukoza, dok su galaktoza i manoza bile prisutne u tragovima.
Kod gljive A. bisporus su izolovani polisaharidi, pored glukoze, sadrzavali malu

koli¢inu galaktoze i u tragovima prisutne monosaharide: manozu, ksilozu i arabinozu.

Doktorska disertacija, Maja S. Kozarski 73



Doktorska disertacija

Rezultati i diskusija

s 3 '8
g S Gle Ab
b ] [
f f |l |
| | |
| : |
a1 : |l |
! : Gal | |
l | 29% | | Xyl
- 1 / \ S 94
4 | _— ;‘4'._ Lonfm - — 0~ AN ?.b :
-20 E E miny
: | P RGN K7 7S T PR Y A R 0 = T 1
00 20 40 60 80 100 120 140 16.0 180 200 220 250
83 5
([ n
£10 - Gle | Abr
£ = 57.7%]|
I f | |
: : |
o I 1
; ; Gal | |
: [ 27. ™% |
o | il
5 | Fw | | l| |
: ! 4.0% |
ao : \ B & ,1 || Man/Xyl
E ‘k : Ill' 1.2% 1.2% GleN 'i' ¥ LR an
==t ,I'P -h_,_tr".bﬁx,. AN _.q_x-,(,\r____-—__f!);?i}!{fﬁ RN A 0 7""‘; :
: h miny
10— PRI v ™ 7T T T L L | 5 T T T
00 20 40 6.0 80 100 120 140 160 180 200 220 250
WAr nS :: :8
Lis 'z ale || Pl
wgii Eﬁ 848°‘ni!
I 2 I
| | |
- | : ‘l ’
I 5 |
, | |
3 | ' ‘
: f Gal| |
x : : Fue 4 70.'"' | }\'fan.".\'}'l
: : 1 4% Rha Ara GlN | ‘k n S0%
1 1 \ 23 . 0s% 09% 1.6% / -.,\,. / =.\
B I ST | ' GHT LV A CHE D A WG I e SECH R } L
-1 ':‘ I":'l"‘.‘ Aol dad | LY eiclia T e i * ol I"""iﬂ
0.0 20 40 6.0 80 100 120 140 160 18.0 200 220 250
Slika 4.10. HPLC hromatogrami monosaharidnih komponenti u hidrolizatima
polisaharidnih ekstrakata izolovanih iz gljiva A. bisporus (Ab),
A. brasiliensis (Abr) i P. linteus (PI)
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4.2.1.8. PLANARNA HROMATOGRAFIJA

Nakon analize polisaharidnih ekstrakata gljiva A. bisporus, A. brasiliensis, P. linteus
I spora G. lucidum (komercijalni ekstrakt), PC i TLC hromatografijom, u poredenju sa
standardima, utvrdeno je da ispitivani uzorci sadrze D-glukozu kao dominantnu
komponentu, dok su znatno manje bile zastupljene D-galaktoza, D-manoza, D-ramnoza,
D-arabinoza i L-fukoza.

U hidrolizovanom polisaharidnom ekstraktu gljive P. linteus, pored glukoze,
potvrdeno je prisustvo galaktoze, manoze, arabinoze, ksiloze i fukoze u manjim
koli¢inama, dok je u ekstraktu gljive G. lucidum preovladujuéa monosaharidna
komponenta bila glukoza, pored koje su se u tragovima nalazile galaktoza, manoza i
ramnoza.

U ekstraktu gljive A. bisporus pored najviSe zastupljene glukoze, potvrdeno je
prisustvo galaktoze, manoze i fukoze u tragovima. Kod gljive A. brasiliensis, pored
dominantne glukoze, u manjim koli¢inama su pronadene galaktoza i manoza, kao
ramnoza, arabinoza, ksiloza i fukoza u tragovima. Prisustvo uronskih kiselina nije

potvrdeno ni u jednom ekstraktu.

4.2.1.9. NMR SPEKTROSKOPIJA

'"H-NMR spektri hidrolizovanih uzoraka polisaharidnih ekstrakata iz gljiva A.
bisporus, A. brasiliensis, P. linteus i spora G. lucidum (komercijalni ekstrakt) prikazani

su naslici 4.11.
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Slika 4.11. "H-NMR spektri hidrolizovanih uzoraka polisaharidnih ekstrakata gljiva A.
bisporus (Ab), A. brasiliensis (Abr), P. linteus (PI) i spora gljive G. lucidum (Gl-s-
fujian) sa obelezenim anomernim H identifikovanih Secera (signali obelezeni * poticu

od standarda-DSS)

Monosaharidne komponente su identifikovane i kvantifikovane na osnovu njihovih H

(1) signala, tabela 4.5.

Tabela 4.5. Odnos integrala H-1 signala identifikovanih Seéera i sadrzaj aromati¢nih jedinjenja
(%) u *H-NMR spektrima hidrolizata gljiva A. bisporus, A. brasiliensis, P. linteus i
spora G. lucidum (komercijalni ekstrakt) u odnosu na integrale H-1 glukoze

Seceri o/

aromaticni signali

ekstrakt

Glc
A. bisporus 1%/1,4
A. brasiliensis 1/1,7
P. linteus 1/1,6
G.lucidum 1/2

spore (kom.)

Gal
0,04/-
0,08/0,1
0,07/-
0,04/-

Xyl+Fuc

-/tragovi

Man
- 1
0.04/0,05 10
0,2/0,2 4
0,05/- 15

#H(1)-integral a-Glc je kalibrisan na 1 (referentna vrednost).

b Preovladuje fukoza.
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Prema ovim podacima, D-Glc (B-anomer) dominira u sva ¢etiri hidrolizata. Slabi
signali D-Man, D-Fuc (+ Xyl) i D-Gal bili su prisutni u svim spektrima. Prema NMR
podacima za ova Cetiri ekstrakata polisaharidi gljive A. brasiliensis sadrze najvecu
koli¢inu Gal u odnosu na ostale uzorke, a Man je u najvecoj koli¢ini zastupljena kod
polisaharida gljive P. linteus. U sva cetiri spektra ispitivanih uzoraka hidrolizata
utvrdeno je prisustvo veoma sli¢nih signala u aromaticnom regionu (9,5-6,5ppm).
Njihovi intenziteti nalaze se u opsegu od 1% za uzorak A.bisporus do 15% za uzorak G.
lucidum u poredenju sa kolicinom -Glc, tabela 4.5. U svim spektrima prisutne su i
alifati¢ne, neSecerne komponente (signali na 1-3 ppm na ‘H-spektru) u tragovima.
Dodatni signali (neSeCerne komponente) u alifatinom i aromaticnom regionu su

najuocljiviji na *H i **C spektrima spora gljive G. lucidum, slika 4.11. i 4. 12.

Gls-fujian

o v A ATt by Wt 4 T AR s A A S

Abr

e NEIIRS o |

100 98 =W 8 & 75 T 6 0 5 N & 0 I W O3 20 ¥ w 5 ppm

Slika 4.12. *C-NMR spektri hidrolizovanih uzoraka polisaharidnih ekstrakata gljiva A.
bisporus (Ab), A. brasiliensis (Abr), P. linteus (PI) i spora G. lucidum (Gl-s-

fujian) (kod hidrolizata Ab su obelezeni anomerni C glukoze)
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Asignacija 'H (slika 4.11., tabela 4.5.) i **C NMR (slika 4.12., tabela 4.6.) signala je
potvrdena analizom H-C HSQC spektara, kao i H-H COSY i DEPT-135 spektara slicnih
uzoraka (rezultati nisu objavljeni). Razlika izmedu *C-NMR hemijskih pomeranja
navedenih u literaturi (Jansson, 2006) i signala ispitivanih uzoraka u ovom radu iznosi -
1,8 ppm (tabela 4.6.) sto je posledica internog referentnog standarda
(http://www.boc.chem.uu.nl/sugabase/sugabase.html) koji je koriscen.

Tabela 4.6. Hemijska pomeranja (ppm) signala glukoze u *C-NMR spektrima
A. bisporus (Ab) (glukoza o/p = 1/1,3)

C1 c2 C3 C4 C5 C6

o p o p o p o p o p o p

Ab 9481 98,63 7420 76,86 7548 7867 7237 7232 74,16 7848 63,31 63,47

4.2.2. HEMIJSKA KARAKTERIZACIJA POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA
PRECISCENIH DIJALIZOM

Polisaharidni ekstrakti iz plodonosnih tela gljiva Lentinula edodes (Le), Trametes
versicolor (Tv), Ganoderma applanatum (Ga), Ganoderma lucidum (GI) i spora
(laboratorijski ekstrakt) Ganoderma lucidum (GI-s) dodatno su precisc¢eni dijalizom i
alkoholnom precipitacijom, kako bi se uklonili molekuli nizih molekulskih masa, ispod
8-10 kD.

4.2.2.1. PRINOS POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA

Prinos polisaharidnih ekstrakata dobijenih iz plodonosnih tela gljiva G. applanatum,
G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora G. lucidum (laboratorijski ekstrakt), pre i
posle dijalize prikazan je u tabeli 4.7. Nakon dijalize i ponovnog taloZenja dijalizovanog

materijala sa 96% etanolom utvrdeno je znacajno smanjenje prinosa polisaharidnih
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ekstrakata. Na ovaj nacin uklonjeno je od 50-90% rastvornih komponenti iz
polisaharidnih ekstrakata ispitivanih gljiva (T. versicolor 52,2%, L. edodes 52,5%, G.
lucidum 68,8%, G. applanatum 88,2% kao i kod ekstrakta spora G. lucidum 87,7%).
Smanjenje prinosa moze da bude posledica degradacionih procesa u toku same
ekstrakcije 1 preciS¢avanja polisaharidnih ekstrakata, pri ¢emu su na taj nacin nastali
molekuli manjih molekulskih masa uklonjeni dijalizom (Klaus et al., 2011; Tseng et al.,
2008).

Tabela 4.7. Prinos ukupnih polisaharida, glukana, «- i B-glukana, fenola i proteina
polisaharidnih ekstrakata dobijenih iz plodonosnih tela gljiva G. applanatum, G. lucidum,
L.edodes, T. versicolor i spora G. lucidum (laboratorijski ekstrakt)

G. applanatum | G. lucidum L. edodes T. versicolor G. L:glr(lum
Pre b
Prinos dijalize 1,7+04D 1,6+02D 40+02C 46+04B 57+03A
ekstrakata
(9/100g)* | Posle 02+01D | 05+01C | 19+02B | 22%03A | 07£01C
dijalize
Ukupan sadrzaj
- . + + + + +
polisaharida (g/100g) 02+0,1D 03+0,0D 1,5+02B 1,9+02A 06+00C
Ukupan 0,05+0,02 D 02+01C 08+0,1A 08+01A 04+0,1B
Sadrzaj
glukana o 0,01£0,01 D 0,03£0,00C | 0,03+0,01C | 0,06+0,01B 0,08 +£0,01 A
(9/1009)
B 0,0440,01C 02+00B 08+0,1A 0,7+0,1A 03+0,1B
Ukupan sadrzaj fenola
0,01 +0,001C 0,02+0,00B | 0,02+0,00B 0,04 +0,00 A |0,002 +0,0003 D
(9/1009)
Ukupan sadrzaj 0.01+0.00B | 0.01+0.00B | 0.10+0.01A | 0.09+002A | 0.01+0.00B
proteina (g/100g)

%Sve vrednosti su izrazene na suvu masu gljive. Podaci predstavaljaju srednje vrednosti *
standardne devijacije (n=3)

Unutar istog reda, srednje vrednosti obeleZene razliGitim slovima se statisticki znacajno

razlikuju, p<0.05, ANOVA, Fisher's LSD

4.2.2.2. POLISAHARIDNE KOMPONENTE

Sadrzaj ukupnih polisaharida u ispitivanim ekstraktima se znacajno razlikuje-od 56,6

0/100g suve mase za ekstrakt iz plodonosnih tela G. lucidum do 83,9 g/100g za ekstrakt
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dobijen iz plodonosnih tela T. versicolor, tabela 4.8. Visok prinos polisaharida u
ekstraktima spora gljive G. lucidum (82,3 g/100g) moze se objasniti samim postupkom
dobijanja ekstrakta. Komercijalni ekstrakt iz spora G. lucidum koji je okarakterisan
niskim sadrzajem ukupnih polisaharida (27,6 g/100g), dobijen je postupkom ekstrakcije
vrelom vodom i taloZenjem sa 96% etanolom. Kod ekstrakta spora koji je dobijen u
laboratoriji posle ekstrakcije vrelom vodom i alkoholne precipitacije ekstrakt je dodatno
ispran 70% etanolom i dijalizovan, nakon ¢ega je ponovljena alkoholna precipitacija.
Poredenjem ukupnog sadrzaja proteina i fenola u oba ekstrakta, utvrdeno je da se u
komercijalnom ekstraktu nalazi oko 20 puta veca koli¢ina fenolnih jedinjenja i oko 3
puta veéi sadrzaj proteina, tabele 4.2. i 4.8. Dodatno ispiranje ekstrakta alkoholom i
dijaliza uklonili su molekule nizih molekulskih masa iz ekstrakta i time omogucili
koncentrovanje polisaharida vecih molekulskih masa (>10 kDa). Razli¢it sadrzaj
polisaharida u ispitivanim ekstraktima moze da bude posledica razli¢itih uslova
(spoljasnjih i nutritivnih) u kojima su uzgajane gljive (Jong i Birmingham, 1992;
Minato et al., 1999; Minato et al., 2001).

Tabela 4.8. Ukupan sadrzaj polisaharida, glukana, o- i f-glukana, fenola i proteina u
polisaharidnim ekstraktima dobijenim iz plodonosnih tela gljiva G. applanatum, G.
lucidum, L.edodes, T. versicolor i G. lucidum spora, nakon dijalize

G. lucidum

G. applanatum | G. lucidum L. edodes T. versicolor
spore

Ukupan sadrzaj

b
polisaharida (g/100g) 635+12D 566+07E | 782+x17C | 839+09A | 823+14B

Ukupan 224+05E 47,1+06B | 426+02C | 363+0,7D | 582+05A

Sadrzaj
glukana o 6,4+04B 57+01C 1,4+02E 29+0,1D 10,8+ 0,3 A

(9/1009)
B 16,0+ 0,5D 414+14B| 412+058B 334+08C | 474+£0,7A

Ukupan sadrzaj

fenola (g/100g) 47+02A 33+02B 1,2+0,0D 18+01C 03+0,0E

Ukupan sadrzaj

proteina (g/100g) 39+048B 2,7+£03C 52+01A 39+03B 09+01D

Sve vrednosti su izrazene u odnosu na suvu masu ekstrakta. Podaci predstavaljaju srednje
vrednosti * standardne devijacije (n=3)

Unutar istog reda, srednje vrednosti obeleZene razliGitim slovima se statisticki znacajno
razlikuju, p<0.05, ANOVA, Fisher's LSD
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Ukupan sadrzaj glukana u odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida nalazi se u
granicama od 35% za ekstrakt dobijen iz gljive G. applanatum do 83% za ekstrakt iz
plodonosnih tela G. lucidum, tabela 4.8. Razlika u ukupnom sadrzaju glukana za
ispitivane ekstrakte bila je statisticki znacajna, p<0,05.

Sadrzaj a-glukana u ispitivanim ekstraktima je znac¢ajno manji u odnosu na sadrzaj
B-glukana i nalazio se u opsegu od 1,4 do 10,8 g/100g izraCunato na suvu masu
dijalizovanog polisaharidnog ekstrakta. Sadrzaj a-glukana izrazen na suvu masu gljiva
nalazio se u granicama od 0,01 g/100g kod ekstrakta gljive G. applanatum do 0,08
0/100g kod ekstrakta spora G. lucidum, tabela 4.7.

Ukupan sadrzaj p-glukana bio je u opsegu od 16,0 do 47,4 g/100g izrac¢unato na
suvu masu polisaharidnih ekstrakata, odnosno od 0,04 do 0,8 g/100g na suvu masu celih
gljiva, tabele 4.7.14.8.

4.2.2.3. UKUPAN SADRZAJ PROTEINA

Ukupan sadrzaj proteina u polisaharidnim ekstraktima iz plodonosnih tela G.
applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora G. lucidum prikazan je u tabeli
4.8. Procenat (%) proteina u odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida u ekstraktima gljiva
G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor bio je 6,1 £ 0,2, 48 £ 0,1, 6,6 +
0,1, 4,6 £ 0,3. Za ekstrakt dobijen iz spora G. lucidum iznosio je 1,1 £ 0,1 % .

Ukupan sadrzaj proteina izraCunat na suvu masu gljive bio je 0,01 g/100g kod
ekstrakta plodonosnih tela G. applanatum, G. lucidum i spora G. lucidum, tabela 4.7. Za

ekstrakte gljiva T. versicolor i L. edodes iznosio je 0,09 i 0,10 g/100g.

4.2.2.4. UKUPAN SADRZAJ FENOLA

Ukupan sadrzaj fenola u polisaharidnim ekstraktima nakon dijalize i ponovljene
alkoholne precipitacije, izrazen na suvu materiju ekstrakata i suvu materiju gljiva,
prikazan je u tabelama 4.7.1 4.8.

Nakon dijalize (> 8-10 kDa) i alkoholne precipitacije fenolne komponente su i dalje

bile prisutne u polisaharidnim ekstraktima.
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Procenat ukupnih fenola u odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida u ekstraktima
gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora G. lucidum (lab.
ekstrakt) bio je 7,4 £0,3,5,8+0,1,1,5+0,1,2,1+ 0,2 i0,4 £ 0,0%.

4.2.2.5. FT-IR SPEKTROSKOPIJA

FT-IR spektri polisaharidnih ekstrakata iz gljiva G. applanatum (Ga), G. lucidum
(GI), L. edodes (Le), T. versicolor (Tv) i spora G. lucidum (GlI-s) prikazani su na
slikama 4.13. 1 4.14.

FT-IR spektar polisaharidnog ekstrakta koji je izolovan iz gljive L. edodes (slika
4.13) pokazuje karakteristi¢nu Siroku kompleksnu apsorpcionu traku u oblasti 3000 cm”
1. 3500 cm™ koja odgovara valentnim vibracijama O-H grupa kao i simetri¢nim i
asimetriénim vibracijama istezanja N-H veza. Traka na 1020 cm™ pripisuje se valentnim
vibracijama C-O-C veza, dok je traka izmedju 1000-1100 cm™, odnosno na 1080 cm™
karakteristina za prisustvo [ glukana, odnosno B-supstituisanih glukoznih ostataka
(Mathlouthi i Koenig, 1986; Stone i Clarke, 1992). Prisustvo male koli¢ine proteina u
ispitivanom uzorku moze se uociti na osnovu karakteristicnih traka na 1635 cm'l, 1520
cm™ i 1412 cm™ kao i trake u regionu 3000 cm™ — 3500 cm™. Intenzivna traka na 1635
cm™ preklapa se sa apsorpcijom aromata (Harki et al., 1997), najverovatnije polifenola
(C=C i C=0 vibracije istezanja), §to bi bila indikacija za prisustvo pigmenta, na $ta
ukazuje i traka na 1519 cm™ koja takodje poti¢e od aromata. Traka na 1407 cm™ potice
od alifati¢nih grupa.

Spektar polisaharida izolovanih iz gljive T. versicolor pokazuje apsorpcionu traku na
1155 cm™ koja je karakteristi¢na za B-glikozidne veze. Traka na 1024 cm™ uslovljena je
C-O vibracijama istezanja dok je slaba traka na 890 cm™ specifi¢na za p-glikozidnu
vezu. Prisustvo amidnih traka na 1636 cm™ i 1411 cm™ ukazuje na prisustvo manje
koli¢ine proteina. Intenzivna traka na 1636 cm™ (region 1650 cm™-1600 cm™) je
indikativna takode za aromaticne C=C grupe koje su konjugovane sa C=0 i/ili COO
grupama (MacCarthy i Rice, 1985), dok relativno jasna, ali i kompleksna traka u oblasti
1410 cm™-1310 cm™ korespondira sa OH grupama fenolnih jedinjenja. OStra, manje
intenzivna traka na 2922 cm™ potice od vibracija istezanja metilenskih (CH,) grupa iz
primarnih alkoholnih grupa na Cgs u heksopiranoznim monomernim jedinicama

polisaharida. Siroka, jaka traka na 3000 cm™-3500 cm™ rezultat je valentnih vibracija
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OH grupa koje ucestvuju u formiranju razli¢itih po jacini vodoni¢nih veza, kao i
valentnih vibracija N-H grupa.

FT-IR polisaharidnog ekstrakta iz gljive G. applanatum sadrzi jednu apsorpcionu
traku na 1155 cm™ i slabu traku na 890 cm™ koje su pripisane B-glikozidnoj vezi, kao i
traku na 920 cm™ koja se odnosi na a-glikozidnu vezu. Pored §iroke kompleksne trake
na 3000 — 3500 cm™ koja se odnosi na OH vibracije istezanja kao i na N-H valentne
vibracije i trake na 2924 cm™ karakteristi¢ne za metilenske CH, grupe, ovaj spektar
pokazuje apsorpcione trake u oblasti 1690-1750 cm™ (intenzivna traka na 1740 cm™
karakteristicna za uronske Kkiseline) koje ukazuju na prisustvo slobodnih ili
esterifikovanih C=0 grupa kao strukturnih komponenti jednog (ili vise) polisaharida

koji se nalaze u ispitivanom ekstraktu. Mala koli¢ina proteina je takodje prisutna, $to se
1

moze videti po Kkarakteristicnoj apsorpciji na 1639 cm™ Ova intenzivna traka
preklopljena je sa odgovarajuéom C=C trakom aromati¢nih jedinjenja koja potice od
pigmenata prisutnih u ovom polisaharidnom ekstraktu. Traka na 2856 cm™ ukazuje na

prisustvo alifati¢nih C-H vibracija fenolnih pigmenata.
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Slika 4.13. FT-IR spektri polisaharidnih ekstrakata dobijenih iz plodonosnih tela gljive G. applanatum (Ga), G.
lucidum (GI), L.edodes (Le) i T. versicolor (Tv). FT-IR apsorpcione trake, vibracije istezanja (cm™), (stretching
vibration-str): 3000-3500 str za O-H i N-H; 2920-2930 str za asimetri¢ne (CH,); 2950-2850 str za alifati¢ne (C-H);
1690-1750 str slobodnih i esterifikovanih (C=0) grupa; 1600-1650 str za aromati¢éne Amide I, C=0 i C=C; 1520-
1410 str za Amide 1l (CN vibracije, NH istezanje); 1410-1400 str alifati¢nih C-C lanaca; 1410-1310 str za OH grupe
fenola; 1200-900 finger prints za ugljene hidrate, 1155 -1150 str za C-O-C; 1080 str za B-glukane; 1020 str za C-O;

920 str a-glikozidne veze; 890 str B- glikozidne veze
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Spektar polisaharida izolovanih iz gljive G. lucidum pokazuje karakteristi¢an pik na
oko 890 cm™ koji ukazuje na B-orijentisanu C;-H vezu kao i traku na 1080 cm™ koja
ukazuje na B-vezane glukopiranozne veze. Traka na 1032 cm™ odnosi se na -
glikozidne veze. Karakteristi¢na traka koja se odnosi na O-H valentne vibracije nalazi
se na 3000-3500 cm™, dok se traka na 2922 cm™ odnosi na CH, grupe primarnih
alkoholnih grupa monosaharidnih jedinica medjusobno povezanih glikozidnim vezama.
Mala koli¢ina proteina uocava se na osnovu karakteristicne apsorpcione trake na 1635
cm™. Ova relativno intenzivna traka se preklapa sa C=C vibracijama istezanja
aromati¢nih jedinjenja koja poti¢u od pigmenata. Trake izmedju 2950 cm™ i 2850 cm™
koreliraju sa frekvencijama istezanja alifati¢nih C-H grupa. Dodatno, pik na 1407 cm™

takodje potice od alifati¢nih grupa.

Gl-s

% Transmittance

EEHHEEEE’EEﬁ

3000 2000 1000
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Slika 4.14. FT-IR spektar polisaharidnog ekstrakta dobijenog iz spora
gljive G. lucidum (Gl-s)

FT-IR spektar dijalizovanog polisaharidnog ekstakta izolovanog iz spora G. lucidum
takodje pokazuje izgled tipican za polisaharide sa sli¢nim strukturnim karakteristikama,
slika 4.14. Spektar sadrzi pik na 920 cm™ karakteristidan za o-glikozidne veze kao i pik
na 1080 cm™ koji ukazuje na prisustvo B-glukozidnih veza, dok se pik na 1155 cm™
odnosi na vibracije istezanja C-C veza i C-O-C veza glikozidno vezanih heksopiranoza.
Traka na 2925 cm™ odnosi se na vibracije CH, grupa. Siroka apsorpciona traka u oblasti

3000-3500 cm™ karakteristi¢na je za OH valencione veze kao i N-H i vodoni&ne veze,

dok trake na 1639 cm™ i 1242 cm™ ukazuju na prisustvo manje koli¢ine proteina u
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ispitivanom uzorku. Traka koja se odnosi na proteine na 1639 cm™ (1650 cm™-1600 cm’
1) preklopljena je sa trakom karakteristicnom za C=C veze u aromati¢nim jedinjenjima.
Apsorpciona traka na oko 1400 cm™ karakteristi¢na je za alifati¢ni niz, dok trake u
oblasti 1410 cm™-1310 cm™ ukazuju na prisustvo OH grupa u fenolnim jedinjenjima,
Sto ukazuje da su u ispitivanom polisaharidnom ekstraktu, pored manje koli¢ine
proteina, prisutni i pigmenti.

FT-IR analiza dijalizovanih polisaharidnih ekstrakata iz gljiva L. edodes, T.
versicolor, G. applanatum, G. lucidum i spora G. lucidum potvrdjuju spektralni obrazac
tipican za polisaharide koji poseduju sli¢ne strukturne karakteristike. Medjutim, ovi
spektri takodje sadrze dodatne, relativno intenzivne trake, koje se nalaze u regionu
izmedju 1620 cm™ i 1650 cm™, koje ukazuju na prisustvo proteina kao i C=C
aromati¢nih jedinjenja koja poti¢u od pigmenata. Trake u oblasti 1410 cm™ -1310 cm™
ukazuju na prisustvo OH grupa u fenolnim jedinjenjima, dok se trake koje se nalaze
izmedju 2950 cm™ i 2850 cm™ kao i trake oko 1405 cm™ odnose na vibracije
alifati¢nih grupa.

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

4.2.2.6. ELEMENTALNA ORGANSKA MIKROANALIZA

Ukupan sadrzaj azota (N), ugljenika (C) 1 kiseonika (O) u polisaharidnim ekstraktima
iz plodonosnih tela gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora

G. lucidum prikazan je u tabeli 4.9.
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Tabela 4.9. Elementalna organska mikroanaliza polisaharidnih ekstrakata

Ekstrakt N (g/100g) C (9/1009) H (9/1009)
G. applanatum 0,56 37,98 6,87

G. lucidum 3,83 40,68 6,84

L. edodes 2,20 38,30 7,21

T. versicolor 1,16 39,94 7,22

G. lucidum spore 0,40 38,63 6,76
(lab.)

'Svi rezultati odredivanja su srednje vrednosti dva nezavisna odredivanja

SadrZzaj proteina izraCunat iz vrednosti sadrzaja ukupnog N za polisaharidne

ekstrakte iz plodonosnih tela gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor

i spora G. lucidum, kada su kori$é¢ene vrednosti od 4,38 i 4,70 za NP faktor prikazane su

u tabeli 4.10.

Tabela 4.10. Sadrzaj proteina u ispitivanim ekstraktima na osnovu rezultata
elementalne analize

Ekstrakt ? Sadrzaj proteina (2/100g) | ° Sadrzaj proteina (g/100g)
G. applanatum 2,45 2,63
G. lucidum 16,78 18,00
L. edodes 9,64 10,34
T. versicolor 5,08 5,45
G. lucidum spore (lab.) 1,75 1,88

a: vrednost NP=4,38; b: NP=4,70

Poredenjem dobijenih vrednosti za sadrzaj proteina na osnovu rezultata elementalne

analize sa ukupnim sadrzajem proteina dobijenim Bradfordovom metodom, tabela 4.8.,
moze se zakljuciti da su vrednosti znatno viSe, osim u slu¢aju polisaharidnog ekstrakta
iz gljive G. applanatum, koja je bila manja. Najmanji sadrzaj elementarnog N bio je u
ekstraktu spora G. lucidum. U ovom ekstraktu je pronadena najmanja koli¢ina ukupnih

proteina i fenola u odnosu na druge ispitivane uzorke.
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Rezultati su jo§ jednom potvrdili ¢injenicu da je iz ukupnog sadrzaja N teSko odrediti
ukupan sadrzaj proteina u polisaharidnim ekstraktima gljiva. Rezultati dobijeni
elementalnom analizom ukazuju na prisustvo N neproteinske prirode.

4.2.2.7. SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Na mikrografijama polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih tela gljiva G.
applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i G. lucidum spora snimljenim SEM—
om, moze se uociti razli¢ita povrSinska morfologija ekstrakata koja je uslovljena
razli¢itom strukturom polisaharida, kao i njihovim interakcijama sa proteinima i

fenolima koji su prisutni u ekstraktima, slike 4.15-4.19.

1367 X20,0007%

Slika 4.15. SEM mikrografija polisaharidnog ekstrakta iz plodonosnih tela gljive T. versicolor,
uvecanju 1000, 3500, 10000 i 20000 puta

Doktorska disertacija, Maja S. Kozarski 88



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Na osnovu SEM mikrografija polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih tela gljiva G.
lucidum (slika 4.18.) i G. applanatum (slika 4.16., uve¢anje 10000 i 20000) potvrdena je
njihova porozna, mrezasta struktura, $to bi, pored interesantnih antioksidativnih osobina
ovih ekstrakata (poglavlje 4.3) moglo da uti¢e na njihovu potencijalnu primenu u

prehrambenoj industriji kao agenasa za zgusnjavanje, odnosno geliranje.
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Slika 4.16. SEM mikrografija polisaharidnog ekstrakta iz gljive G. applanatum,
uvecanju 1000, 3500, 10000 i 20000 puta
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2, A
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Slika 4.17. SEM mikrografija polisahardinog ekstrakta iz plodonosnih tela gljive L.
edodes, uve¢anju 1000, 3500, 10000 i 20000 puta
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Slika 4.18. SEM mikrografija polisaharidnog ekstrakta iz plodonosnih tela gljive G.
lucidum, uvecanju 1000, 3500, 10000 i 20000 puta
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Slika 4.19. SEM mikrografija polisaharidnog ekstrakta iz spora gljive G. lucidum,
uvecanju 1000, 3500, 10000 i 20000 puta
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4.2.2.8. TECNA HROMATOGRAFIJA ISPITIVANIH UZORAKA HIDROLIZATA
POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA

Na osnovu LC/MS analize uzoraka hidrolizata polisaharidnih ekstrakata iz
polodnosnih tela gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora G.
lucidum moze se sa sigurnosc¢u tvrditi da svi uzorci sadrze u najvecoj koli¢ini glukozu.
U uzorcima je potvrdeno prisustvo galaktoze, manoze, kao i ksiloze i1 fukoze u manjim
koli¢inama. Kod polisaharida gljive G. applanatum pronadena je arabinoza u tragovima.
Joni koji odgovaraju drugim utvrdenim jedinjenjima nisu nadeni u masenim

hromatogramima analiziranih uzoraka.

4.2.2.9. PLANARNA HROMATOGRAFIJA

Nakon analize hidrolizovanih  polisaharidnih  ekstrakata PC i TLC
hromatografijom, u poredenju sa standardima, utvrdeno je da svi uzorci sadrze veliku
koli¢inu D-glukoze, dok je u znatno manjoj koli¢ini bila prisutna D-galaktoza i u
tragovima D-manoza, D-ksiloza i D-fukoza. D-ramnoza i D-arabinoza su bile prisutne u
tragovima u hidrolizatu gljive G. applanatum (slika 4.20.). Komponente veoma slabe
pokretljivosti oznafene su kao parcijalno, o0dnosno delimi¢no hidrolizovani
polisaharidni molekuli. Mala koli¢ina disaharida je bila vidljiva u zoni pokretljivosti
koja odgovara ovim komponentama. U hidrolizatu ekstrakta G. applanatum potvrdeno
je prisustvo male koli¢ine uronskih kiselina (slika 4.20.). Prisustvo uronskih kiselina

nije potvrdeno u drugim ekstraktima.
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Slika 4.20. TLC hidrolizata polisaharidnog ekstrakta iz plodonosnih tela gljive G.

applanatum (Ga) i ekstrakta iz plodonosnih tela gljive G. lucidum (Gl) i spora G.
lucidum (GI-s)
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4.2.2.10. NMR SPEKTROSKOPIJA

'H-NMR spektri hidrolizovanih uzoraka polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih
tela gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora G. lucidum

prikazani su na slikama 4.21. i 4.22.
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Slika 4. 21. *H-NMR spektri hidrolizovanih uzoraka polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih
tela gljiva G. applanatum (Ga), G. lucidum (GI), L. edodes (Le) i T. versicolor (Tv) sa
obeleZenim anomernim H identifikovanih $ecera (signali obeleZeni * poti¢u od standarda-DSS)
Hemijska pomeranja H(1) u NMR spektrima: Glc, -5,22 (d, J=3,7Hz), $-4,63 (d, J=7,9); Gal,
-5,25 (d, J=3,8), B-4,54 (d, J=7,9); Xyl/Fuc, -5,19 (d, J=n.d.), B-4,57 (d, J=7,9); Man, -5,17
(d, J=1,7), B-4,88 (d, J=1,1). Hemijska pomeranja izrazena su u ppm, konstanta kuplovanja (J) u

Hz, d znadi dublet; n.d.-nije detektovano
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Slika 4.22. "H-NMR spektar hidrolizovanog polisaharidnog ekstrakta iz spora gljive G.

lucidum (Gl-s) sa obelezenim anomernim H identifikovanih $ecera

Monosaharidne komponente su identifikovane i kvantifikovane na osnovu njihovih H
(1) signala, tabela 4.11.

Tabela 4.11. Kvantitativni odnos monosaharida u hidrolizovanim polisaharidnim ekstraktima
iz plodonosnih tela gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i
spora G. lucidum u *H-NMR spektrima

Seceri o/p

ekstrakt Glc Gal Xyl+Fuc Man
G. applanatum 1°/1,5 0,1/0,07 °/0,23 0,34/0,17
G. lucidum 1/1,35 0,1/0,04 ®/0,18 0,03
L. edodes 1/1,7 0,09/0,07 °/0,2 0,09/0,05
T. versicolor 1/1,3 0,05/0,06 ®/0,08 0,08/°
G.lucidum spore 1/1,5 0,06/0,02 - 10,12 0,08/0,04

#H(1)-integral signala a-Glc je kalibrisan kao 1 (referentna vrednost)
®signali a-oblika su veoma slabi, u B-obliku preovladuje fukoza
¢ signal veoma slab, preklopljen sa HDO
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Prema ovim podacima, D-Glc (B-anomer) dominira u sva Cetiri hidrolizata. Slabi
signali D-Man, D-Fuc (+ Xyl) i D-Gal bili su prisutni u svim spektrima. Man je u
najvecoj koli¢ini prisutna kod polisaharida iz gljive G. applanatum (tabela 4.11.), dok
su u spektrima hidrolizata polisaharida iz plodonosnih tela gljive G. lucidum signali
manoze veoma slabog intenziteta. Kod sva cetiri spektra hidrolizata postoje veoma
sli¢ni signali u aromati¢nim regionu (9,5-6,5 ppm). Njihovi intenziteti su manji od 5%
za ekstrakte gljiva T. versicolor, L. edodes i G. lucidum i oko 8% za ekstrakt gljive G.
applanatum, u poredenju sa referentnim signalom o-Glc, slike 4.21. i 4.22. Intenzitet
signala u aromati¢énom regionu kod hidrolizata spora gljive G. lucidum je manji od 1%.
Na svim spektrima prisutne su i alifaticne, neSe¢erne komponente (signali na 1-3 ppm

na 'H-spektru) u tragovima.

4.3. ANTIOKSIDATIVNA SVOJSTVA

Za merenje antioksidativne aktivnosti ispitivanih ekstrakata gljiva, in vitro, kori$¢ene
su metode koje odgovaraju razli¢itim nivoima antioksidativne aktivnosti. Sposobnost
hvatanja slobodnih radikala pra¢ena je u sistemu sa 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikalima, u model sistemu linoleinske kiseline prac¢ena je inhibicija peroksidacije
lipida, posmatrana je sposobnost redukcije feri (Fe®*") jona. Takode je ispitivana
sposobnost heliranja fero (Fe**) jona. Smanjenje koncentracije fero jona ima zastitnu
ulogu u procesima oksidativnih oStecenja (Meir et al., 1995).

Antioksidativna svojstva su praena u dve nezavisne grupe -ekstrakata: |-
polisaharidni ekstrakti dobijeni vrelom vodenom ekstrakcijom i alkoholnom
precipitacijom i ll-ekstrakti koji su nakon alkoholne precipitacije dodatno prec¢isé¢eni
dijalizom (MWCO: 8000-10000).
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4.3.1. ANTIOKSIDATIVNA SVOJSTVA POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA
DOBIJENIH VODENOM EKSTRAKCIJOM

4.3.1.1. SPOSOBNOST HVATANJA SLOBODNIH DPPH RADIKALA

U prisustvu antioksidansa koji ima sposobnost protonovanja, dolazi do redukcije
DPPH slobodnih radikala (tamnoljubiCasta boja rastvora) i nastanka neradikalskog
oblika DPPH-H, uz obezbojavanje ispitivanog rastvora i snizavanje apsorbance (Gulcin
et al, 2003).

U koncentracijama od 0,1 do 10 mg/mL, sposobnost hvatanja slobodnih DDPH
radikala polisahardnih ekstrakata plodonosnih tela gljiva A. bisporus, A. brasiliensis, P.
linteus 1 spora G. lucidum (komercijalni ekstrakt) bila je u slede¢em opsegu,
respektivno: 12,3-75,5%, 44,7-66,6%, 58,8-94,55% i 77,9-86,9%, slika 4.23.
Sposobnost hvatanja DPPH u ispitivanom opsegu koncentracija, za pozitivne kontrole
BHT, askorbinsku kiselinu i a-tokoferol bila je izmedu 1,1-55,2%, 80,6-87,6% i 79,9-
78,4%. Pri koncentraciji od 5 mg/mL sposobnost redukcije slobodnih radikala se za
ispitivane ekstrakte i pozitivne kontrole smanjivala slede¢im redosledom: G. lucidum >
P. linteus > askorbinska kiselina > a-tokoferol = A. bisporus > A. brasiliensis > BHT.

Polisaharidni ekstrakti dobijeni ekstrakcijom vrelom vodom gljive Ganoderma
tsugae (plodonosnih tela, micelijuma i filtrata dobijenog submerznim gajenjem), pri
koncentraciji od 5 mg/mL pokazuju sposobnost hvatanja DPPH radikala izmedu 36,4-
58,4 % (Tseng et al., 2008). Pri koncentraciji od 20 mg/mL, sposobnost hvatanja DPPH
radikala se povecala od 93,7 do 100%, osim u slucaju polisaharida dobijenih iz
fermentacionog filtrata, 74,9% (Tseng et al., 2008).

Polisaharidni ekstrakti dobijeni termickim tretmanom vrelom vodom gljiva A.
bisporus, A. brasiliensis, G. lucidum i P. linteus pokazali su se kao dobri hvataci
slobodnih radikala in vitro, zbog ¢ega mogu da deluju kao primarni antioksidansi koji
poseduju sposobnost da prekinu lanc¢anu reakciju radikalskog tipa (Goldfarb, 1999),
reagujuci sa slobodnim radikalima (Gordon, 1990). Rezultati ukazuju da antioksidativna
aktivnost polisaharidnih ekstrakata potice od sposobnosti predavanja protona

komponenti ekstrakata visoko reaktivnim DPPH radikalima.
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Slika 4. 23. Sposobnost hvatanja DPPH radikala polisaharidnih ekstrakata plodonosnih
tela gljiva A. bisporus, A. brasiliensis, P. linteus i spora G. lucidum
(komercijalni ekstrakt). Podaci predstavaljaju srednje vrednosti +

standardne devijacije (n=3)

4.3.1.2. INHIBICIJA PEROKSIDACIJE LIPIDA

Proces peroksidacije lipida je osnovni uzrok kvarenja hrane i direktno uti¢e na boju,
ukus, teksturu i hranljivu vrednost. Oksidativna modifikacija lipoproteina male gustine
(low-density lipoproteins LDLs) ima sustinsku ulogu u razvoju procesa ateroskleroze. U
kom pravcu ¢e se odvijati oksidativna modifikacija zavisi od po¢etnog procesa (koraka)
u peroksidaciji polinezasi¢enih masnih kiselina prisutnih u LDL sistemu (Puttaraju et
al., 2006).

Polisaharidni ekstrakti pokazali su razli¢ito ponaSanje u procesu inhibicije
peroksidacije lipida u model sistemu linoleinske kiseline za ispitivani opseg

koncentracija od 0,1-20 mg/mL, slika 4.24. Sposobnost inhibicije polisaharidnih
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ekstrakata spora gljive G. lucidum i plodonosnih tela P. linteus povecavala se sa
porastom koncentracije od 0,1 do 10 mg/mL i dostigla je maksimum od 72,9-77,2% i
77,0-83,4% pri koncentracijama ekstrakata od 10 do 20 mg/mL. Polisaharidni ekstrakti
gljiva A. bisporus i A. brasiliensis ispoljili su stalni porast inhibicije peroksidacije
linoleinske kiseline sa poveéanjem koncentracija do 20 mg/mL, 46,3% i 69,2%.
Sposobnost inhibicije askorbinske kiseline i a-tokoferola na 20 mg/mL iznosila je 63,8
% i 65,4%. Tokoferol je ispoljio veci procenat inhibicije pri nizim koncentracijama,
slika 4.24.

100 -~

—>—Askorbinska
kiselina

—{—¢-tokoferol

—X—A.bisporus

—- A brasiliensis

Inhibicija peroksidacije (%0)

—0—G.lucidum
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Slika 4. 24. Dejstvo polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih tela gljiva A. bisporus, A.
brasiliensis, P. linteus i spora G. lucidum na inhibiciju lipidne
peroksidacije u model sistemu linoleinske kiseline. Podaci predstavaljaju
srednje vrednosti * standardne devijacije (n=3)
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4.3.1.3. REDUKCIONA SVOJSTVA

Redukcija Fe** jona se veoma Gesto koristi kao pokazatelj sposobnosti doniranja
elektrona ispitivanih supstanci. U prisustvu antioksidansa dolazi do redukcije Fe** u
Fe?*. Povecanje izmerene apsorbance ukazuje na povecanje reduktivne sposobnosti

(Adesung et al., 2007).

Merenjem reduktivne sposobnosti ispitivanih ekstrakata uocena su dva modela
ponasanja, slika 4. 25. Polisaharidni ekstrakti iz gljiva A. bisporus i A. brasiliensis
pokazali su stalni porast reduktivne sposobnosti sa povecanjem koncentracije do 20
mg/mL. Pri ovoj koncentraciji izmerena je Azqp 0d 0,66 i 2,76, respektivno. Reduktivna
sposobnost polisahardinih ekstrakata gljiva G. lucidum i P. linteus rasla je sa
povecenjem koncentracija od 0,1 do 5 mg/mL i dostigla je svoj maksimum Az na
vrednostima od 3,01-3,14 i 3,14-3,11 u opsegu koncentracija od 5 do 20 mg/mL. Kod
askorbinske kiseline maksimalna vrednost reduktivne sposobnosti postignuta je pri 1
mg/mL. Daljim porastom koncentracija njena reduktivna sposobnost se nije menjala,
slika 4. 25. Pri koncentraciji od 5 mg/mL reduktivna sposobnost ispitivanih ekstrakata i
askorbinske kiseline bila je u sledecem odnosu: askorbinska kiselina ~ P. linteus ~ G.
lucidum > A. brasiliensis > A. bisporus. Visoka reduktivna sposobnost polisaharidnih
ekstrakata gljiva G. lucidum i P. linteus pri koncentraciji od 5 mg/mL ukazuje na visok
potencijal doniranja vodonika prisutnih komponenti u polisaharidnim ekstraktima
(Adesung et al., 2009).
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Slika 4.25. Sposobnost redukcije polisaharidnih ekstrakata plodonosnih tela gljiva A.
bisporus, A. brasiliensis, P. linteus i spora G. lucidum. Podaci predstavaljaju
srednje vrednosti + standardne devijacije (n=3)

4.3.1.4. SPOSOBNOST HELIRANJA JONA GVOZPA

Fero joni su snazni pro-oksidansi. Trovanje gvozdem, odnosno pojava hemosideroze
(nagomilavanja gvozda u srcu, jetri, pankreasu, povecan nivo u krvi), povezano je sa
povecanim rizikom od o$teCenja organa koja su prouzrokovana slobodnim radikalima
kao i od nastanka tumora. Sposobnost gvozda da inicira stvaranje slobodnih radikala iz
peroksida, Fentonovom reakcijom, moze da bude uzrok nastanka kardiovaskularnih
oboljenja. Ovako nastali slobodni radikali dovode do oSteéenja lipoproteina male
gustine (LDL), Sto kasnije dovodi do nakupljanja masnih naslaga i oSte¢enja zidova
arterija i srCanog miSi¢a. Helaciona terapija moze da utie na smanjenje nastalih
Fentonovom reakcijom slobodnih radikala i time da smanji oSteCenja koja su nastala
kod kardiovaskularnih oboljenja (Halliwell i Gutteridge, 1990). Heliraju¢i agensi

uklanjaju gvozde iz tkiva gradenjem rastvornih, stabilnih kompleksa koji mogu lako da
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se ekskretuju iz organizma (Ebrahimzadeh et al., 2009). Nastanak neurodegnerativnih
bolesti kao $to su Parkinsonova i Alchajmerova bolest se takode povezuje sa
nakupljnjem gvozda u centralnom nervnom sistemu.

Ova metoda bazira se na c¢injenici da ferozin kvantitativno formira kompleks crvene
boje sa jonima Fe?*. U prisustvu heliraju¢ih agenasa, formiranje kompleksa se prekida,
a intenzitet crvene boje se smanjuje. Promena boje ukazuje na sposobnost heliranja
ispitivanog jedinjenja i kompetitivno "hvatanje” fero jona pre nego sto to uéini ferozin
(Wong & Chye, 2009).

Merenjem sposobnosti heliranja ispitivani polisaharidni ekstrakti pokazali su

razli¢ito ponaSanje u ispitivanom opsegu koncentracija od 0,1 do 20 mg/mL, slika 4.26.
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Slika 4.26. Sposobnost heliranja gvozda polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih tela
gljiva A. bisporus, A. brasiliensis, P. linteus i spora G. lucidum. Podaci
predstavaljaju srednje vrednosti + standardne devijacije (n=3)

Ekstrakt iz spora G. lucidum ispoljio je maksimalnu helirajucu sposobnost od 85,1%

pri koncentraciji od 1 mg/mL. Ekstrakti gljiva P. linteus i A. brasiliensis postigli su svoj
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maksimum od 77,3 1 91,3 % pri 5 mg/mL. Sa povecanjem koncentracija do 20 mg/mL,
primeceno je smanjenje u sposobnosti heliranja oba ekstrakta. Ker et al., (2005) su u
svojim istrazivanjima potvrdili da koncentracija raspolozivih (slobodnih) hidroksilnih
grupa direktno utice na sposobnost heliranja polisaharida izolovanih iz micelijuma
gljive A. blazei. Smanjenje sposobnosti heliranja pri ve¢im koncentracijama
polisaharida objasnjeno je smanjenjem rastvorljivosti ovih polimera usled poveéanja
vodonié¢nih interakcija izmedu polisaharinih molekula. Smanjenje rastvorljivosti dovodi
do agregacije polisaharida i formiranja malih koloidnih Cestica; inter- i intramolekulske
vodoni¢ne veze dovode do smanjenja raspolozivih slobodnih hidroksilnih grupa, koje
pri niskim koncentracijama ostaju slobodne i dostupne su za heliranje Fe?* jona.
Utvrdeno je da je neophodan broj molova polisaharida potreban za heliranje odredenog
broja molova fero jona inverzno povezan sa veli¢inom polisaharidnih molekula (Ker et
al., 2005).

Sposobnost heliranja polisaharidnog ekstrakta iz gljive A. bisporus povecavala se sa
povecanjem koncentracije, slika 4.26. U ispitivanom opsegu koncentracija helirajuca
sposobnost ekstrakta se kretala u granicama od 6,6-88,2%. Sposobnost heliranja EDTA
bila je u opsegu od 91,6 do 99%. Izmerena sposobnost heliranja gvozda limunske
kiseline nije prelazila 10% po ovoj metodi.

4.3.2. ANTIOKSIDATIVNA SVOJSTVA POLISAHARIDNIH EKSTRAKATA
PRECISCENIH DIJALIZOM

4.3.2.1. SPOSOBNOST HVATANJA DPPH RADIKALA

Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala polisaharidnih ekstrakata izolovanih
iz plodonosnih tela gljiva G. applanatum i T. versicolor povecavala se sa porastom
koncentracija od 0,1 do 1 mg/mL i postigla je svoj maksimum od 77,5-81,9 i 74,7.-
77,5%, na 1-10 mg/mL (slika 4.27). Ekstrakt gljive L. edodes pokazao je najvecu
sposobnost hvatanja radikala od 71,7 % pri 0,1 mg/mL. Sa porastom koncentracije (do
10 mg/mL) doslo je do smanjenja nastanka redukovanog neutralnog DPPH-H oblika.
Kod polisaharidnog ekstrakta gljive G. lucidum zabelezen je maksimum od 94,8% pri

2,5 mg/mL. Pri veéim koncentracijama, utvrdeno je opadanje sposobnosti hvatanja

Doktorska disertacija, Maja S. Kozarski 104



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

slobodnih radikala. Isto ponasanje je primeceno i kod vodenog rastvora skroba koji je
uzet za poredenje, slika 4.27. Sposobnost hvatanja slobodnih radikala polisaharidnog
ekstrakta spora gljive G. lucidum (laboratorijski ekstrakt) dostigla je 52,2 % pri najvecoj
koncentraciji (10 mg/mL). Razli¢ito ponasanje ispitivanih polisaharidnih ekstrakata
moze se objasniti strukturnom raznoliko$¢u komponenti ekstrakata, razli¢itom
strukturom polisaharidnih molekula (Ker et al., 2005), razli¢itim sastavom i koli¢inom
prisutnih fenolnih komponenti. Lo et al., (2011) potvrdili su direktnu vezu izmedu
monosaharidnog sastava, konformacije bo¢nih lanaca i sposobnosti hvatanja DPPH
radikala polisaharida izolovanih iz filtrata submerznim gajenjem gljive L. edodes.
UocCeno je da prisustvo glukopiranoznih jedinica medjusobno povezanih [-(1,6)-
glikozidnim vezama i arabinoze vezane (1,4)-vezama u bo¢nim lancima znacajno utice
na sposobnost hvatanja radikala. Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala
amilopektina i skroba u posmatranom opsegu koncentracija kretala se od 30,3-41,8% i
30,2-26,6%, respektivno. Galna kiselina je ispoljila znac¢ajno vecu sposobnost hvatanja
radikala u odnosu na ispitivane uzorke, od 82,5-90,3%. Polisaharidni ekstrakt spora
okarakterisan kao uzorak sa najmanjim udelom nepolisaharidnih komponenti (% fenola
u odnosu na sadrzaj polisaharida 0,4; % proteina - 1,1; poglavlje 4.2.2.) pokazao je
najmanju sposobnost hvatanja radikala u poredenju sa ostalim ekstraktima, Sto ukazuje
na ulogu ostalih komponenti, prvenstveno fenolnih jedinjenja, prisutnih u
polisaharidnim ekstraktima u ovom procesu.

U ispitivanom opsegu koncentracija, sposobnost hvatanja DPPH radikala za
pozitivne kontrole BHT, askorbinsku kiselinu i a-toferol bila je 1,1-55,2%, 80,6-87,6% i
79,9-78,4%, slika 4.23.
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Slika 4.27..Sposobnost  hvatanja DPPH radikala polisaharidnih  ekstrakata iz
plodonosnih tela gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor
I spora G. lucidum (laboratorijski ekstrakt). Podaci predstavaljaju srednje
vrednosti + standardne devijacije (n=3)

4.3.2.2. INHIBICIJA PEROKSIDACIJE LIPIDA

Ispitivani polisaharidni ekstrakti ispoljili su razli¢ito ponasanje u prevenciji
peroksidacije linoleinske kiseline, slika 4.28. Stepen inhibitorne aktivnosti ekstrakta
gljive G. applanatum rastao je sa porastom koncentracija od 0,1 do 5 mg/mL i dostigao
je maksimum od 73,9-74,3% pri 5-20 mg/mL. Ekstrakt gljive G. lucidum ispoljio je isto
ponaSanje u inhibiciji peroksidacije; stepen inhibitorne aktivnosti povecavao se od 0,1
do 10 mg/mL, nakon ¢ega je dostigao maksimum od 77,2-77,3% pri koncentracijama od
10-20 mg/mL. Nasuprot tome, ekstrakti gljiva T. versicolor i L. edodes pokazali su
stalni porast inhibitorne aktivnosti do 31,3% i 84,6% pri najvecoj koncentraciji od 20
mg/mL. Inhibitorna aktivnost ekstrakta spora gljive G. lucidum nije prelazila 9%, slika
4.28. Inhibitorna aktivnost skroba bila je 6,5% za koncentraciju od 20 mg/mL.
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Prema Lo et al. (2011), stepen inhibicije peroksidacije lipida u model sistemu
linoleinske kiseline polisaharida izolovanih iz gljive L. edodes kretao se od 14,56% do
58,27%, pri koncentraciji od 1,5 mg/mL. Ustanovljena je visoka korelacija izmedu
sadrzaja pojedinih monosaharidnih jedinica u polisaharidnim ekstraktima i inhibitorne
aktivnosti. Inhibitorna aktivnost se povecavala sa porastom koncentracija manoze i
ramnoze, a smanjivala se sa smanjenjem koncentracija arabinoze i glukoze.

Galna kiselina je ispoljila porast inhibitorne aktivnosti sa pove¢anjem koncentracije
do 10 mg/mL, pri ¢emu je maksimum od 70,5-72,8% postignut na 10-20 mg/mL.

Ekstrakt izolovan iz spora gljive G. lucidum i skrob ispoljili su skoro isto ponaSanje u
spreCavanju  inhibicije  peroksidacije  linoleinske  kiseline.  Nizak sadrzaj
nepolisaharidnih, prvenstveno fenolnih komponenti i dominantan sadrzaj glukoze u
ekstraktu iz spora G. lucidum ukazao je na znacaj nepolisaharinih komponenti ekstrakta
U Ovom procesu.

Inhibitorna aktivnost askorbinske kiseline i a-tokoferola iznosila je 63,8% i 65,4% na
20 mg/mL, slika 4.24.
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Slika 4.28. Dejstvo polisaharidnih ekstrakata plodonosnih tela gljiva G. applanatum,
G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i G. lucidum spora na inhibiciju lipidne
peroksidacije u model sistemu linoleinske kiseline. Podaci predstavaljaju
srednje vrednosti + standardne devijacije (n=3)
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4.3.2.3. REDUKCIONA SVOJSTVA

Polisaharidni ekstrakti plodonosnih tela gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes,
T. versicolor i spora G. lucidum, pokazali su visok potencijal doniranja elektrona u ovoj
metodi, koja se bazira na redukciji Fe*'/fericijanidnog kompleksa u Fe?* oblik u
prisustvu antioksidansa (reduktora) u ispitivanom uzorku, slika 4.29. Ekstrakti gljiva G.
applanatum, T. versicolor i L. edodes ispoljili su konstantno povecanje sposobnosti
redukcije u ispitivanom opsegu koncentracija. Za koncentraciju od 20 mg/mL,
sposobnost redukcije navedenih ekstrakata iznosila je, na osnovu rezultata dobijenih
merenjem Az 3,4, 2,8 i 1,6. Mo¢ redukcije ekstrakta gljive G. lucidum je rasla sa
povecanjem koncentracija od 0,1 do 5 mg/mL i dostigla je maksimum od 3,2-3,4 za
koncentracije od 5-20 mg/mL. Askorbinska kiselina je ispoljila vrednost od 3,5 pri na
20 mg/mL. Tamno plava boja (Perl’s Prussian blue) rastvora posle reakcije sa galnom
kiselinom ukazala je na njenu izuzetno visoku reduktivnu sposobnost. Yen et al. (2002)
potvrdili su da je mo¢ redukcije galne kiseline veca od askorbinske kiseline u opsegu
koncentracija od 0-0,24 mM. Sposobnost redukcije amilopektina bila je izuzetno niska,
0,1 pri koncentraciji od 20 mg/mL. Sposobnost redukcije skroba nije zabelezena.
Polisaharidni ekstrakt spora gljive G. lucidum ispoljio je veoma nisku (poredivu sa
amilopektinom) sposobnost redukcije, slika 4.29.

Shimada et al. (1992) su potvrdili da ksantan i metilceluloza pokazuju zanemarljivo
malu reduktivnu sposobnost u poredenju sa sposobnosc¢u redukcije askorbinske kiseline.
Lo et al. (2011) su takode potvrdili slabu korelaciju izmedu sadrzaja ukupnih
polisaharida i sposobnosti redukcije. Moc¢ redukcije polisaharida izolovanih iz gljive L.
edodes je bila daleko niza od izmerene sposobnosti za askorbinsku kiselinu, butilovani
hidroksianisol (BHA) i limunsku kiselinu.

Dobijeni rezultati ukazuju takode da je visoka sposobnost redukcije ispitivanih
polisaharidnih ekstrakata uslovljena prisustvom nepolisaharidnih komponenti u
ekstraktima, tabela 4.8., koje imaju svojstvo da reaguju sa slobodnim radikalima; da ih

neutraliSu 1 prekinu lan¢anu reakciju.
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Slika 4.29. Sposobnost redukcije polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih tela gljiva G.
applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora G. lucidum. Podaci
predstavaljaju srednje vrednosti + standardne devijacije (n=3)

4.3.2.4. SPOSOBNOST HELIRANJA JONA GVOZPA

Sposobnost heliranja gvozda polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih tela gljiva G.
applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora G. lucidum pri
koncentracijama od 0,1-20 mg/mL bila je od 15,7-89,0%, 11,0-64,6%, 6,8-73,8%, 4,9-
24,9 1 2,1-25,3%, respektivno (slika 4.30). Polisaharidni ekstrakti gljiva G. lucidum i T.
versicolor dostigli su maksimum od 68,9 i 287% pri koncentraciji od 10 mg/mL.
Heliraju¢i efekat EDTA bio je izmedu 91,6-99% za ispitivani opseg koncentracija.
Galna kiselina, skrob i amilopektin nisu ispoljili sposobnost heliranja jona gvozda u
ovoj metodi.

Satoh i Sakagami, (1997) su potvrdili da reakcija galne kiseline sa jonima metala,
kao $to su FeCl;, CuCl, i FeCl,, uti¢e na pojacanu degradaciju galne kiseline, sto
povecava koncentraciju novonastalih radikala ovog jedinjenja. Yen et al. (2002) su

potvrdili da galna kiselina ne ispoljava helirajuci efekat sa fero jonima. Wang et al.,
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(2009) su zakljucili da vodeni ekstrakti dobijeni iz islandskih morskih algi ispoljavaju
vecu sposobnost heliranja gvozda u poredenju sa ekstraktima dobijenim ekstrakcijom sa
70% acetonom. Nije potvrdena korelacija izmedu ukupnog sadrzaja fenola u ovim
ekstraktima i sposobnosti heliranja, Sto sugeriSe na ¢injenicu da su druge prisutne
komponente, polisaharidi, proteini i peptidi bili efikasniji helirajuci agensi.

Nasuprot tome, Budhiyanti et al. (2011), su uodili pozitivnu korelaciju izmedu
sposobnosti heliranja fero jona i ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja ekstrakta celijske
membrane alge Sargassum hystrix. Mo¢ heliranja metalnih jona koju pokazuju fenolna
jedinjenja u funciji je njihove karakteristi¢ne Strukture, broja i polozaja hidroksilnih

grupa, kao $to su to, na primer, orto-dihidroksi fenoli (Khokhar i Apenten, 2003).
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Slika 4.30. Sposobnost heliranja gvozda polisaharidnih ekstrakata plodonosnih tela
gljiva G. applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora
G. lucidum. Podaci predstavaljaju srednje vrednosti + standardne devijacije
(n=3)
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4.3.3. VREDNOSTI EC5y ZA POLISAHARIDNE EKSTRAKTE U
ANTIOKSIDATIVNIM METODAMA

Antioksidativna sposobnost ekstrakata gljiva u ispitivanju hvatanja slobodnih DPPH
radikala, inhibicije peroksidacije lipida, reduktivne sposobnosti i sposobnosti heliranja
fero jona izrazene su pomoéu ECsy (mg/mL) vrednosti koje predstavljaju efektivne
koncentracije polisaharidnih ekstrakata pri kojima se postize 50% antioksidativnih
aktivnosti, tabele 4.12 i 4.13. Manje ECs vrednosti ukazuju na veca antioksidativna

svojstva ekstrakata.

4.3.3.1. VREDNOSTI EC5, ZA POLISAHARIDNE EKSTRAKTE DOBIJENE
VODENOM EKSTRAKCIJOM

Polisaharidni ekstrakti spora gljive G. lucidum (komercijalni ekstrakt) i plodonosnih
tela P. linteus pokazali su veoma dobru sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala.
Njihove ECsp vrednosti bile su < 0,1 mg/mL, tabela 4.12. Dobijene ECsy vrednosti pri
ispitivanju hvatanja DPPH radikala za ekstrakte plodonosnih tela A. brasiliensis i A.
bisporus bile su 0,27 i 2,0 mg/mL. Askorbinska kiselina i a-tokoferol su se potvrdili kao
veoma efikasni hvata¢i DPPH radikala (ECso < 0,1 mg/mL). Ove supstance se danas, u
miligramskim koli¢inama, najée$c¢e koriste kao dodaci hrani. Za BHT, ECs vrednost je
bila 11,86 mg/mL.

Dobijene ECso vrednosti pri ispitivanju sposobnosti inhibicije peroksidacije
linoleinske kiseline ekstrakata izolovanih iz spora G. lucidum i plodonosnih tela P.
linteus i A. brasiliensis bile su 7,07, 7,11 i 13,25 mg/mL. Nije pronadena statisticki
znacajna razlika (p < 0,05) izmedu ECsy vrednosti za ekstrakte gljiva G. lucidum i P.
linteus. VVrednost ECsg za ekstrakt gljive A. bisporus, u kome je pronaden nizak sadrzaj
fenolnih komponenti, bile su preko 20 mg/mL i nisu mogle da se ocitaju, slika 4.24. a-
tokoferol se pokazao kao veoma efikasan agens u procesu inhibicije peroksidacije
linoleinske kiseline (ECsp < 0,1 mg/mL). Izmerena vrednost ECsy za askorbinsku
kiselinu iznosila je 1,64 mg/mL.

Vrednosti ECso pri merenju sposobnosti redukcije polisaharidnih ekstrakata kretale
su se od 0,47 mg/mL za ekstrakt gljive P. linteus do 14,83 mg/mL za ekstrakt gljive A.
bisporus. Razlika u ECs vrednostima za ekstrakte gljiva G. lucidum i P. linteus nije bila

statisticki znacajna (p < 0,05). Askorbinska kiselina se pokazala kao veoma efikasan
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redukujuc¢i agens (ECso < 0,1 mg/mL). Regresionom analizom je potvrdena statisticki
znacajna, veoma visoka pozitivna korelacija izmedu ECs, vrednosti za mo¢ redukcije i
ukupnog sadrzaja glukana (r = 0,963), B-glukana (r = 0,924) i ukupnog sadrzaja
polisaharida (r = 0,691). Vrednosti ECsy su se povecavale sa povecanjem ukupne
koncentracije glukana, B-glukana i polisaharida. Statisticki znac¢ajna umerena negativna
korelacija potvrdena je izmedu ECsg vrednosti i ukupnog sadrzaja proteina (r = -0,635),
Sto moze da bude posledica prisustva reduktivnih amino kiselina cisteina, metionina i
tirozina u proteinima ekstrakata. Korelacija izmedu ECsy vrednosti u sposobnosti
redukcije i sadrzaja ukupnih fenola je bila visoka i statisticki znacajna (r = - 0,744). Sa
povecanjem ukupnog sadrzaja fenola u ekstraktima ECso vrednosti su se smanjivale,
reduktivna mo¢ se povecavala.

Vrednosti ECs u sposobnosti heliranja fero jona polisaharidnih ekstrakata bile su u
rastu¢em redosledu, od 0,59 mg/mL za ekstrakt spora G. lucidum do 7,80 mg/mL za
ekstrakt gljive A. bisporus, tabela 4.12. Razlika u ECso vrednostima za ekstrakte gljiva
G. lucidum i P. linteus nije bila statisticki znacajna (p < 0,05). EDTA je ispoljio
ofekivanu veoma visoku sposobnost heliranja jona gvozda (ECsp < 0,1 mg/mL).
Potvrdena je veoma visoka statisticki znacajna korelacija izmedu dobijenih ECs
vrednosti za sposobnost heliranja i ukupnog sadrzaja glukana (r = 0,967), B-glukana (r =
0,939) i ukupnog sadrZaja polisaharida (r = 0,725). Regresiona analiza pokazala je
umerenu negativnu korelaciju izmedu ECsg vrednosti i sadrzaja ukupnih proteina (r = -
0,606). Ostaci tirozinaza u polisaharidnim ekstraktima mogu da katalizuju oksidaciju
Fe?* i time da uti®u na poveéanje sposobnosti heliranja. Korelacija izmedu ukupnog
sadrzaja fenola u ispitivanim ekstraktima i ECs vrednosti za sposobnost heliranja bila je
visoka negativna i statisticki znacajna (r = - 0,733).

Ekstrakt spora gljive G. lucidum, sa najmanjim sadrzajem polisaharida, ukupnih
glukana i B-glukana (tabela 4.1.) i najve¢im procentom fenola u odnosu na ukupan
sadrzaj polisaharida (20,4%) ispoljio je najvecu sposobnost heliranja, sto je rezultiralo
najnizom vrednosti ECsp. Ekstrakt gljive A. bisporus sa najve¢im sadrzajem ukupnih
polisaharida, ukupnih glukana, B-glukana i najmanjim sadrzajem fenola (0,5%) pokazao

je najmanju sposobnost heliranja gvozda, odnosno najvecu ECsg vrednost.
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Tabela 4.12. VVrednosti ECs polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih tela gljiva A.
bisporus, A. brasiliensis, P. linteus i spora G. lucidum (komercijalni
ekstrakt) u antioksidativnim metodama

ECso® (mg ekstrakta/mL)
A. bisporus A. brasiliensis €. el P. linteus
spore
Sposobnost hvatanja b
DPPH radikala 2,00+0,18 A 0,27+0,02B <0,1 <0,1
ey > 20 1325+030 A 7,07+023B 7,11%0,13B
peroksidacije lipida
Sposobnost 1483+116 A  3,13+014B  067+001C 047+0,03C
redukcije

Sposobnost heliranja

o e 780+0,21 A 2,04+0,58 B 059+0,01C 091+0,18C

® ECs vrednosti: efektivna koncentracija pri kojoj je 50% 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikala prevedeno u redukovani DPPH-H oblik; postignuto 50% inhibicije peroksidacije
linoleinske kiseline; apsorbanca je bila 0,5 za reduktivnu sposobnost; helirano je 50% fero jona.
ECs, vrednosti su dobijene interpolacijom u linearnoj regresionoj analizi.

® Svaka vrednost je izraZena kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3). Unutar istog
reda, srednje vrednosti obelezene razliCitim slovima se statisticki znacajno razlikuju, p<0,05,
ANOVA, Fisher’s LSD

4.3.3.2. VREDNOSTI EC5, ZA POLISAHARIDNE EKSTRAKTE KOJI SU
PRECISCENI DIJALIZOM

Rezultati sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala, inhibicije peroksidacije
lipida, sposobnosti redukcije i heliranja fero jona izrazeni u ECso (Mg ekstrakta/mL)
vrednostima prikazani su u tabeli 4.13.

Polisaharidni ekstrakti plodonosnih tela gljiva G. applanatum i L. edodes pokazali su
veoma dobru sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala. Njihove ECsy vrednosti
bile su < 0,1 mg/mL. ECs vrednosti za ekstrakte iz plodonosnih tela gljiva G. lucidum i
T. versicolor i spora G. lucidum bile su u opsegu od 0,10 do 3,99 mg/mL. Galna kiselina
se pokazala kao veoma efikasan hvata¢ slobodnih DPPH radikala (ECso < 0,1 mg/mL,
slika 4.27). ECso vrednosti za skrob i amilopektin bile su > 20 mg/mL.

U istrazivanjima Tsiapali et al. (2001), potvrdeno je da je sposobnost hvatanja

slobodnih radikala ugljenih hidrata mala u poredenju sa dobro poznatim hvatac¢ima kao
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Sto su pirolidin ditiokarbamat (PDTC) ili Troloks. Sposobnost hvatanja radikala zavisi
od monosaharidnih  komponenti u polisaharidima. Polimeri se odlikuju vecom
sposobnos¢u neutralisanja slobonih radikala od samih monosaharida, ali je ta
sposobnost 1 dalje prili¢no niska. Polielektroliti, kao §to su sulfonovani ili fosforilovani
glukani, lipopolisaharidi i iznenadujuce-manani, spoljavaju znatno visu sposobnost
hvatanja slobodnih radikala. VVodene frakcije egzopolisaharida iz soja KFS-9 Pantoea
agglomerans, koje u svom sastavu sadrze Ara, Glc, Gal, i GICA, ispoljile su veoma jaku
sposobnost hvatanja reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja (Dong i Fang, 2001; Wang et al.,
2007). Sposobnost hvatanja slobodnih radikala kod polisaharida moze da bude
uslovljena prisustvom vodonika iz specificnih, odredenih monosaharidnih komponenti i
tipom njihovog povezivanja u bo¢nim nizovima glavnog lanca. Polisaharidi gljive L.
edodes ispoljili su visoku sposobnost hvatanja radikala u poredjenju sa askorbinskom
kiselinom, BHA i limunskom kiselinom (Lo et al., 2011).

Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala
ukazali su da je za ispitivane polisaharidne ekstrakte ova sposobnost bila zavisna od
koncentracija ekstrakata, slika 4.27. Ekstrakt plodonosnih tela gljive G. lucidum, sa
najviS$im sadrzajem glukana, tabela 4.8., ispoljio je najveéu sposobnost hvatanja u
koncentracijama preko 2,5 mg/mL. Ekstrakt gljive L. edodes dostigao je maksimum
(71,7%) pri 0,1 mg/mL. Pri koncentraciji 1,0 mg/mL sposobnost hvatanja slobodnih
radikala ekstrakata plodonosnih tela gljiva G. applanatum, G. lucidum i T. versicolor
bila je porediva i iznosila je 77,5, 76,4 i 74,7%, respektivno. U polisaharidima gljive G.
applanatum potvrden je najnizi sadrzaj glukana, tabela 4.29., kao i prisustvo uronskih
kiselina, &ije prisustvo nije utvrdeno u drugim ekstraktima. *H-NMR analiza je potvrdila
najvisi sadrzaj manoze u polisaharidima gljive G. applanatum. Za ekstrakt spora gljive
G. lucidum, sa visokim sadrzajem ukupnih polisaharida (82,3g/100g), ukupnih glukana
(70,7% u odnosu na ukupne polisaharide) i jako malim ukupnim sadrzajem fenola (0,3
0/100g) u odnosu na druge ekstrakte, sposobnost hvatanja slobodnih radikala je dostigla
svoj maksimum na 20 mg/mL (52,2%) i bila je neSto veca od rastvora amilopektina
(41,8%).

Rezultati pokazuju da je konformacija polisaharida u dijalizovanim polisaharidnim
ekstraktima od veceg znacaja nego sadrzaj ovih polimera u odnosu na sposobnost

hvatanja slobodnh DPPH radikala. Ekstrakti plodonosnih tela gljiva G. applanatum i L.
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edodes su se mogli porediti sa a-tokoferolom i askorbinskom kiselinom po sposobnosti
hvatanja DPPH radikala, ECso < 0,1 mg/mL.

Vrednosti ECsp u sposobnosti inhibicije peroksidacije linoleinske Kiseline za
ekstrakte gljiva G. applanatum, G. lucidum i L. edodes iznosile su 2,07, 4,05 i 8,12
mg/mL. Vrednosti ECsy za ekstrakte gljive T. versicolor i spora G. lucidum bile su
preko 20 mg/mL i nisu se mogle ocitati sa grafika. Galna kiselina se pokazala kao dobar
inhibitor peroksidacije linoleinske kiseline (ECso = 5,83 mg/mL). Skrob i amilopektin
nisu ispoljili sposobnost inhibicije peroksidacije.

Vrednosti ECso u sposobnosti redukcije za ekstrakte gljiva G. applanatum, G.
lucidum, T. versicolor i L. edodes bile su 0,18, 0,83, 2,66 i 5,37 mg/mL, respektivno.
Vrednost ECsp za ekstrakt spora G. lucidum nije se mogao ocitati sa grafika, > 20
mg/mL. Mo¢ redukcije skroba i amilopektina bila je veoma niska. Na 20 mg/mL
izmerene su apsorbance od 0,07 i 0,1. Galna kiselina je ispoljila visoku sposobnost
redukcije (ECso < 0,1 mg/mL). Regresiona analiza je potvrdila korelaciju izmedu ECs
vrednosti za mo¢ redukcije polisaharidnih ekstrakata gljiva G. applanatum, G. lucidum,
T. versicolor i L. edodes i ukupnog sadrzaja polisaharida, a- i B-glukana i ukupnog
sadrzaja fenola. Korelacija izmedu ECsy vrednosti za sposobnost redukcije i ukupnog
sadrzaja fenola bila je statisticki znacajna i veoma visoka (r = - 0,909, p < 0,05), kao i
korelacija izmedu ECsg i ukupnog sadrzaja a-glukana (r = - 0,966). Potvrdena je visoka
pozitivna korelacija izmedu ECsy i ukupnog sadrzaja polisaharida (r = 0,718).
Korelacija izmedu ECsp i ukupnog sadrzaja B-glukana bila je statisticki znacajna (r =
0,585, p <0,05). Korelacija sa ukupnim sadrzajem glukana nije bila statisti¢ki znacajna.
Smanjenje ECsp vrednosti praceno je povecanjem sadrzaja ukupnih fenola i a-glukana u
polisaharidnim ekstraktima. Prime¢ena je pozitivna visoka korelacija izmedu ECs
vrednosti za sposobnost redukcije i ukupnog sadrzaja proteina (r = 0,776), §to moze da
bude posledica prisustva reduktivnih amino kiselina cisteina, metionina i tirozina u
proteinima ekstrakata (poglavlje 4.3.3.1). Ekstrakt gljive G. applanatum, sa najvisim
sadrzajem fenola i a-glukana, ispoljio je najvecu mo¢ redukcije (najniza ECsp).
Vrednosti ECsp su se povecavale sa smanjenjem ukupnog sadrzaja fenola i a-glukana,
tabela 4.8., Sto ukazuje na moguce komplekse fenola i a-glukana u polisaharidnim

ekstraktima gljiva.
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Polisaharidi kovalentno vezuju fenolna jedinjenja preko svojih karbonilinih grupa
(Fry, 2004; Wong, 2006). FT-IR analizom polisaharidnog ekstrakta gljive G.
applanatum (slika 4.13) ukazano je na prisustvo slobodnih ili esterifikovanih C=0
grupa uronskih kiselina kao strukturnih komponenti jednog (ili vise) polisaharida koji se
nalaze u ispitivanom ekstraktu.

Odredivanje sadrzaja fenola pomoc¢u Folin-Ciocalteu reagensa zasniva se na
reakcijima prenosa elektrona (Huang et al., 2005). Zbog toga se prilikom odredivanja
ukupnog sadrzaja fenola mora uzeti u obzir prisustvo drugih jedinjenja u ekstraktima
kao $to su organske kiseline, Seceri 1 amino kiseline, a koja takode mogu da ucestvuju u
procesima prenosa elektrona. Ako se ¢ak zanemari prisustvo navedenih jedinjenja,
razli¢ita fenolna jedinjenja daju razliite rezultate sa Folin Ciocalteu reagensom. Dok
katehin, rutin, kafeinska i galna kiselina pokazuju slicno ponasanje, neki flavonoidi
pokazuju manje apsorbance od ocekivanih §to dovodi do pogresnog tumacenja rezultata.
Zbog toga je neophodno da se ta¢no identifikuju strukture fenolnih jedinjenja koja su
odgovorna za antioksidativnu aktivnost u polisaharidnim ekstraktima.

Vrednosti ECsg za sposobnost heliranja fero jona ekstrakata gljiva G. applanatum, G.
lucidum i L. edodes bile su 3,58, 7,34 i 8,83 mg/mL. Vrednosti ECs za ekstrakte gljiva
T. versicolor i spora G. lucidum iznosile su preko 20 mg/mL i nisu mogle da se o¢itaju
sa grafika. Galna kiselina, skrob i amilopektin nisu pokazali sposobnost heliranja jona
gvozda. Vrednosti ECs u sposobnosti heliranja za ispitivane ekstrakte smanjivale su se
slede¢im redosledom: spore G. lucidum =~ T. versicolor > L. edodes ~ G. lucidum > G.
applanatum. Kod polisaharida ekstrakta gljive G. applanatum potvrden je najmanji
sadrzaj glukana, tabela 4.8. Prisustvo uronskih kiselina utvrdeno je samo u
polisahridima gljive G. applanatum. Vrednosti ECsy za ovaj ekstrakt su bile 2-2,5 puta
nize od ECs vrednosti za ekstrakte gljiva G. lucidum i L. edodes. Slobodne karboksilne
grupe iz uronskih kiselina, kao i njihova homogena raspodela u ekstracelularnim
polisaharidima iz Chlorella spp. imaju glavnu ulogu u sposobnosti heliranja metalnih
jona (Kaplan et al., 1987). Pristov et al. (2011) su, pomocu elektronske paramagnetne
rezonance (electron paramagnetic resonance-EPR), metodom preklapanja spinova,
utvrdili da su glavni nosioci anti-Fenton-ove aktivnosti u zidu biljnih ¢elija, pektin i
ksilan. Lo et al. (2011) su potvrdili da je ramnoza, prisutna u polisaharidima,

dominantna komponenta u modulaciji intenziteta svojstva heliranja, kao i da struktura
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glikozidne veze nema uticaja na sposobnost heliranja. U komercijalnom ekstraktu spora
G. lucidum, koji je pokazao najbolju sposobnost heliranja fero jona, utvrdeno je da su
gotovo svi glukani ekstrakta povezani o-vezama (94,2%), suprotno od glukana iz
plodonosnih tela ostalih ekstrakata koji su uglavnom bili B-glukani. Medutim, skrob i
amilopektin nisu ispoljili sposobnost heliranja jona gvozda po ovoj metodi, Sto ukazuje
da struktura glikozidne veze nije presudna i da je prisustvo nepolisaharidnih,
prvenstveno fenolnih komponenti u ovom ekstraktu znacajno u ispoljavanju sposobnosti
heliranja.

Ukupan sadrzaj proteina u ekstraktima gljiva G. applanatum i T. versicolor se nije
znacajno razlikovao, tabela 4.8. Vrednosti ECsy za sposobnost heliranja ovih ekstrakata
su se znacajno razlikovale, 3,58 i > 20 mg/mL, §to bi ukazivalo da proteini u ispitivanim

ekstraktima nemaju znacaj u procesu heliranja gvozda.

Tabela 4.13. Vrednosti ECs polisaharidnih ekstrakata plodonosnih tela gljiva G.
applanatum, G. lucidum, L. edodes, T. versicolor i spora G. lucidum (laboatorijski
ekstrakt) u antioksidativnim metodama

ECso® (Mg ekstrakta/mL)
G. G. lucidum L. edodes T. versicolor G. lucidum

applanatum spore
Sposobnost
hvatanja DPPH <01 0,10+0,05C <01 0,23+0,02B 3,99+0,02A
radikala
g;?:)ﬁ’(';'é:cije lipida 207+003C 405:0118 8124002 > 20 > 20
rse%‘ijslfg?:“ 018+009D 083+003C 537+044A 266+020B > 20
ﬁg’l‘i’f;’rf’jr;“t 358+037C 734+028B 826+003A > 20 > 20

® ECs vrednosti: efektivna koncentracija pri kojoj je 50% 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikala prevedeno u redukovani DPPH-H oblik; postignuto 50% inhibicije peroksidacije
linoleinske kiseline; apsorbanca je bila 0,5 za reduktivnu sposobnost; helirano je 50% fero jona.
ECs, vrednosti su dobijene interpolacijom u linearnoj regresionoj analizi.

® Svaka vrednost je izrazena kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3). Unutar istog

reda, srednje vrednosti obelezene razliCitim slovima se statisticki znacajno razlikuju, p<0.05,
ANOVA, Fisher’s LSD

ECso > 20 mg/mL i EC5, < 1 mg/mL se ne mogu Citati sa grafika
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4.4. ANTIMIKROBNA SVOJSTVA

Mikrobiolosko kvarenje hrane i trovanje hranom su jedan od najvaznijih problema sa
kojima se suofava prehrambena industrija. Bolesti nastale usled kvarenja hrane i
trovanja hranom su danas globalni problem, ¢ak i u razvijenim zemljama. S obzirom da
postoji konstantni porast rezistentnosti patogena na poznate antimikrobne agense,
potreba za novim terapeutskim lekovima i konzervansima u prehrambenoj industriji je
neophodnost. Stoga, rezultati istrazivanja koji ukazuju na antimikrobnu aktivnost

prirodnih proizvoda mogu biti od velikog prakti¢nog znacaja.

4.4.1. ANTIBAKTERIJSKA I ANTIFUNGALNA AKTIVNOST

Osetljivost svih ispitivanih bakterijskih ATCC sojeva i Cetiri ATCC soja kvasaca na
polisaharidne ekstrakte i standarde antibiotika su prikazani u tabelama 4.14a.- 4.14f.

Iz prikazanih rezultata se uocava vecéa osetljivost Gram-pozitivnih bakterija na
testirane ekstrakte, u odnosu na Gram-negativne bakterije. Najveéu osetljivost su
pokazale bakterije E. faecalis ATCC 29212 i E. faecalis ATCC 49532, kod kojih su se
najvece zone inhibicije javile u prisustvu svih polisaharidnih ekstrakata. Ekstrakti gljiva
G. applanatum, G. lucidum i spora G. lucidum (laboratorijski ekstrakt) ispoljili su
mikrobicidno dejstvo na oba soja. Ekstrakti gljiva P. linteus i T. versicolor pokazali su
microbicidno dejstvo na E. faecalis ATCC 49532. Ekstrakt iz gljive A. brasiliensis i
komercijalni ekstrakt iz spora G. lucidum delovali su mikrobicidno na bakteriju E.
faecalis ATCC 29212. Dejstvo ekstrakata na ostale Gram-pozitivne bakterije je bilo
mikrobiostatsko. Polisaharidni ekstrakti su ispoljili znacajne zone inhibicije kod
bakterije B. cereus ATCC 10876 (od 22,8 do 38,2 mm), osim nesto manjeg dejstva kod
ekstrakta gljive G. applanatum (14,9 mm). Ekstrakti su ispoljili ve¢e zone inhibicije kod
bakterije Geobacillus stearothermophilus 7953. Najveée zone inhibicije su izmerene
kod ekstrakata gljive T. versicolor (34,2 mm) i komercijalnog ekstrakta spora G.
lucidum (38,8 mm).
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Tabela 4.14a. Antimikrobna aktivnost® polisaharidnih ekstrakata (izolovanih iz G.
lucidum, G. applanatum, spora G. lucidum, laboratorijski ekstrakt) na
odabrane bakterije i kvasce; pre¢nik zone inhibicije (mm)

Mikroorganizam G. lucidum G. 73:’,:’;"1 G. applanatum
Staphylococcus aureus 25923 23,2+0,4 16,7 +0,2 17,8+0,3
Staphylococcus aureus 6538 21,3+0,3 19,4+0,4 20,6 £0,4
Enterococcus faecalis 29212 43,7 £ 0,4%* 38,6 £0,5* 34,5+0,2*
Enterococcus faecalis 49532 46,8 £0,3* 44,3 +0,3* 33,2+0,1*
Bacillus cereus 10876 36,5+0,7 38,2+0,4 14,9 +0,5
Geobacillus stearothermophilus 7953 23,3+0,4 26,2+0,2 14,6 +0,7
Listeria monocytogenes 19115 21,7+0,6 11,2+0,3 -
Listeria monocytogenes 19112 17,1+£0,5 10,8+0,1 -
Pseudomonas aeruginosa 27853 12,4+0,3 11,3+0,2 9,1+0,7
Pseudomonas aeruginosa 35032 16,3+0,4 14,3+0,2 9,4+0,1
Escherichia coli 25922 17,4+0,6 11,2+0,3 8,2+0,2
Salmonella enteritidis 13076 13,7+0,3 12,2+0,2 10,5+0,1
Proteus hauseri 13315 15,6 +0,3 16,7 +0,3 8,2+0,1
Shigella sonnei 29930 12,8+0,2 10,7+0,1 8,6+0,4
Yersinia enterocolitica 27729 12,5+0,2 11,1+0,1 10,5+0,1
Escherichia coli (0157:H7) 12900 16,3 +0,2 15,8+ 0,4 -
Escherichia coli (0157:H7) 35150 18,4+ 0,6 13,7+0,3 -
Klebsiella pneumoniae 27736 18,7 +0,3 14,3+0,1 16,9+0,6

Candida albicans 24443
Candida albicans 10259
Candida albicans 10231
Cryptococcus neoformans 76484

Svi kori$¢eni mikroorganizmi poreklom su iz americke kolekcije tipskih kultura, ATCC

(American Type Culture Collection, Rockville, Maryland).

Svi testovi su uradeni u tri nezavisna ponavljanja za svaki mikroorganizam i polisaharidni

ekstrakt.

®Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardne devijacije (n=3). *Ekstrakt je delovao

mikrobicidno
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Gram-negativne bakterije su bile manje osetljive na dejstvo ekstrakata. Najvece
zone inhibicije, mikrobiostatsko dejstvo, ispoljeno je kod bakterije Klebsiella
pneumoniae ATTC 27736. Kod komercijalnog ekstrakta spora iz G. lucidum izmerena
je najveca zona inhibicije, 28,3 mm.

Nijedan od ekstrakata u ispitivanoj koncentraciji nije imao uticaja na testirane
kvasce.

Tabela 4.14b. Antimikrobna aktivnost® polisaharidnih ekstrakata (izolovanih iz L.
edodes, T. versicolor, A. brasiliensis) na odabrane bakterije i kvasce;
pre¢nik zone inhibicije (mm)

Mikroorganizam L. edodes T. versicolor  A. brasiliensis
Staphylococcus aureus 25923 11,6 £ 0,2 14,3+0,1 9,0+0,0
Staphylococcus aureus 6538 10,5+0,2 9,8+0,2 -
Enterococcus faecalis 29212 30,6 £ 0,2 35,6 +0,3 42,7 +0,4*
Enterococcus faecalis 49532 34,4+0,4 39,5+0,5* 38,6 +0,3
Bacillus cereus 10876 28,7+0,2 33,6 +0,2 29,3+0,7
;?;eso:acillus stearothermophilus 262403 342+0,7 243406
Listeria monocytogenes 19115 15,6 + 0,4 10,2 +0,5 9,6+0,3
Listeria monocytogenes 19112 - 12,7+0,4 10,8 +0,2
Pseudomonas aeruginosa 27853 10,2 +0,2 12,4 +0,3 9,5+0,2
Pseudomonas aeruginosa 35032 12,6 +0,3 14,8 +0,2 11,3+0,1
Escherichia coli 25922 10,6 £ 0,5 12,8+0,3 10,2 +0,2
Salmonella enteritidis 13076 82+0,1 15,3+0,2 9,8+0,3
Proteus hauseri 13315 12,3+0,4 15,8+0,2 13,9+0,2
Shigella sonnei 29930 - 15,2+0,2 8,710,1
Yersinia enterocolitica 27729 - 16,7 £ 0,5 9,7+0,2
Escherichia coli (0157:H7) 12900 16,6 + 0,4 18,3+0,2 19,2 +0,3
Escherichia coli (0157:H7) 35150 18,3+0,1 20,3+0,3 15,5+ 0,4
Klebsiella pneumoniae 27736 14,7 +0,5 246+0,4 15,2 +0,1
Candida albicans 24443 - - -

Candida albicans 10259 - - -
Candida albicans 10231 - - -
Cryptococcus neoformans 76484 - - -

Svi kori$¢eni mikroorganizmi poreklom su iz americke kolekcije tipskih kultura, ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, Maryland). °Podaci predstavljaju srednje
vrednosti  standardne devijacije (n=3). *Ekstrakt je delovao mikrobicidno
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Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da su Gram-pozitivne bakterije bile osetljivije
na primenjene ekstrakte gljiva, Sto je u saglasnosti sa prethodnim ispitivanjima
(Turkoglu et al., 2006, Turkoglu et al., 2007a,b). Moguce je da se aktivnost ekstrakata
ispoljava na nivou ¢elijskog zida, odnosno na nivou razgradnje mureinskog sloja koji je
znatno deblji i porozniji kod Gram-pozitivnih bakterija (Sari¢, 1989).

Tabela 4.14c. Antimikrobna aktivnost® polisaharidnih ekstrakata (izolovanih iz A.
bisporus, P. linteus i spora G. lucidum-komercijalni ekstrakt) na
odabrane bakterije i kvasce; pre¢nik zone inhibicije (mm)

Mikroorganizam A. bisporus P. linteus Iucizr:::):e(li; m.)
Staphylococcus aureus 25923 - 10,8 +0,0 11,6 £0,1
Staphylococcus aureus 6538 - 9,3+0,4 10,4+0,6
Enterococcus faecalis 29212 24,8+0,3 37,5+£0,5 42,2 +0,2%*
Enterococcus faecalis 49532 26,7+0,2 43,6 +0,4* 44,8 +0,3*
Bacillus cereus 10876 27,5+0,4 22,8+0,4 34,7+0,6
s;::acillus stearothermophilus 228403 218405 388406
Listeria monocytogenes 19115 8,610,2 9,7+0,3 10,3+0,2
Listeria monocytogenes 19112 9,6+0,4 10,4 +£0,2 12,5+0,3
Pseudomonas aeruginosa 27853 9,2%+0,3 10,7 £0,5 15,8+0,3
Pseudomonas aeruginosa 35032 10,4+ 0,6 12,3+0,1 17,7 £0,6
Escherichia coli 25922 9,3+0,1 9,8+0,2 11,7 £0,3
Salmonella enteritidis 13076 8,8+0,2 8,7+0,1 12,7+0,2
Proteus hauseri 13315 12,1+0,1 11,6 +0,7 14,3+0,3
Shigella sonnei 29930 9,2+0,1 8,9+0,1 14,6 £0,2
Yersinia enterocolitica 27729 9,8+0,1 10,2+0,1 17,3+0,6
Escherichia coli (0157:H7) 12900 10,3+0,2 - 13,8+0,3
Escherichia coli (0157:H7) 35150 12,7+0,4 - 14,6 £ 0,4
Klebsiella pneumoniae 27736 22,3+0,2 17,6 £0,4 28,3+0,2
Candida albicans 24443 - - -

Candida albicans 10259 - - -
Candida albicans 10231 - - -
Cryptococcus neoformans 76484 - - -

Svi kori$¢eni mikroorganizmi poreklom su iz americke kolekcije tipskih kultura, ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, Maryland). ®Podaci predstavljaju srednje
vrednosti * standardne devijacije (n=3). Svi testovi su uradeni u tri ponavljanja za svaki
mikroorganizam i polisaharidni ekstrakt. *Ekstrakt je delovao mikrobicidno
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Tabela 4.14d. Antibiogram® testiranih bakterijskih i sojeva kvasaca na kanamicin, eritromicin,
penicilin; pre¢nik zone inhibicije (mm)

Mikroorganizam Kanamin.:in Eritromi-cin Penici!in
(30 pg/disk) (15 pg/disk) (6 pg/disk)
Staphylococcus aureus 25923 17,8+0,6 25,6+0,2 25,4+0,8
Staphylococcus aureus 6538 21,3+0,6 25,3+0,4 34,5+0,5
Enterococcus faecalis 29212 11,5+0,2 22,3+0,4 13,7£0,8
Enterococcus faecalis 49532 - - 12,6 £0,5
Bacillus cereus 10876 13,5+0,5 11,5+0,2 -
ggeso:acillus stearothermophilus 12608 16,8+0,2 )
Listeria monocytogenes 19115 13,6 +0,7 12,3+0,5 11,2+0,6
Listeria monocytogenes 19112 12,5+0,5 13,6+ 0,6 16,5+0,3
Pseudomonas aeruginosa 27853 - 12,6 £0,2 -
Pseudomonas aeruginosa 35032 - 20,3+0,4 -
Escherichia coli 25922 20,6 +0,1 - 11,5+0,5
Salmonella enteritidis 13076 23,9+0,8 11,6 £0,3 16,5+0,5
Proteus hauseri 13315 24,3+0,7 11,5+0,3 19,8 £0,2
Shigella sonnei 29930 13,2+0,8 - 14,2 £ 0,5
Yersinia enterocolitica 27729 36,8 £0,2 19,6 £0,3 21,4+0,6
Escherichia coli (0157:H7) 12900 25,8+0,5 19,6 £0,3 22,5+0,6
Escherichia coli (0157:H7) 35150 11,3+0,7 11,6 £0,5 11,8+0,3
Klebsiella pneumoniae 27736 9,6+0,9 12,4+0,5 15,4+0,3
Candida albicans 24443 - - -

Candida albicans 10259 - - ,
Candida albicans 10231 - - -
Cryptococcus neoformans 76484 - - -

Svi testovi su uradeni u tri nezavisna ponavljanja za svaki mikroorganizam i antibiotik.
*Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardne devijacije (n=3)

Standardi antibiotika su ispoljili antibakterijsko i antifungalno dejstvo u opsegu
koncentracija od 6 do 30 pg/disk. Za tetraciklin i hloramfenikol je karakteristicno da
deluju na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, ali ne i na bakterije roda
Pseudomonas; tetraciklin nije delovao na bakteriju Shigella sonnei ATCC 29930.
Aminoglikozid kanamicin je delovao na ispitivane Gram-pozitivne bakterije, osim kod
bakterije Enterococcus faecalis ATTC 49532. Bakterijski sojevi Enterococcus faecalis
ATTC 29212 i Enterococcus faecalis ATTC 49532 hili su rezistentni na gentamicin i
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neomicin. Aminoglikozidi su delovali na ispitivane Gram-negativne bakterije, osim
bakterije roda Pseudomonas. Za penicilin i eritromicin je karakteristicno da deluju na
Gram-pozitivne bakterije; penicillin nije delovao na sojeve Bacillus cereus ATTC
10876 i Geobacillus stearothermophylus ATTC 7953. Bakterija Enterococcus faecalis
ATTC 49532 bila je rezistentna na eritromicin. Bakterije Pseudomonas aeruginosa
ATTC 27853 i Pseudomonas aeruginosa ATTC 35032 su bile rezistentne na penicilin,
dok su Escherichia coli ATTC 25922 i Shigella sonnei ATTC 29930 bile rezistentne na
eritromicin. Antimikotik bifonazol je delovao na testirane ATCC sojeve kvasca.

Tabela 4.14e. Antibiogram? testiranih bakterijskih i sojeva kvasaca na hloramfenikol,
gentamicin, tetraciklin; pre¢nik zone inhibicije (mm)

e HIoramfer.\ikoI Gentami.cin Tetracik.lin
(30 pg/disk) (30 pg/disk) (30 pg/disk)

Staphylococcus aureus 25923 21,3+0,3 18,2+0,4 29,9+0,5
Staphylococcus aureus 6538 23,3+0,2 20,8+0,6 28,5+0,2
Enterococcus faecalis 29212 12,6 £0,3 12,1+0,9 15,8+0,6
Enterococcus faecalis 49532 18,9+0,3 - 24,3+0,6
Bacillus cereus 10876 18,9+04 14,8 £ 0,3 12,4+0,6
s;so:acillus stearothermophilus 156+0,2 13.8+0,6 176+0,5
Listeria monocytogenes 19115 14,3+0,7 12,6 +0,6 15,2+0,8
Listeria monocytogenes 19112 13,2+0,7 15,2+0,5 17,3+0,2
Pseudomonas aeruginosa 27853 - 21,3+0,6 -

Pseudomonas aeruginosa 35032 - 13,5+0,7 -

Escherichia coli 25922 12,8+0,3 22,9+0,4 11,4+0,8
Salmonella enteritidis 13076 25,8+ 0,6 25,3+0,4 22,5+0,6
Proteus hauseri 13315 15,8+0,2 25,6+0,4 24,8 +0,7
Shigella sonnei 29930 13,8+0,2 16,6 £0,1 -

Yersinia enterocolitica 27729 26,5+0,4 30,9+0,4 26,8 £0,8
Escherichia coli (0157:H7) 12900 32,7+0,4 21,8+0,6 33,7+0,1
Escherichia coli (0157:H7) 35150 14,2 £+ 0,5 14,9+0,5 13,2+0,6
Klebsiella pneumoniae 27736 14,2 +0,7 17,2+0,8 16,7+0,1
Candida albicans 24443 - - -

Candida albicans 10259 - - -
Candida albicans 10231 - - -

Cryptococcus neoformans 76484 - - -

*Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardne devijacije (n=3)
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Tabela 4.14f. Antibiogram® testiranih bakterijskih i sojeva kvasaca na neomicin
i bifonazol; pre¢nik zone inhibicije (mm)

T A Neomic-in Bifonaz.ol
(30 pg/disk) (30 ug/disk)
Staphylococcus aureus 25923 152+04 -
Staphylococcus aureus 6538 18,7+0,6 -
Enterococcus faecalis 29212 - -
Enterococcus faecalis 49532 12,5+0,4 -
Bacillus cereus 10876 13,8+0,2 -
Geobacillus stearothermophilus 7953 16,8 +0,6 -
Listeria monocytogenes 19115 14,5+0,4 -
Listeria monocytogenes 19112 12,6 +0,8 -
Pseudomonas aeruginosa 27853 - -
Pseudomonas aeruginosa 35032 - -
Escherichia coli 25922 20,3+£0,7 -
Salmonella enteritidis 13076 24,5+0,8 -
Proteus hauseri 13315 23,7+0,4 -
Shigella sonnei 29930 14,7 +£0,2 -
Yersinia enterocolitica 27729 27,8+0,2 -
Escherichia coli (0157:H7) 12900 20,5+0,9 -
Escherichia coli (0157:H7) 35150 13,7+0,8 -
Klebsiella pneumoniae 27736 14,8 £ 0,5 -
Candida albicans 24443 - 28,9+0,9
Candida albicans 10259 - 33,9+0,6
Candida albicans 10231 - 31,7+0,4
Cryptococcus neoformans76484 - 27,6+0,4

Svi testovi su uradeni u tri nezavisna ponavljanja za svaki mikroorganizam i antibiotik
®Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardne devijacije (n=3)

4.4.2. MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE (MIC)

MIC vrednosti (mg/mL) polisaharidnih ekstrakata prikazane su u tabelama 4.15a-c.

MIC vrednosti za polisaharidne ekstrakte nalazile su se u opsegu od 1,25 do 10
mg/mL. U malim zonama inhibicije (ispod 10 mm), MIC vrednosti su oznacene sa > 10
mg/mL, jer je povecanje pocetne koncentracije ekstrakta neophodno (izmedu 10-20

mg/mL), kako bi se precizno odredile MIC vrednosti.
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Tabela 4.15a. MIC vrednosti polisaharidnih ekstrakata dobijenih iz plodonosnih tela
gljiva G. lucidum, G. applanatum i spora G. lucidum

MIC? (mg/mL)
G. lucidum spore G. lucidum G. applanatum

Mikroorganizam

Staphylococcus aureus 25923 2,5 5 2,5
Staphylococcus aureus 6538 2,5 5 2,5
Enterococcus faecalis 29212 1,25 2,5 1,25
Enterococcus faecalis 49532 1,25 2,5 1,25
Bacillus cereus 10876 2,5 2,5 5
Geobacillus stearothermophilus

Toes P 2,5 2,5 5
Listeria monocytogenes 19115 5 10 -
Listeria monocytogenes 19112 5 10 -
Pseudomonas aeruginosa 27853 10 10 10
Pseudomonas aeruginosa 35032 5 10 10
Escherichia coli 25922 10 10 >10
Salmonella enteritidis 13076 10 10 10
Proteus hauseri 13315 5 5 10
Shigella sonnei 29930 10 10 10
Yersinia enterocolitica 27729 10 10 10
Escherichia coli (0157:H7) 12900 5 5 -
Escherichia coli (0157:H7) 35150 5 10 -
Klebsiella pneumoniae 27736 5 10 5

Candida albicans 24443 - - -
Candida albicans 10259 - - -
Candida albicans 10231 - - -
Cryptococcus neoformans 76484 - - -
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Tabela 4.15b. MIC vrednosti polisaharidnih ekstrakata dobijenih iz plodonosnih tela
gljiva L. edodes, T. versicolor i A. brasiliensis

MIC? (mg/mL)

Mikroorganizam

L. edodes T. versicolor A. brasiliensis
Staphylococcus aureus 25923 10 10 10
Staphylococcus aureus 6538 10 5 -
Enterococcus faecalis 29212 5 2,5 2,5
Enterococcus faecalis 49532 5 2,5 2,5
Bacillus cereus 10876 5 2,5 5
ggeso:aallus stearothermophilus 5 25 5
Listeria monocytogenes 19115 10 10 10
Listeria monocytogenes 19112 - >10 >10
Pseudomonas aeruginosa 27853 10 >10 >10
Pseudomonas aeruginosa 35032 10 10 10
Escherichia coli 25922 10 10 10
Salmonella enteritidis 13076 >10 10 >10
Proteus hauseri 13315 >10 10 10
Shigella sonnei 29930 - 10 >10
Yersinia enterocolitica 27729 - 10 >10
Escherichia coli (0157:H7) 12900 10 5 5
Escherichia coli (0157:H7) 35150 5 5 10
Klebsiella pneumoniae 27736 10 5 10
Candida albicans 24443 - - -
Candida albicans 10259 - - -
Candida albicans 10231 - - -

Cryptococcus neoformans 76484 - - -
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Tabela 4.15c. MIC vrednosti polisaharidnih ekstrakata dobijenih iz plodonosnih tela
gljiva A. bisporus, P. linteus i komercijalnog ekstrakta spora G. lucidum

MIC? (mg/mL)

Mikroorganizam A. bisporus P. linteus G. Iucisc‘lz(;:e(kom.)
Staphylococcus aureus 25923 - 10 10
Staphylococcus aureus 6538 - 10 10
Enterococcus faecalis 29212 10 2,5 1,25
Enterococcus faecalis 49532 5 1,25 1,25
Bacillus cereus 10876 5 5 2,5
;Egeso:aallus stearothermophilus 10 10 25
Listeria monocytogenes 19115 >10 10 10
Listeria monocytogenes 19112 >10 10 10
Pseudomonas aeruginosa 27853 >10 10 10
Pseudomonas aeruginosa 35032 10 10 5
Escherichia coli 25922 >10 >10 >10
Salmonella enteritidis 13076 >10 >10 10
Proteus hauseri 13315 10 10 10
Shigella sonnei 29930 >10 >10 10
Yersinia enterocolitica 27729 >10 >10 10
Escherichia coli (0157:H7) 12900 >10 - 10
Escherichia coli (0157:H7) 35150 10 - 10
Klebsiella pneumoniae 27736 10 10 5
Candida albicans 24443 - - -

Candida albicans 10259 - - -
Candida albicans 10231 - - -
Cryptococcus neoformans 76484 - - -
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Kod bakterije E. faecalis ATCC 29212 i E. faecalis ATCC 49532, MIC vrednosti su
bile 1,25 mg/mL za ekstrakte plodonosnih tela gljiva G. lucidum, G. applanatum, P.
linteus i spora G. lucidum dobijenih u laboratoriji i komercijalno proizvedenih. MIC
vrednosti od 2,5 mg/mL dobijene su za ekstrakte gljiva T. versicolor i A. brasiliensis.
Za ekstrakt gljive L. edodes dobijena je vrednost od 5 mg/mL, za A. bisporus 10
mg/mL. 1z dobijenih rezultata se moze zakljuciti da su i ekstrakti sa ve¢im udelom
fenolnih jedinjenja u odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida, od 5,8-20,4% (G. lucidum,
G. applanatum, P. linteus, komercijalni ekstrakt spora G. lucidum) bili efikasni kao i
ekstrakti u kojima je udeo fenolnih komponenti bio manji ili vrlo mali, od 0,4-2,6 % (T.
versicolor, A. brasiliensis i laboratorijski ekstrakt iz spora G. lucidum), slika 4.33.
Ekstrakti sa veoma malim udelom fenolnih komponenti i proteina u odnosu na ukupan
sadrzaj polisaharida (A. bisporus i laboratorijski ekstrakt spora iz G. lucidum)
razlikovali su se znaCajno po svojim MIC vrednostima, Sto ukazuje da struktura

polisaharidnih komponenata ima uticaj na antimikrobna svojstva, slike 4.31, 4.32 i1 4.33.

*ekstrakt je delovao mikrobicidno

Slika 4.31. MIC vrednosti polisaharidnih ekstrakata u odnosu na bakterije
Enterococcus faecalis ATTC 29212 (a) i Enterococcus faecalis ATTC 49532 (b)
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Slika 4.32. MIC vrednosti polisaharidnih ekstrakata u odnosu na bakteriju Bacillus
cereus ATTC 10876

Slika 4.33. MIC vrednosti polisaharidnih ekstrakata u odnosu na bakteriju Geobacillus
stearothermophilus ATTC 7953
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Polisaharid iz aktinomicete Streptomyces virginia HO03 ispoljio je visoku
antimikrobnu aktivnost u odnosu na bakterije Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Zygosaccharomyces bailii i Candida utilis,
koji su veoma Cesti uzro¢nici kvarenja hrane i trovanja hranom (He et al., 2010). MIC
vrednosti za pomenuti polisaharid u odnosu na testirane mikroorganizme bile su od 15,6
do 125 pg/mL. Elektronskom mikroskopijom je potvrdeno da antimikrobno dejstvo
polisaharida moze biti usmereno ka celijskom zidu bakterija, citoplazmati¢noj
membrani (promenom permeabilnosti citoplazmati¢ne membrane), oslobadanju enzima
u ekstracelularni prostor i ostecenju dezoksiribonukleinske kiseline (DNA) (He et al.,
2010).

Razlika u efikasnosti mikrobicidnog dejstva hitozana proizilazi iz razli¢itih faktora:
soja i starosti mikroorganizma; strukturnih karakteristika hitozana, u koje spada i stepen
zastupljenosti  pozitivnog naelektrisanja, molekulska masa, koncentracija ovog
polisaharida, hidrofilnih/hidrofobnih karakteristika i sposobnosti heliranja; fizickog
stanja hitozana (da li je u obliku rastvora ili je u ¢vrstom stanju); faktora sredine: pH,
temperature, jonske jacine (Kong et al., 2010).

Ameri et al., (2011) su potvrdili niske MIC vrednosti (0,390-6,25 mg/mL) etil-
acetatnih ekstrakata gljiva Ganoderma lucidum, Ganoderma praelongum i Ganoderma
resinaceum u odnosu na meticilin rezistentan i meticilin senzitivan soj Staphylococcus
aureus (MSSA). Polisaharidne frakcije ovih gljiva ispoljile su nisku antimikrobnu
aktivnost na testirane mikrooorganizme.

MIC vrednosti ispitivanih polisaharidnih ekstrakata, tabele 4.15.a-c, u odnosu na
bakterije Bacillus cereus ATTC 10876 i Geobacillus stearothermophilus ATTC 7953
nalazile su se u opsegu od 2,5 do 10 mg/mL, slike 4.32. i 4.33. Ekstrakti gljiva G.
lucidum i G. applanatum su ispoljili MIC vrednosti od 2,5 mg/mL u odnosu na
Staphylococcus aureus ATTC 25923 i Staphylococcus aureus ATTC 6538.

Antimikrobna dejstva ispitivanih polisaharidnih ekstrakata se ispoljavaju i nakon

termickog tretmana (121 °C, 40 minuta), kojima su izloZeni u toku postupka izolovanja.
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5.ZAKLJUCCI

Na osnovu svih izlozenih i diskutovanih rezultata u ovoj doktorskoj disertaciji, a u
saglasnosti sa ranijim radovima i literaturnim podacima mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

» Karaterizacija polisaharidnih ekstrakata

1. U radu je okarakterisano 9 polisaharidnih ekstrakata izolovanih iz spora i
plodonosnih tela 7 odabranih vrsta gljiva iz Kklase Basidiomycetes.
Polisaharidni ekstrakti dobijeni su iz plodonosnih tela slede¢ih komercijalno uzgajanih
gljiva: Agaricus bisporus Horst Ul, Mushroom Experimental Station, Horst,
Holandija, Agaricus brasiliensis, Mushroom Experimental Station Horst, Holandija,
Ganoderma lucidum, Jiangsu Alphay Bio-Tech, Co. Ltd., Kina, Lentinula edodes,
Jiangsu Alphay Bio-Tech, Co. Ltd., Kina. Pored navedenih, izolovani su ekstrakti iz
plodonosnih tela autohtonih gljiva: Ganoderma applanatum, prirodni rezervat
"Obedska Bara", jugoisto¢ni Srem, Srbija, Trametes versicolor, Kosutnjak, Beograd,
Srbija, Phellinus linteus, Amazing Grace Health Industries, Bankok, Tajland. Ispitan
je i polisaharidni ekstrakt izolovan iz spora komercijalno uzgajanih gljiva Ganoderma
lucidum, Jiangsu Alphay Bio-Tech, Co. Ltd., Kina, kao i polisaharidni ekstrakt koji je
komercijalno proizveden iz spora uzgajane gljive Ganoderma lucidum, Grade A,
Fujian Xianzhilou Biological Sciences and Technology Co. Ltd., Kina.

2. Primenjena su dva postupka izolovanja polisaharidnih ekstrakata gljiva: vrela
vodena ekstrakcija (121 °C, 40 minuta) i precipitacija etanolom; vrela vodena
ekstrakcija (121 °C, 40 minuta), dijaliza (MWCO 8000-10000 Da) i precipitacija

etanolom.

3. Na prinose ekstrakata znaCajno je uticao primenjeni postupak  njihovog
precis¢avanja. Kod vrelih vodenih ekstrakata prec¢is¢enih dijalizom i alkoholnom

precipitacijom, uklonjen je deo molekula sa molekulskim masama manjim od 8-10
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kDa, §to je znacajno uticalo na redukciju prinosa (kod T. versicolor 52,2%, L. edodes
52,5%, G. lucidum 68,8%, G. applanatum 88,2% i ekstrakta spora G. lucidum 87,7%).

4. Primenom uobiéajenih analiti¢kih postupaka: planarne hromatografije (PC, TLC),
tecne hromatografije-masene spektrometrije (HPLC-MS), kao i nuklearne magnetne
rezonance (*H- i *C-NMR), utvrdeno je da svi polisaharidni ekstrakti sadrze D-
glukozu kao preovladujuéu monosaharidnu komponentu. U veéini ekstrakata je, u
manjoj ili vecoj koncentraciji, utvrdjeno prisustvo D-galaktoze, D-manoze i L-
fukoze/D-ksiloze, kao i alifati¢nih jedinjenja i aromati¢nih komponenti u tragovima. U
ekstraktima gljiva A. brasiliensis i P. linteus u tragovima su prisutni L-ramnoza, L-
arabinoza, D-fruktoza i D-glukozamin (~1% od svakog monosaharida). Utvrdjeno je

da polisaharidi ekstrakta gljive G. applanatum sadrze D-uronske Kiseline.

5. Termickim tretmanom (121 °C, 40 minuta) nije postignuta potpuna
deproteinizacija polisaharidnih ekstrakata. Ukupan sadrzaj proteina, odredjen
spektrofotometrijski, u polisaharidnim ekstraktima iznosio je od 0,9 do 7,3 g/100g

Suve mase.

6. Ukupan sadrzaj fenola u polisaharidnim ekstraktima bio je od 0,3 do 8,4 g/100g
suve mase. Fenolna jedinjenja su prisutna u polisaharidnim ekstraktima u oba
primenjena postupka ekstrakcije; ekstrakcija vrelom vodom i alkoholna precipitacija
kao ni dodatna dijaliza ekstrakata (MWCO 8000-10000 Da) i potom alkoholna
precipitacija nisu se pokazali kao dovoljno efikasni za uklanjanje fenolnih

komponenti.

7. Utvrdjeno je da dobijeni ekstrakti predstavljaju smeSu/komplekse polisaharida,
proteina i fenola, na osnovu rezultata dobijenih primenom navedenih analitickih

postupaka.

8. Ukupan sadrzaj polisaharida u ekstraktima, odredjen spektrofotometrijski, nalazio
se u opsegu od 27,6 do 83,9 g/100g suve mase, Sto je posledica razlicite grade
¢elijskog zida gljiva, starosti Celija, strukturne organizacije hifa u plodonosnim telima
"mekih gljiva" Agaricus spp. i Lentinula edodes, morfologije spora i dodatnog

preciS¢avanja ekstrakata.

9. Ukupan sadrzaj glukana u odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida u ekstraktima,

odredjen setom enzimskih metoda za kvantitativno odredivanje o-, f- glukana i
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ukupnih glukana, iznosio je od 35% do 87%. Utvrdjeno je da su glukani pretezno
povezani B-glikozidnim vezama (57-97%). U komercijalnom ekstraktu spora G.
lucidum sadrzaj a-glukana u odnosu na ukupan sadrzaj glukana iznosio je 94,2%.
Sadrzaj glikogena, osnovnog rezervnog polisaharida gljiva, u mnogo ¢emu zavisi od
spoljasnjih i nutritivnih uslova u kojima se uzgaja gljiva. Alfa-glukani se, kao
intracelularne rezervne materije, lako ekstrahuju, za razliku od B-glukana koji

predstavljaju strukturne komponente ¢éelijskog zida gljiva.

10. Analizom FT-IR spektara ¢vrstih uzoraka polisaharidnih ekstrakata utvrdeno je
prisustvo karakteristi¢nih apsorpcionih traka koje odgovaraju strukturama tipi¢énim za
polisaharide. Pored navedenih, utvrdjeno je prisustvo apsorpcionih pikova
karakteristicnih za proteinske strukture, a dodatno, u ispitivanim spektrima svih
polisaharidnih ekstrakata utvrdjeno je prisustvo apsorpcionih traka koje odgovaraju
frekvencama karakteristi¢énim za aromati¢ne strukture, alifaticne grupe i fenole, $to sve
ukazuje na prisustvo aromati¢nih jedinjenja koja poti¢u od pigmenata. FT-IR spektar
polisaharidnog ekstrakta gljive G. applanatum pokazao je apsorpcione trake u oblasti
karakteristicnoj za uronske Kkiseline koje ukazuju na prisustvo slobodnih ili
esterifikovanih C=0 grupa kao strukturnih komponenti jednog (ili vise) polisaharida
koji se nalaze u ispitivanom ekstraktu. G. applanatum, G. lucidum, T. versicolor
pripadaju lignikolnim gljivama, $to indicira prisustvo enzimskih sistema koji u¢estvuju
u procesima degradacije lignina. Cis-ferulinska kiselana je Zuto obojena supstanca
koja u FT-IR spektrima ima traku koja je indikativna za aromati¢ne C=C grupe koje su

konjugovane sa C=0 i/ili COO" grupama.

11. Rezultati dobijeni elementalnom analizom ukazuju, pored proteinskog, takode i na

prisustvo azota neproteinske prirode u ekstraktima.

12. Skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM) utvrdena je razliCita
povrsinska morfologija polisaharidnih ekstrakata. Razli¢ita morfologija uslovljena je
razli¢itom strukturom polisaharida, prisustvom proteina i fenola, kao i interakcijama

polisaharida sa proteinima i fenolima u ispitivanim ekstraktima.

Doktorska disertacija, Maja S. Kozarski 133



Doktorska disertacija Zakljucci

Na osnovu rezultata koji su dobijeni proucavanjem antioksidativne aktivnosti
ekstrakata zakljuceno je sledece:

Ispitana su antioksidativna svojstva dobijenih polisaharidnih ekstrakata. Utvrdeno je
da se antioksidativna aktivnost ekstrakata ispoljava u znaCajnom stepenu i posle
termi¢kog tretmana (121 °C), kom su ispitivane bazidiomicete bile izlozene tokom
postupka izolovanja  ekstrakata. Antioksidativne aktivnosti zavise od sadrzaja

polisaharida, fenola i proteina u polisaharidnim ekstraktima.

Za merenje antioksidativnih osobina u in vitro uslovima koris¢ene su razlicite
metode koje odgovaraju razli¢itim nivoima antioksidativne aktivnosti. Poredene su
sposobnost hvatanja slobodnih 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala, inhibicija
lipidne peroksidacije 1 sposobnost redukcije jona gvozda (Feg+). Takode, pracena je

sposobnost heliranja jona gvozda (Fe**).

» Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala:
1. Utvrdjeno je da je sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala polisaharidnih
ekstrakata dobijenih vrelom vodenom ekstrakcijom i alkoholnom precipitacijom i
ekstrakata koji su nakon toga bili dijalizovani i dodatno precipitirani alkoholom, bila

uporediva.

2. Vrednosti ECsy za ekstrakte gljiva P. linteus, G. applanatum, L. edodes i
komercijalni ekstrakt spora G. lucidum bile su poredive sa ECsy vrednostima o-

tokoferola i askorbinske kiseline, ECso < 0,1 mg/mL.

3. Vrednosti ECsg za ekstrakte gljiva A. brasiliensis, T. versicolor i G. lucidum bile su
od 43-120 puta manje od vrednosti ECspza BHT, 11,86 mg/mL.

4. Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja, sadrzaj i konformacija polisaharida pokazali su
se kao izuzetno vazni faktori u sposobnosti hvatanja DPPH radikala. Ekstrakti gljive
A. bisporus i spora G. lucidum (laboratorijski ekstrakt) sa najmanjim sadrzajem fenola
i proteina u odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida i najviSim sadrzajem glukana u
odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida imali su najvise ECsq vrednosti: 2,00 i 3,99
mg/mL. ECso vrednosti skroba i amilopektina bile su > 20 mg/mL. ECs, galne kiseline

bila je < 0,1 mg/mL.
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» Sposobnost inhibicije peroksidacije lipida:

1. Sposobnost inhibicije peroksidacije lipida u model sistemu linoleinske kiseline se
povecavala sa povecanjem koncentracija ekstrakata i =zavisila je od strukture
polisaharidnih molekula kao i od sadrzaja fenolnih komponenti. ECso vrednosti
polisaharidnih ekstrakata nalazile su se u opsegu od 2,07 do 13,25 mg/mL. a-tokoferol
je pokazao visoku sposobnost inhibicije (ECsp < 0.1 mg/mL). Vrednost ECsy za
askorbinsku kiselinu bila je 1,64 mg/mL, za galnu kiselinu 5,83 mg/mL. Amilopektin
nije ispoljio sposobnost inhibicije. Inhibitorna aktivnost laboratorijski dobijenog
ekstrakta spora G. lucidum nije prelazila 9% pri koncentraciji od 20 mg/mL.

Inhibitorna aktivnost skroba bila je 6,5 % pri istoj koncentraciji (ECso> 20 mg/mL).

» Sposobnost redukcije:

1. Utvrdjeno je da je visoka sposobnost redukcije (Fe**) jona polisaharidnih ekstrakata

uslovljena prisustvom nepolisaharidnih komponenti.

2. Kod nedijalizovanih polisaharidnih ekstrakata potvrdena je pozitivna korelacija
izmedu ECsg vrednosti za mo¢ redukcije i ukupnog sadrzaja glukana (r = 0,963), B-
glukana (r = 0,924) i ukupnog sadrzaja polisaharida (r = 0,691). Negativna korelacija
utvrdjena je izmedu ECso vrednosti i ukupnog sadrzaja proteina (r = -0,635) i ukupnog
sadrzaja fenola (r = - 0,744). Sa poveéanjem ukupnog sadrzaja fenola i proteina u
ekstraktima, ECsq vrednosti se smanjuju, a reduktivna mo¢ se povecava. Povecanjem
ukupnog sadrzaja glukana i polisaharida ECsy vrednosti se povecavaju, a reduktivna
mo¢ se smanjuje. Reduktivna sposobnost amilopektina bila je 0,1 na 20,0 mg/mL

(ECs0> 20 mg/mL). Skrob nije pokazao reduktivnu sposobnost.

3. Kod ekstrakata koji su dodatno precisc¢eni dijalizom i alkoholnom precipitacijom
korelacija izmedu ECsy vrednosti za sposobnost redukcije i ukupnog sadrzaja fenola
bila je veoma visoka (r = - 0,909), kao i korelacija izmedu ECs i ukupnog sadrzaja a-
glukana (r = - 0,966). Visoka pozitivna korelacija bila je izmedu ECsy i ukupnog
sadrzaja polisaharida (r = 0,718) i ukupnog sadrzaja proteina (r = 0,776). Ekstrakt
gljive G. applanatum, sa najvis§im sadrzajem fenola i a-glukana, ispoljio je najvecu
moc¢ redukcije (najniza ECsg). ECso vrednosti su se smanjivale sa pove¢anjem ukupnog
sadrzaja fenola i a-glukana §to ukazuje na moguée komplekse fenola i a-glukana u

polisaharidnim ekstraktima gljiva. FT-IR analizom polisaharidnog ekstrakta gljive
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G. applanatum potvrdeno je prisustvo slobodnih/esterifikovanih C=0 grupa uronskih
kiselina kao strukturnih komponenti jednog (ili viSe) polisaharida koji se nalaze u

ispitivanom ekstraktu.

» Sposobnost heliranja jona gvozda:

1. Sadrzaj polisaharida, fenola i proteina u polisaharidnim ekstraktima uticao je na
sposobnost heliranja jona (Fe®"). Kod nedijalizovanih polisaharidnih ekstrakata
korelacija izmedu ukupnog sadrzaja fenola i ECso vrednosti za sposobnost heliranja
bila je visoka i negativna (r = - 0,733). Umerena negativna korelacija postojala je
izmedu ECsg 1 sadrzaja ukupnih proteina (r = -0,606). Moguce je da ostaci tirozinaza u
ispitivanim ekstraktima Kkatalizuju oksidaciju Fe**, ¢ime utitu na malo povecanje
sposobnosti heliranja. Korelacija izmedu ECsy vrednosti za sposobnost heliranja i
ukupnog sadrzaja glukana bila je veoma visoka (r = 0,967), B-glukana (r = 0,939) i
ukupnog sadrzaja polisaharida (r = 0,725). Komercijalni ekstrakt spora G. lucidum, sa
najmanjim sadrzajem polisaharida, glukana 1 B-glukana, najve¢im procentom fenola u
odnosu na ukupan sadrzaj polisaharida ispoljio je najve¢u sposobnost heliranja,
(najniza ECsp). Ekstrakt gljive A. bisporus sa najve¢im sadrzajem ukupnih
polisaharida, glukana, p-glukana i najmanjim sadrzajem fenola pokazao je najmanju
sposobnost heliranja gvozda, najve¢u ECsp vrednost.

2. Od ekstrakata dodatno precis¢enih dijalizom i alkoholnom precipitacijom najvisu
sposobnost heliranja jona Fe** imao je ekstrakt gljive G. applanatum, sa najvisim
sadrzajem fenola i najnizom ECsy vrednoscu. Uronske Kiseline su prisutne samo u
polisaharidima gljive G. applanatum.

3. Ukupan sadrzaj proteina u ekstraktima gljiva G. applanatum i T. versicolor se nije
znacajno razlikovao, p<0,05. Vrednost ECs za sposobnost heliranja ovih ekstrakata su
se znacajno razlikovale, 3,58 i > 20 mg/mL.

4. Svi ispitivani polisaharidni ekstrakti bili su efektniji helatori jona gvozda u odnosu
na limunsku kiselinu, ¢ija sposobnost nije prelazila 10% u ispitivanom opsegu

koncentracija (0,1-20 mg/mL).
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> Antimikrobna aktivnost

1. Ispitivanjem antimikrobnih  svojstava polisaharidnih  ekstrakata dobijenih
ekstrakcijom vrelom vodom kao i ekstrakata pre¢is¢enih dijalizom utvrdeno je da su
ispitivane Gram-pozitivne vrste bakterija uglavnom bile osetljivije na prisustvo
ekstrakata od ispitivanih Gram-negativnih vrsta bakterija. Pored toga, nijedan od
ekstrakata u ispitivanoj koncentraciji nije imao uticaja na rast ispitanih kvasaca.

2. Najvecu osetljivost su pokazali bakterijski sojevi E. faecalis ATCC 29212 i E.
faecalis ATCC 49532, kod kojih su se najvece zone inhibicije javile u prisustvu Svih
polisaharidnih ekstrakata (24,8-46,8 mm). Na ove sojeve uo¢eno je mikrobicidno
dejstvo. MIC za ekstrakte plodonosnih tela gljiva G. lucidum, G. applanatum, P.
linteus, T. versicolor, A. brasiliensis i spora G. lucidum, dobijenih u laboratoriji i
komercijalno proizvedenih, bile su od 1,25-2,5 mg/mL. Antimikrobno dejstvo
ekstrakata sa veéim sadrzajem fenolnih jedinjenja u odnosu na ukupan sadrzaj
polisaharida, od 5,8-20,4 % (G. lucidum, G. applanatum, P. linteus, komercijalni
ekstrakt spora G. lucidum) moglo je da se uporedi sa dejstvom ekstrakata sa manjim
sadrzajem (od 0,4-2,6 %) fenolnih komponenti (T. versicolor, A. brasiliensi i
laboratorijski ekstrakt spora G. lucidum).

3. Dejstvo ekstrakata na ostale Gram-pozitivne bakterije bilo je mikrobiostatsko. MIC
vrednosti ekstrakata za Bacillus cereus ATTC 10876 i Geobacillus stearothermophilus
ATTC 7953 bile su u opsegu od 2,5 do 5 mg/mL. Ekstrakti gljiva G. lucidum i G.
applanatum su ispoljili MIC vrednosti od 2,5 mg/mL u odnosu na Staphylococcus
aureus ATTC 25923 i Staphylococcus aureus ATTC 6538.

4. Termicki tretman ne utie na antimikrobna dejstva ekstrakata. Mikroorganizmi
izazivaju razli¢ita oboljenja, utiCu na kvarenje prehrambenih, kozmetickih i
farmaceutskih proizvoda ¢ijom upotrebom moze doc¢i do intoksikacije. Korisc¢enje
gljiva i njihovih ekstrakata kao prirodnih izvora antimikrobnih agenasa otvara
mogucénosti za dalja istraZivanja, tim pre $to se njihovom upotrebom ne izazivaju

Stetni efekti.
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a4 je JOKTOPCKa JUcepTallja Mo HacJl0BOM

XEMUICKA KAPAKTEPU3AIIMIA, AHTUOKCUJIATHBHA U

AHTHUMHWKPOBHA CBOJCTBA TNOJIMCAXAPUIHNUX

EKCTPAKATA OJABPAHUX BPCTA I'’bUBA
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noOujame OUII0 KOje TUIUIOME TTpeMa CTYIHjCKHM MpoTrpaMuMa JPYTruxX
BHCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

-/1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HaBeIeHH U

-71a HUCaM KPIINO-JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHO UHTENEKTYAIHY CBOjUHY APYTUX
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IMoTnue noxkTOpania

V Beorpany, ;(},5 06. 20(2.
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IIpuJor 2.

N3jaBa 0 HCTOBETHOCT

IITAMIIAHE U €JEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Mwme u mpe3ume ayropa Maja Kozapcku

bpoj ynuca

CTyaMjcKu mporpam
Hacnos pana XEMHUICKA KAPAKTEPHU3AIIUIA, AHTUOKCUTATHUBHA
U AHTUMUKPOBHA CBOJCTBA TIOJIUCAXAPUTHUX EKCTPAKATA
OJJABPAHUX BPCTA I'JbUBA

MenTop 1p Mupocnas M. Bpeuh, penosau npodecop
H ap Jlparuna JakoBiseBuh, BUIIY HAyYHY CApPaIHHK
IMoTnucann Maja Ko3apcku

H3jaBJbyjeM [Ia je IITaMIaHa Bep3rja MOT JOKTOPCKOT Pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEP3UjH KOjy caM IIpejao/na 3a 00jaB/pHBamke Ha moptany JuraraaHor
penosuTopHjyma YHusepsutera y beorpany.

Jlo3Bo/baBam J1a ce o0jaBe MOjU JIMYHU MOAAIM BE3aHU 3a J00Hjambe aKaIeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Npe3rMe, FoIMHa U MecTo poljera u 1aTym oabpane
JIOKTOPCKOT paja.

OBM TMYHM TIOAAIU MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTPaHHUIIAMA THUTHTATHE
oubnuoreke,

y €IIEKTPOHCKOM KaTaJory U y nmyonukanHjaMa Y HuBep3uTera y beorpany.

IMoTnne noxTopanga

V Beorpany., £5.06. 2012

¥,

oy Uozspecn
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IMpuaor 3.

H3jaBa o0 kopumhewy

Osnamthyjem YauBepsurercky Oubnuorexy ,,CBerozap Mapkosuh® na y Jururanau
peno3suTopujyM YHHBep3uTeTa y beorpany yHece MOjy JOKTOPCKY AMCEpTaLjy MO
HAacIOBOM:

XEMUICKA KAPAKTEPU3ALIMIA. AHTUOKCUIATUBHA U AHTUMHUKPOBHA
CBOJCTBA INOJIMCAXAPUIHHUX EKCTPAKATA OJABPAHUX BPCTA I'JbMUBA

KOja je Moje ayTOpCKo Jelo.

JlucepTanujy ca CBHM IPUIIO3MMA IIpeiao/jia caM y eJIEKTPOHCKOM (hopMary moroJHoM
3a TPajHO APXHUBUPAHE.

Mojy [OKTOpCcKy JMCepTalujy TOXpameHy Yy JIuruTajiHd  pemno3HTOPH|yM
VYuusepsutera y beorpaxy Mory aa KOpucTe CBH KOjH MOILITYjy oapende caapikaHe y
oxabpanom tumy juneHue Kpeatusae 3ajennuie (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce
OIITy4HO/JIa.

1. AytopcTBO

2. AYTOpPCTBO — HEKOMEPIH]aTHO

3. AYTOpPCTBO — HEKOMepITHjaTHO — Oe3 nmpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPITHjaTHO — AETUTH MOJ HCTHM YCIOBHMa
5. AyropcTBo — Oe3 npepanae

6. AYTOPCTBO — JENTUTH MIOJl HCTUM YCIIOBUMA

o v b W)=

(Monumo na 3a0KpyXHTe camMO jeqHy OJ IIecT MOHyheHHMX JHMIIEHIM, KpaTaK OIHC
JUIIEHITH JIaT je Ha nosiehuHu TUCTA).

IMoTnue nokTopanaa
Y beorpany, _ ,zf] i) (\(') ’ 1 C[/J
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