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1. UVOD



Posljednjih se godina razvila viSestruka otpornost na lijekove protiv ljudskih patogenih
mikroorganizama zbog pretjerane upotrebe trzisSnih antimikrobnih lijekova koji se obicno
koriste u lijeenju zaraznih bolesti. Takvo stanje je ponukalo znanstvenike da intenzivnije
pocnu istrazivati nove antioksidacijske supstancije iz raznih biljaka koje su dobri izvori novih
antimikrobnih kemoterapijskih agenasa (Karaman i sur., 2003; Turkoglu i sur., 2007).
Gljive su bogat izvor prirodnih antibiotika pa je zato ispitivana antimikrobna aktivhost
ekstrakata gljiva.
Povezanost ljudi s gljivama traje od davnina. Jos su stari Egipcani vijerovali da su gljive dar
boga Ozirisa, dok su u antickom Rimu nazivane bozanskom hranom. Gljive se i danas
smatraju delikatesom, osobito zbog svoje specificne arome i teksture. Izvrsno su balansirana
hrana cijom je konzumacijom omoguéena definirana prehrana i unos zdravih sastojaka u
organizam. Poznato je da su izvor brojnih bioaktivnih supstancija, uglavhom vezanih na
stanicnu stijenku, koje pomazu u poboljSanju imunosustava organizma u borbi protiv
malignih bolesti (Ramesh i Pattar, 2010). Te bioaktivne supstancije su fenoli (fenolne kiseline
i flavonoidi), karotenoidi, tokoferol te askorbinska kiselina i vazni su zastitni agensi za ljudsko
zdravlje (Block i sur., 1992).
Osim svojih farmakoloskih (Bobek i sur., 1991; Bobek i Galbavy, 1999) svojstava, samonikle
gljive su sve vaznije u nasoj prehrani i zbog svoje nutritivne vrijednosti, visokog udjela
proteina i niskog udjela masti (Aletor, 1995; Longvah i Deosthale, 1998; Diéz i Alvarez, 2001;
Agrahar-Murugkar i Subbulakshmi, 2005; Barros i sur., 2007a), no vazno je istaknuti da
nutritivne vrijednosti, odnosno kemijski sastav ovise o stadiju zrelosti gljiva i kulinarskoj
obradi (Dikeman i sur., 2005).
Cilj ovoga rada bio je prouciti kemijski sastav i antioksidacijska svojstva samonikle vrhunske
gliive Amanita caesarea (blagva). Pokusi su bili podijeljeni i provedeni u 3 nezavisna koraka
kako bi se:
1) odredio prosjecni kemijski sastav gljiva (udjel suhe tvari, proteina, masti, pepela i
ukupnih Secera) te njihova energijska vrijednost,
2) usporedio prinos ekstrakta iz gljiva nakon ekstrakcije s dva ekstrakcijska sredstva;
vru¢om vodom i metanolom,
3) provela ekstrakcija bioaktivnih sastojaka (ukupni fenoli i flavonoidi), istrazila
antioksidacijska svojstva gljiva (udjel askorbinske kiseline, B-karotena i likopena)

te reducirajuca snaga i sposobnost keliranja.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Carstvo gljiva

Organizmi koji pripadaju lozi gljiva ukljucuju: gljive, hrde, snijeti, puhare, tartufe, smrcke,
plijesni i kvasce, kao i brojne manje poznate organizme (Alexopoulos i sur., 1996). Whittaker
je 1969. godine gljive svrstao u zasebno kraljevstvo, odvojeno od biljaka. Razlog tome je Sto
niti jedna gljiva ne vrsi fotosintezu. Gljive moraju upijati hranjive tvari koje proizvedu drugi
organizmi, a razlikuju se od biljaka i po sastavu stanicne stijenke, strukturi tijela i nacinu
razmnozavanja (Whittaker, 1969).

Gljive karakteriziraju nepokretna tijela (talus) koja su gradena od apikalnih izduzenih niti
stijenke (hife), Zivotni ciklus sa seksualnim i neseksualnim razmnoZavanjem, obicno iz
zajednickog talusa, haploidnim talusima koji proizlaze iz zigotske mejoze te heterotrofnom
prehranom. Polarna tijela diobenih vretena, a ne centrioli, obi¢no su povezani s jezgrinom
ovojnicom tijekom diobe stanica. Karakteristicni dijelovi stijenke su hitin (B-1,4-vezani
homopolimeri N-acetilglukozamina u mikrokristalnom stanju) te glukani, u prvom redu a-
glukani (a-1,3 i a-1,6 veze) (Griffin, 1994; Alexopoulos i sur., 1996). Carstvo Gljiva klasificira
se nadalje u Cetiri razlicita koljena: 1) Basidiomycota (club fungi) (stapCarke), 2) Ascomycota
(sac fungi) (mjeSinarke), 3) Zygomycota (conjugation fungi) (zigomiceti), i 4) Deuteromycota
(imperfect fungi) (nesavrsene gljive).

Vrste koljena Basidiomycota ukljuCuju vrste iz razreda Basidiomycetes koje imaju
makroskopska plodna tijela, dovoljno velika da se mogu vidjeti golim okom. Mnoge gljive u
ovom koljenu izgledaju kao kiSobrani koji rastu iz zemlje. Medu poznatijim rodovima u ovom
koljenu su: Agaricus (ukljuCujuéi tip Sampinjona koji se moze naéi u supermarketima),
Amanita (ukljuujuéi vrste koje su smrtonosne, ukusne ili ¢ak halucinogene), Boletus
(najpoznatiji je ljetni vrganj) i Cantherellus (poznat po ukusnoj i prekrasnoj lisicki). Cijenjeni
smrcci i tartufi vrsta su koljena Ascomycota. Saccharomyces cerevisiae jos je jedna vrsta
ovog koljena cijenjena zbog svojih biotehnoloskih primjena. Najpoznatija je vrsta koljena
Zygomycota, koje sadrzi oko 600 vrsta, plijesan kruha, kao Sto je Rhizopus stolonifer.
Deuteromycota, nesavrSene gljive, ukljuCuju rodove kao Sto su Trichophyton (atletsko
stopalo), Penicillium (penicilin), i Candida albicans (,kvasac" infekcije) (Arora, 1986; Margulis
i Schwartz, 1988; Alexopoulos i sur., 1996).

Iako postoje rane reference o antibakterijskim aktivnostima koje su pokazale gljive koje
pripadaju podjeli Basidiomycota (Robbins i sur., 1947; Brian, 1951; Takeuchi, 1969), tek je

unatrag zadnjih 20 godina Siri raspon rodova, vrsta i izolata unutar ove podijele detaljnije



ispitan za antibioticka svojstva (Anke i sur., 1980; Coletto i Mondino, 1991; Lorenzen i Anke,
1998; Wasser i Weis, 1999; Rosecke i Konig, 2000; Wasser, 2002).

2.2. Nutritivna vrijednost i ljekovitost gljiva

Gljive se odavno koriste u ljekovite i prehrambene svrhe. Sve smo viSe svjesni toga da
pravilna prehrana utjece na brojne funkcije ljudskog tijela te sudjeluje u odrzavanju dobrog
zdravlja, Sto je nuzno za smanjenje rizika od brojnih bolesti. Moderna farmakoloska
istrazivanja potvrduju tradicionalna znanja vezana uz zdravstvene ucinke gljiva, koje imaju
protugljivicna, antibakterijska, antioksidativna i antivirusna svojstva uz dodatak da su i
funkcionalna hrana.

Makrofungi su s distinktivnim plodnim tijelom koje moze biti nadzemno ili podzemno te
dovoljno veliko da bude vidljivo golim okom i da se moze ubrati rukom (Chang i Miles, 1992).
Vidljivo je samo plodno tijelo gljive, a ostatak gljive nalazi se ispod zemlje u obliku micelija.
Geoloski, gljive su postojale na Zemlji prije Covjeka, kao Sto se moze vidjeti iz fosila koji
potjeCu iz razdoblja rane Krede. Prema tome, antropoloski govoreci, postoji velika moguénost
da je Covjek koristio gljive kao hranu dok je joS uvijek bio sakuplja¢ hrane i lovac u
kronologiji kulturne evolucije.

Gljive imaju jako Siroku primjenu te se, osim svojih ekoloskih uloga, mogu koristiti kao hrana
i lijek, no joS uvijek su jedan su od najneiskoristenijih izvora hrane buducnosti. Pokazale su
se ucinkovite protiv raka, pri smanjenju kolesterola, stresa, nesanice, astme, alergija i
dijabetesa (Bahl, 1983). Bogate su proteinima i trebale bi biti sastavni dio vegetarijanske
prehrane jer osiguravaju taj nuzni udjel proteina koji vegetarijanska prehrana ne
omogucava. Kao funkcionalna hrana u obliku tableta koriste se kao dodatak hranjivim
tvarima kako bi se povecao imunitet. Zbog niske razine Skroba i niskog kolesterola, pogodne
su za dijabetiCare i sréane bolesnike. Treéinu Zeljeza u gljivama ljudsko tijelo moze
apsorbirati, a njihove se polisaharidne molekule koriste kao lijek protiv raka. Koristene su
uspjesno ¢ak i u borbi protiv HIV-a (Nanba, 1993; King, 1993). Bioloski aktivni spojevi iz
gljiva imaju protugljivicna, antibakterijska, antioksidacijska i protuvirusna svojstva te se

koriste kao instekticidi i nematicidi.



2.3. Kemijski sastav gljiva

Sadrzaj ugljikohidrata kod gljiva sacinjava vecinu plodnog tijela, Cinec¢i oko 50 do 65%
njegove suhe mase. Slobodni Seéeri su sadrzani u kolicini od oko 11%. Florczak i sur. (2004)
naveli su da Coprinus atramentarius (Bull.: Fr.) Fr. sadrzi 24% ugljikohidrata u suhoj masi.
Manitol, poznat i kao gljivicni Secer, Cini oko 80% svih slobodnih Seéera te je time
dominantni Secer (Tseng i Mau, 1999; Wannet i sur., 2000), no odredene su i manje
koncentracije rafinoze, saharoze, glukoze, fruktoze i ksiloze (Singh i Singh, 2002.).
Polisaharidi gljiva topljivi u vodi djeluju protutumorski (Yoshioka i sur., 1975).

Proteini su vazni sastojci suhe tvari gljiva (Aletor, 1995; Alofe i sur., 1995; Florczak i Lasota,
1995; Zrodlowski, 1995; Chang i Buswell, 1996). Proteinski udjel u gljivama ovisi o sastavu
hranjive podloge, veli¢ini klobuka, vremenu berbe i vrsti gljiva (Bano i Rajarathnam, 1982).
Sto se tice koli¢ine topljivih proteina, u gljivama ih ima manje nego u mesu, ali znacajno vise
nego u ostaloj hrani, poput mlijeka (Chang, 1980). U suhoj tvari gljive obi¢no sadrze 19 do
35% proteina u odnosu na 7.3% u rizi, 12.7% u pSenici, 38.1% u soji i 9.4% u kukuruzu
(Crisan i Sands, 1978; Li i Chang, 1982; Bano i Rajarathnam, 1988). Verma i sur. (1987) su
utvrdili da su gljive korisne za vegetarijance jer sadrze neke esencijalne aminokiseline koje se
mogu naci u zivotinjskim proteinima. Probavljivost proteina gljiva Pleurotus jednaka je kao
kod biljnih proteina (90%), dok probavljivost zivotinjskih proteina iznosi 99% (Bano i
Rajarathnam, 1988). Rai i Saxena (1989) primijetili su smanjenje proteinskog sadrzaja kod
uskladistenih gljiva. Ucinkovitost pretvorbe proteina jestivih gljiva po jedinici povrsine i
jedinici vremena daleko je veca u odnosu na zivotinjske izvore proteina. Gljive u nacelu imaju
viSi proteinski sadrzaj od vecine povr¢a (Bano i Rajarathnam, 1988) i vedine samoniklih
biljaka (Kallman, 1991). Gljive sadrze sve esencijalne aminokiseline potrebne odrasloj osobi
(Hayes i Haddad, 1976).

Kod gljiva je sadrzaj masti vrlo nizak u odnosu na sadrzaj ugljikohidrata i proteina.
Najzastupljenije masti sadrzane u plodnim tijelima gljiva su nezasi¢ene masne kiseline.
Ukupni sadrzaj masti kod gljive A. bisporus iznosi od 1.66 do 2.2/100 g na suhu tvar
(Maggioni i sur., 1968). Ogundana i Fagade (1981.) ustanovili su da gljive imaju 4.481%
masti u suhoj tezini. Kanwar i sur. (1990.) zabiljezili su sadrzaj masti od 11.52% u suhoj
tezini plodnih tijela gljive Amanita caesarea. U 100 grama svjeze tvari gljiva A. bisporus
(Lange) Sing i Pleurotus ostreatus (Jacq: Fr.) Kumm sadrzaj masnih spojeva iznosio je 0.3 i
0.4 g (Manzi i sur., 2001), ali u suhoj tezini je iznosio 2.0 i 1.8 g (Shah i sur., 1997). Gljive se

smatraju dobrim izvorom masti i minerala (Jiskani, 2001). Yilmaz i sur. (2006) i Pedneault



i sur. (2006.) su utvrdili da se mast kod gljiva sastoji uglavhom od nezasi¢enih masnih
kiselina.

Gljive su jedan od najboljih izvora vitamina, posebice vitamina B (Breene, 1990; Mattila i
sur., 1994; Zrodolowski, 1995; Chang i Buswell, 1996; Mattila i sur., 2000). Prema Mattili i
sur. (1994) samonikle gljive sadrzavaju puno vecée koli¢ine vitamina D2 od u tami uzgojene
A. bisporus. Gljive takoder sadrze i vitamin C u malim koli¢inama (Sapers i sur., 1999; Mattila
i sur., 2001) koje su siromasne vitaminima A, D i E (Anderson i Fellers, 1942).

Plodna tijela gljiva karakterizira visoka razina dobro asimiliranih mineralnih elemenata. Glavni
minerali kod gljiva su K, P, Na, Ca, Mg, a elementi kao sto su Cu, Zn, Fe, Mo, Cd oblikuju
manje sastavne dijelove (Bano i Rajarathanum, 1982; Chang, 1982). K, P, Na i Mg tvore oko
56 do 70% ukupnog sadrzaja pepela gljiva (Li i Chang, 1982), dok sam kalij tvori 45%
ukupnog pepela.

Ustanovljeno je da gljive skupljaju teSke metale kao Sto su kadmij, olovo, arsen, bakar, nikal,
srebro, krom i ziva (Schmitt i Sticher, 1991; Majstrik i Lepsova, 1993; Wondratschek i Roder,
1993; Kala¢ i Svoboda, 2000; Svoboda i sur., 2001; Issilogglu i sur., 2001; Malinowska,
2004). Udio minerala ovisi o vrsti, starosti i promjeru plodnog tijela te o vrsti hranjive
podloge, odnosno supstrata (Demirbas, 2001). Mineralni sadrzaj samoniklih jestivih gljiva
viSi je od onoga kod uzgajanih gljiva (Aletor, 1995; Mattila i sur., 2001; Rudawska i Leski,
2005).

2.4. Ljekoviti znacaj gljiva

Koristenje gljiva u ljekovite svrhe jednako je staro kao i tradicionalna upotreba gljiva. Gljive
je gljive s ariSa, tada znane kao Agaricum, a kasnije na engleskom kao Quinine conk
(Fomitopsis officinalis (Villars: Fr.) Bond i Singer, Polyporaceae; syn. Laricifomes officinalis
(Villars: Fr.), u svoje djelo De Materia medica. KoriStena je za lijecenje bolesti koja je danas
poznata kao tuberkuloza.

U Kini se gljive koriste kao lijek od 100. godine (Gunde-Cimerman, 1999), ali tek su 1960.
godine znanstvenici istrazili osnovne aktivne sastojke gljiva koji pozitivno utjecu na zdravlje.
Gljive se u zdravstvu koriste za lijeenje jednostavnih bolesti, kao Sto su bolesti koze, do
sloZenih, Siroko rasprostranjenih bolesti, kao Sto je HIV. Tvrdi se da posjeduju antialergijska i
protutumorska svojstva te svojstva koja djeluju na kolesterol (Jiskani, 2001). Vodeni

ekstrakti gljive Pleurotus sajor caju pomazu kod zatajenja bubrega (Tam i sur., 1986). Prvo



uspjesno istrazivanje otkrilo je protutumorske ucinke ekstrakata iz vruce vode nekoliko vrsta
gljiva (Ikekawa i sur., 1969). Glavni sastojci su polisaharidi, posebno B—D glukan. Chihara i
sur. (1969) izolirali su iz plodnih tijela gljiva shiitake (L. edodes) antitumorski polisaharid koji
je nazvan /entinan. Bahl (1983) je utvrdio da se gljivama mogu lijeciti: epilepsija, rane, kozne
bolesti, sr¢ana oboljenja, reumatoidni artritis, kolera, znojenje, proljev, dizenterija, prehlada,
bolesti jetre, bolesti zuci te se mogu koristiti kao vermicidi. IstraZivanjima na hipertenzivnim
Stakorima uoceno je da gljiva manentake (Ganoderma /lucidum) snizava krvni tlak i
koncentraciju seruma (Kabir i sur., 1988). Lentinus tigrinusi G. lucidium djeluju na snizenje
kolesterola (Ren i sur., 1989). Lentinus edodus koristi se za povecanje snage, libida i
energije te kao agent protiv starenja (Gareth, 1990). Lentinan-sulfat, dobiven iz vrste
Lentinus usporava progresiju HIV-a. Lijekovi temeljeni na aktivnim supstancijama iz gljiva
nemaju nuspojave (Sagakami i sur., 1991). Hranjivi i ljekoviti dijelovi gljive G./ucidum
pokazuju obecavajuce pozitivne antivirusne ucinke te djeluju protiv hepatitisa B (Kino i sur.,
1989), HIV-a (Kim i sur., 1993; Liu i Chang, 1995). Dreyfuss i Chapela (1994) utvrdili su da
stotine sekundarnih metabolita gljivnog podrijetla posjeduju biolosku aktivnost.

Vedina je medicinskih gljiva relativno rijetka i mogu se nac¢i samo u Sumama gdje ima
odumrlog drveéa jer prvenstveno razgraduju lignocelulozu. Za medicinsku se uporabu gotovo
uvijek koriste ekstrakti s vru¢om vodom te pripravci u praskastom ili koncentriranom obliku.
U poslijednje se doba sve vazne medicinske gljive uzgajaju submerzno na Cvrstim
suspstratima i, kao takav, uzgoj gljiva je jedini biotehnoloski proces koji se vodi u velikim

mjerilima u kojima su supstrati lignocelulozni materijali (Stamets, 2000).

2.5. Gljive iz roda Amanita

Izmedu jestive gljive izvrsne kakvoce, blagve (A. caesarea) i smrtonosnih gljiva, muhare (A.
muscaria), panterine muhare (A. pantherina) te zelene pupavke (A. phalloides), cijelo je
mnostvo gljiva koje se smatraju nejestivima ili bezvrijednima. Pri branju gljiva posebna se
paznja mora posvetiti gljivama iz roda Amanita. Ve¢ su i njihove spore otrovne i, ako se

konzumiraju, izazvat ¢e ozbiljna ostecenja jetre i srediSnjeg zivéanog sustava.
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Slika 1. Razvojni stadiji gljive iz roda Amanita (Bozac, 2007).

2.5.1. A. caesarea

Blagva, A. caesarea (Scop.) Pers. je vrsta jestive gljive vrhunske kakvoée iz porodice
Amanitaceae.

Prema sistematici gljiva blagva spada u:

Razred: Basidiomycota
Podrazred: Agaricomycetes

Red: Agaricales
Porodica: Amanitaceae

Rod: Amanita
Vrsta: A. caesarea

U pocetku izgleda kao jaje prekriveno elasticnim ovojem koje puca te se iz njega rada gljiva.
Ovisno o stupnju zrelosti gljive, klobuk je promjera od 5 do 20 cm, Zuto-narancaste do
crveno-narancaste boje, u mladosti polukuglast, no u najzrelijem stadiju postaje ravniji.
Povrsina klobuka je glatka, ljepljiva i lako se guli. Listi¢i su u mladosti svijetlo zuti, kasnije

izrazeno Zuti, Siroki i gusti. Strucak je valjkast, u pocCetku pun, kasnije blago Supalj, u donjem


http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Basidiomycota&action=edit&redlink=1
http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Homobasidiomycetes&action=edit&redlink=1
http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cortinariales&action=edit&redlink=1
http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Bolbitiaceae&action=edit&redlink=1

dijelu malo zadebljan i obloZen ostacima ovojnice, a moZe narasti i do 15 cm visine. Meso je
u pocetku bijelo, kasnije Zuckasto, slabog mirisa. Spore su jajaste, a otrusina bijelo-Zuckasta.
U prirodi raste u kasnu jesen i zimi, u obliku busena na panjevima i odumrlom drvecu.
NajéeS¢e se moze nadi u hrastovim i kestenovim Sumama, no i Sumama s bukvama i
topolama, ali raste i pod orasima, vrbama, bagremima, jablanima i drugom bjelogoricnom
drveéu (Bozac, 2007) (Slika 2).

W’ﬂmm m

Slika 2. Fotografija blagve u pet stadija zrelosti (http://www.plantea.com.hr/blagva/)

Rijetka je, kod nas je zabiljezena samo u sjevernom dijelu Hrvatske, ukljuujuci pojas Istre i
Slavonije. Zivi u termofilnim bjelogori¢nim Sumama (listopadnim i zimzelenim), u mikorizi s
razliCitim hrastovima (Quer cus spp.) i sa Sumskim kestenom (Castanea sativa). U Crvenoj
knjizi gljiva Hrvatske navedena je kao ugrozena i zasti¢ena je gljiva (Tkalcec i sur., 2008).

2.6. Antioksidacijsko djelovanje

Vaznost oksidacije u tijelu i hrani opce je priznata. Oksidativni metabolizam nuZan je za
preZivljavanje stanica. Odrzavanje ravnoteze izmedu proizvodnje slobodnih radikala i

antioksidativne obrane (enzimske i neenzimske) nuzan je uvijek za normalno funkcioniranje



organizma. Kad je ravnoteza poremecena zbog proizvodnje slobodnih radikala, tada kazemo
da je organizam u oksidativnom stresu. U takvom slucaju suvisni slobodni radikali mogu
ostetiti stanicne lipide, proteine i DNA, sprecavajudi njihov normalan rad i dovodeéi do
razliitih bolesti. Kod aerobnih organizama slobodni se radikali stalno proizvode tijekom
normalnog funkcioniranja stanice, uglavnom u obliku reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i
reaktivnih dusikovih vrsta (RNS). Izlaganje organizma slobodnim radikalima dovelo je do
razvoja endogenog mehanizma obrane kako bi se oni uklonili. Takva je obrana odgovor
evolucije na neizbjeznost proizvodnje ROS-a u aerobnim uvjetima. Prirodni proizvodi s
antioksidativhom aktivnoS¢u mogu pomoéi endogenom obrambenom sustavu. Antioksidanti u
prehrani tako predstavljaju veliku vaznost kao moguci zastitnici protiv smanjenja oksidativne
Stete (Ferreira i Abreu, 2007). Nadalje, oksidacija moze utjecati na hranu i jedan je od
glavnih uzroka kemijskog kvarenja (Colbert i Decker, 1991) te stvara uZeglost i/ili smanjenje
nutritivne kakvoée, boje, okusa, teksture i sigurnosti hrane (Shahidi i sur., 1992). Za
obrambene mehanizme protiv posljedica pretjerane oksidacije zasluzno je djelovanje razlicitih

antioksidansa (Antolovich i sur., 2002).

2.6.1. Oksidacijski stres

Slobodni radikal definira se kao bilo koji atom ili molekula koja posjeduje nesparene
elektrone u vanjskoj ljusci (Halliwell i Gutteridge, 1999). U nacelu su nestabilni i vrlo
reaktivni. Slobodni radikali kisika i dusika mogu se pretvoriti u druge neradikalne reaktivne
vrste kao Sto su: vodikov peroksid, hipoklorna kiselina (HCIO), hipobromasta kiselina (HBrO) i
peroksinitrit (ONOO™). ROS, RNS i reaktivne vrste klora proizvode se u Zivotinja i ljudi pod
fizioloSkim (normalni stani¢ni metabolizam aerobnih stanica) i patoloskim uvjetima (Aust i
Sringen, 1982; Pryor i sur., 1982; Evans i Halliwell, 2001).

Prepoznato je da ROS i RNS imaju dvojnu ulogu: i kao Stetne i kao korisne vrste, s obzirom
na to da mogu biti Stetne i korisne zivim sustavima (Valko i sur., 2006). Korisni ucinci ROS-a
javljaju se pri niskim/umjerenim koncentracijama te ukljucuju fizioloSke uloge u stani¢nim
odgovorima na anoksiju, primjerice u obrani protiv infektivnih agenasa te u funkciji

odredenog broja stanicnih signalnih sustava (Slika 3).
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Slika 3. Znacajni uzroci i posljedice djelovanja slobodnih radikala (Ferreira i Abreu, 2007).

Slobodni radikali mogu uzrokovati Sirok raspon toksi¢nih oskidativnih reakcija kao Sto su:
inicijacija peroksidacije membranskih lipida, koja dovodi do nakupljanja lipidnih peroksida,
izravna inhibicija enzima mitohondrijskog respiratornog lanca, fragmentacije ili nasumicnog
krizanja molekula kao Sto su DNA, enzimi i bjelancevine, Sto na kraju dovodi do smrti stanice
(Halliwell i Gutteridge, 1999) (Slika 4).
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Slika 4. Peroksidacija lipida i stvaranje slobodnih radikala u ljudskom tijelu (Hallivell i
Gutteridge, 1994).

Ostecena tkiva prolaze kroz viSe reakcija slobodnih radikala od zdravih tkiva (Halliwell i
Gutteridge, 1992). Kod vecine ljudskih bolesti oksidativni stres je sekundarni fenomen, a ne
primarni uzrok bolesti (Gutteridge, 1993). To ne znaci da je oksidativni stres nevazan.
Primjerice, sekundarno oksidativho osteéenje lipida na stijenkama krvnih Zzila znacajno
pridonosi razvoju ateroskleroze, a nizak prehrambeni unos vitamina E predstavlja faktor
rizika. Potreba prehrambenog unosa vitamina E vjerojatno se povedava ako se poveca
postotak polinezasi¢enih masnih kiselina u prehrani — ovaj je fenomen poznat kod Zivotinja,
ali josS nije sasvim istrazen kod Covjeka. OSte¢enje DNA koje uzrokuju ROS i RNS vjerojatno
pridonosi razvoju raka povezanom s dobi (Halliwell, 1996). Oksidativni stres doprinosi
ostecenju tkiva kod reumatoidnog artritisa, upalnih bolesti crijeva (Halliwell i Gutteridge,
1989) i Parkinsonove bolesti (Jenner, 1994). Sve je vise dokaza za to da se veliki uzrocnici
smrti, kardiovaskularne bolesti i rak, mogu sprijeciti ili do neke mjere odgoditi promjenama u
prehrani, kao Sto su smanjenje unosa masnoca i povecana konzumacija voca, Zitarica i
povrca (Willett, 1994). S obzirom na to da nasa endogena antioksidativna obrana nije 100%
ucinkovita, razumno je primijetiti kako su antioksidansi, koji se unose prehranom, vazni u
smanjenju ukupnih ucinaka oksidativnog ostecenja tijekom dugog Zivotnog vijeka Covjeka te
da su odgovorni za neke od korisnih ucinaka voca, zitarica i povréa (Halliwell, 1996).
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Prema tome, postoje ,dva lica" slobodnih radikala u biologiji, s obzirom na to da sluze kao

signalne i regulacijske molekule na fizioloSkim razinama, no takoder su vrlo Stetni i

citotoksicni oksidansi na patoloskim razinama (Freidovich, 1999; Fang i sur., 2002) (Tablica

1).

Tablica 1. Mehanizmi antioksidativne aktivnosti (Hall, 2001).

Razred antioksidanta

Mehanizam antioksidativhe

aktivnosti

Primjeri antioksidanasa

Pravi antioksidanti

Stabilizatori vodikovog

peroksida

Sinergisti

Kelatori metala

Uklanjivaci singletnog kisika

Tvari koje reduciraju vodikov

peroksid

Inaktivacija lipidnih slobodnih

radikala
Sprjecavanje raspadanja
vodikovog peroksida u
slobodne radikale
Poticanje aktivnosti pravih
antioksidanata
Vezanje teskih metala u

neaktivne spojeve

Pretvaranje singletnog kisika
u tripletni kisik
Reduciranje vodikovog
peroksida na neradikalni

nacin

Fenolni spojevi

Fenolni spojevi

Limunska kiselina,
askorbinska kiselina
Fosforna kiselina, Spojevi
Maillardove reakcije,
limunska kiselina

Karoteni

Proteini, aminokiseline
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



Cjelokupni tijek rada
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ODREDIVANJE ¥
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METANOLOM (37 °C)
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a-TOKOFEROLA |
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Slika 5. Prikaz cjelokupnog tijeka istrazivackog rada
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3.1. Materijali i metode rada

3.1.1. Uzorci gljiva

Uzorci gljive A. caesarea (blagva) u svim fazama zrelosti nabavljeni su na trznici Dolac u
Zagrebu. SvjeZi uzorci su odmah izvagani, izrezani i stavljeni na susenje 24 h pri 105 °C
(Slika 6).

Slika 6. Uzorci A. caesarea (blagva) u svim fazama zrelosti koristeni za istrazivanje

3.1.2. Standardi i reagensi

Kalijev dihidrogen fosfat, dikalijev hidrogen fosfat, kalijev ferocijanid, zeljezni klorid,
klorovodicna kiselina, trikloroctena kiselina, octena kiselina, pirogalol i Folin-Ciocalteau
reagens nabavljeni su od Mercka (Darmstadt, Germany). Galna kiselina, metafosforna
kiselina, (+)-katehin, 2,6-dikifenolindofenol, L-askorbinska kiselina, B-karoten, acetonitril, a-
tokoferol, 2,2-difenil-1-pikrilhidranil radikal (DPPH), EDTA su nabavljeni od Sigme (USA).
Metanol, dikormetan, aceton, n-heksan, etil acetat, etanol, petroleter su bili proizvodi Kemike
(Zagreb, Hrvatska).
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3.1.3. Reagensi za odredivanje ukupnih fenola

3.2.

. otapalo: destilirana voda, H,O

Folin-Ciocalteau reagens

zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, Na,COs

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopljeno je u 800 mL vruée destilirane
vode, a potom ohladeno na sobnu temperaturu. Dodano je nekoliko kristalica
natrijeva karbonata te u odmjernoj tikvici od 1000 mL nadopunjeno destiliranom
vodom i nakon 24 sata filtrirano.

galna kiselina (0.03 g galne kiseline je otopljeno u metanolu u odmjernoj tikvici od
100 mL).

Aparati

- pH-metar

Pri radu je koristen ru¢ni pH-metar “Hanna Instruments”, model HI98103, SAD.

- Mehanicka mjesalica

Za optimiranje postupka autolize koristena je mehanicka mjeSalica s
termostatom.

- Vage

Analiticka vaga “Mettler”, Svicarska

Digitalna analiticka vaga “Shimadzu”, Japan

Tehnicka vaga “Tehtnica”, ET 1211, 0-1200 g, Slovenija

- SusSionik

Za odredivanje suhe tvari biomase i ekstrakata koriSten je susSionik
“Instrumentaria” ST-05, 50-200 °C, Hrvatska.

- Vibro mikser

Za homogenizaciju uzoraka koristen je vibrirajuéi mikser “Tehtnica EV-1027,

Zelezniki, Slovenija.

- Spektrofotometar

Za mijerenje apsorbancije koristen je spektrofotometar Unicam He+ios -, SAD.
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3.3. Analiticke metode

3.3.1. Kemijski sastav gljiva

Kemijski sastav gljiva odredivan je mjerenjem suhe tvari, ukupnih proteina, ukupnih Secera,
masti i pepela prema AOAC metodama (1995). Uzorci gljiva su nakon susenja usitnjeni u

tarioniku i kao takvi su uporabljeni u svim odredivanjima.

3.3.1.1. Suha tvar gljiva

Suha tvar gljiva odredivana je susenjem gljiva do konstantne mase pri 105 °C/24 h. Nakon
hladenja u eksikatoru uzorci su izvagani te je izraCunata suha tvar u svakom uzorku (Alvarez
i Enriquez, 1988).

Udjel suhe tvari, izrazen u postotcima racunat je prema jednadzbi:

w (s. tv. %) = [100 - (m; - m3) / (m, - m;)] x 100 (D)

w - maseni udjel suhe tvari u uzorku (%)
m;- masa prazne posude (g)
m,- masa posude i uzorka prije susenja (g)

m3- masa posude i osusenog uzorka (g)

3.3.1.2. Odredivanje ukupnih proteina

Koli¢ina ukupnih proteina u uzorcima gljiva odredivana je metodom po Kjeldahlu (AOAC,
1995). U Kjeldahlovu tikvicu s regulatorima vrenja (15 g kalij-sulfata i 0,5 g bakar(II)-sulfata
penhidrata) dodano je 0.5 g uzorka gljiva i 10 mL koncentrirane HCI. Tikvica je postavljena u
kosi polozaj u digestoru i zagrijavana tijekom 6 h. Nakon toga je sadrzaj tikvice ohladen na
sobnu temperaturu te mu je dodano 50 mL vode. Nakon destilacije uzorci su titrirani s 1M
HCl. Za izracunavanje koli¢ine ukupnih proteina u uzorcima gljiva odredeni udjel dusika je
mnozen faktorom 4.38 (Léon-Guzman i sur., 1997). Koli¢ina sirovih proteina nakon
spaljivanja, destilacije i titracije odredena je prema jednadzbi:

V+0,00028 x1000x4,38xd
b

koli¢ina proteina (%) =

(2)
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V — utroSak sumporne kiseline (mL)
d — volumen uzorka uzet za titraciju (mL)
b — masa uzorka uzetog za analizu (g)

4.38 — faktor za preracunavanje udjela dusika u udjel sirovih proteina u gljivama

3.3.1.3. Odredivanje masti

Udjel masti u uzorcima gliva odredivan je metodom po Soxhletu (AOAC, 1995). Uzorak gljiva
(10 g) preliven je s 50 mL koncentrirane HCI da bi se oslobodile lipidne frakcije te profiltriran
preko filtar papira. Ostatak na filtar papiru stavljen je u tikvicu uredaja za ekstrakciju. Nakon
ekstrakcije otapalo je otpareno u vodenoj kupeliji, a tikvica osusena u susioniku pri 105 °C,
ohladena u eksikatoru i izvagana. Udjel masti izraCunat je prema jednadzbi:

udjel masti (%) = (m,-my) - 100/mq 3)

mo — masa uzorka za analizu (g)
m; — masa tikvice za ekstrakciju (g)

m, — masa tikvice za ekstrakciju s masti poslije susenja (g)

3.3.1.4. Odredivanje pepela

Udjel pepela u uzorcima je odredivan spaljivanjem u muflonskoj peéi pri 550 °C tijekom 6 h
(AOAC, 1995). U porculanske posudice odvagano je po 1 g uzoraka gljiva te su stavljene na
suSenje pri 105 °C. Nakon hladenja u eksikatoru uzorci su spaljivani u muflonskoj peci
tijekom 5 do 6 h s postupnim povecanjem temperature do 550 °C, sve dok pepeo nije
postigao sivo-bijelu boju.

Udjel pepela izracunat je prema formuli:
udjel pepela (%) = (my — mg)/(m; — mg) - 100 4
my — masa prazne posudice (g)

m; — masa posudice s uzorkom za analizu (g)

m, — masa posudice s ostatkom (pepelom) (g)
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3.3.1.5. Odredivanje ukupnih secera

Udjel ukupnih Secera izracunat je prema jednadzbi (Barros i sur., 2007a):

Ukupni Seceri (g) = 100 — (voda + proteini +masti + pepeo) (5)

3.3.1.6. Odredivanje ukupne energijske vrijednosti

Ukupna energijska vrijednost je izraCunata prema jednadzbi (Manzi i sur., 2004):

Energijska vrijednost (kJ) = 17 - (g proteina + g Secera) + 37 - (g masti) (6)

3.3.2. Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka

Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka iz prouCavanih gljiva provedena je s dva ekstracijska
sredstva: vodom pri 90 °C (10 minuta) i metanolom (95 %) pri 37 °C (Tsai i sur. (2007).

3.3.2.1. Ekstrakcija vrucom vodom

1.5 g osusenih gljiva odvagano je s to¢nos¢u +0.1 g i homogenizirano s 20 mL zagrijane
destilirane vode (50 °C). Homogena smjesa ekstrahirana je 10 minuta pri temperaturi oko
90-95 °C uz povratno hladilo. Dobiveni ekstrakt je filtriran kroz filtar papir, a zaostali talog
ponovno je ekstrahiran s 20 mL destilirane vode uz povratno hladilo joS 10 minuta. Dobiveni

ekstrakti su spojeni u odmjernoj tikvici od 50 mL i nadopunjeni vodom do oznake.

3.3.2.2. Ekstrakcija metanolom

1.5 g osusenih gljiva odvagano je s tocnos¢u +0.1 g i homogenizirano s 20 mL metanola (95
%); 25 °C). Homogena smjesa ekstrahirana je 180 minuta pri 37 °C na magnetnoj mjesalici
(250 okr/min). Dobiveni ekstrakt je filtriran kroz filtar papir, a zaostali talog ponovno je
ekstrahiran s 20 mL metanola jos 60 minuta. Dobiveni ekstrakti su spojeni u odmjernoj tikvici

od 50 mL i nadopunjeni vodom do oznake.
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3.3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

U epruvetu je otpipetirano 1 mL ekstrakta i 1 mL Folin-Ciocalteau reagensa, nakon ¢ega je
smjesa homogenizirana na vibromikseru. Nakon 3 minute je reakcijskoj smjesi dodano 1 mL
zasi¢ene otopine Na,COs. Uzorak je ostavljen u mraku 90 minuta, nakon ¢ega je mjerena
apsorbancija (opticka gustoéa otopine) pri valnoj duljini od 725 nm (A;) (Barros i sur.,
2008a). Na isti nacin je pripremljena i slijepa proba, ali je umjesto ekstrakta stavljena

destilirana voda. BaZzdarni dijagram je izraden s galnom kiselinom (0.01-0.4 mM; R* =

0.9999). Rezultati (mg galne kiseline/g ekstrakta gljiva) su izracunati prema jednadzbi: Y
2.8557 - X - 0.0021.

3.3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida

260 uL ekstrakta je pomijeSano s 1.25 mL destilirane vode i 75 YL 5%-tne otopine NaNO..
Nakon 5 minuta u reakcijsku smjesu je dodano 150 pL 10%-tne otopine AICI3H,0 i
promijeSano na vibracijskoj mjesalici. Nakon 6 minuta je dodano 500 pL 1M NaOH i 275 pL
destilirane vode te je reakcijska smjesa dobro promijeSana na vibracijskoj mjesalici.
Intenzitet ruziaste boje je mjeren pri 510 nm. Bazdarni dijagram je izraden s (+)-katehinom
(0.022-0.34 mM; R* = 0.9999). Rezultati (mg (+)-katehina/g ekstrakta gljiva) su izraunati
prema jednadzbi: Y = 0.9629 - X — 0.0002.

3.3.3. Odredivanje udjela bioaktivnih sastojaka

3.3.3.1. Askorbinska kiselina

Udjel askorbinske kiseline odredivan je prema metodi Klein i Perryja (1982). Svaki od
ekstrakata je pripravljen ekstrakcijom 100 mg suhe tvari gljiva s 10 mL 1%-tne metafosforne
kiseline (10 mg/mL) tijekom 45 minuta pri sobnoj temperaturi i nakon ¢ega su profiltrirani
kroz filtar papir. Filtrati (1 mL) su pomijeSani s 9 mL 2,6-diklorindofenola, i nakon 15 sekundi
reakcije je uzorcima apsorbancija na 515 nm. Udjel askorbinske kiseline je izracunat prema
bazdarnom pravcu izradenim s L-askorbinskom kiselinom (0.020-0.12 mM; R?* = 0.9999).
Rezultati (mg L-askorbinske kiseline /g ekstrakta gljiva) su izracunati prema jednadzbi: Y =
3.4127 - X - 0.0072.
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3.3.3.2. B-karoten i likopen

Udjel B-karotena (provitamin A) i likopena su odredeni prema metodi Barros i sur. (2008a).
Uzorci suhih gljiva (100 mg) su 1 min mijeSani na vibriraju¢oj mjesalici s 10 mL smjese
otapala aceton:heksan (4:6) i nakon toga profiltrirani kroz filtar papir. Filtratima je izmjerena

apsorbancija na 453, 505 i 663 nm. Koncentracije B-karotena i likopena su izracunate prema

jednadzbama:
B-karoten (mg/100 mL) = 0.216 " Agezs — 0.304 * Asps + 0.452 * Ass3 (7)
Iikopen (mg/lOO mL) = -0.0458 - Agez + 0.372 * Asgs — 0.0806 * Ass3 (8)

3.3.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidansi su, prema definiciji, sve one tvari koje u maloj koli¢ini u kratkom vremenu
neutraliziraju djelovanje slobodnih radikala i drugih oksidanata. Slobodni radikal je svaki
atom ili molekula koja sadrZi jedan ili viSe nesparenih elektrona sto ih Cini nestabilnim i

veoma reaktivnim, a sposobni su oksidirati bioloSke molekule.

3.3.4.1. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Antioksidacijska aktivnost uzoraka odredena je mjerenjem sposobnosti inhibicije slobodnog
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. Antioksidacijska sposobnost se mijeri kinetikom
otpustanja vodika s antioksidansa, odnosno sposobnosti vezanja radikala pri ¢emu se koristi
stabilni DPPH* radikal (Cheung i sur., 2003).

POSTUPAK:

U kivetu Sirine 1 cm pipetirano je 2 mL DPPH otopine i izmjerena pocetna apsorbancija
otopine radikala (Ag). U kivetu je potom dodana etanolna otopina (50 pL) uzorka, tj.
antioksidansa, smjesa je dobro promijeSana i pracena je promjena apsorbancije otopine
tijekom 1 sata pri valnoj duljini od 517 nm. Antioksidacijska aktivnost uzorka mjerena je pri
razliitim razrjedenjima (1:1; 1:10; 1:50; 1:100) pripravljenim s metilnim alkoholom. Za
bazdarenje spektrofotometra i odredivanje nule u referentnoj kiveti koristen je Cisti metanol.

Postotak inhibicije DPPH radikala uzoraka racunat je prema jednadzbi:
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0/0 inhibidje= [1- (Auzorka - Akontro]a)] X 100 (9)
A zora — @psorbancija istrazivanog uzorka na 517 nm

Avontrola — @psorbancija slijepe probe na 517 nm

3.3.4.2. Odredivanje reducirajuce snage

Reduciraju¢a snaga je odredivana prema metodi Oyaizu (1986). Svaki od ekstrakata (0.1 —
30 mg/mL) je pomijeSan s 2.5 mL 200 mM fosfatnog pufera (pH 6.6) i 2.5 mL kalijevog
ferocijanida (10 mg/mL) te inkubiran pri 50 °C tijekom 20 minuta. Nakon toga je u uzorke
dodano 2.5 mL trikloroctene kiseline (100 mg/mL) i centrifugirani su pri 200 g/10 minuta.
Gornji sloj (5 mL) je pomijeSan s 5 mL deionizirane vode i 1 mL Zeljeznog klorida (1 mg/mL)
te je izmjerena apsorbancija na 700 nm. Veca vrijednost apsorbancije ukazala je na vecu
reduciraju¢u snagu. ECs, vrijednosti (mg ekstrakta/mL) su koncentracije ekstrakta pri kojima
je apsorbancija iznosila 2 vrijednosti apsorbancije izmjerene za reducirajuu snagu i

dobivene su interpolacijom. Kao standardi su uporabljeni askorbinska kiselina i a-tokoferol.

3.3.4.3. Sposobnost keliranja iona Zeljeza

Sposobnost keliranja iona zeljeza odredivana je prema metodi Senevirathne i sur. (2006) uz
male izmjene. Svaki od ekstrakata (0,1 — 30 mg/mL) je razrijeden s 0.7 mL destilirane vode i
pomijesan s 0.175 mL 0.5 mM Zeljeznog klorida. Reakcija je pokrenuta dodatkom 0.175 mL
0.5 mM ferozina i izmjerena je pocetna vrijednost apsorbancije na 550 nm. Nakon inkubacije
na sobnoj temperaturi (10 minuta) ponovno je izmjerena apsorbancija na 550 nm. NiZa
vrijednost apsorbancije ukazuje na veéu sposobnost keliranja. Postotak inhibicije ferozin-Fe**

kompleksa izracunat je prema jednadzbi:

sposobnost keliranja (%)= [(Ao — A1)/Aq] x 100 (10)

A, — pocetna vrijednost apsorbancije na 550 nm

A; — vrijednost apsorbancije na 550 nm nakon 10 minuta inkubacije
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4. REZULTATI I RASPRAVA



4.1. Nutritivna vrijednost i kemijski sastav gljive A. caesarea

U ovom su radu istrazivani nutritivna vrijednost, koja se temelji na kemijskom sastavu, (suha
tvar, topljivi proteini i ukupni Seceri, masti i pepeo) te udjel bioloski aktivnih, odnosno
antioksidacijskih spojeva u pet stadija zrelosti blagve, A. caesarea (malo jaje, veliko jaje, vrlo
mladoj, mladoj i zreloj).

Jedan od glavnih zahtjeva pri odabiru prehrambene namirnice je njezina nutritivna
vrijednost. Kada se radi o gljivama, nutritivni se sastojci izracunavaju u odnosu na suhu tvar
jer je poznato da gljive imaju visok udjel vode, posebice kad se radi o kiSnim dijelovima
godine, koji utje€u ne samo na teksturu, nego i na relativno kratko vrijeme odrzavanja te
namirnice (Manzi i sur., 1999; Kala¢, 2009). Rezultati ovih istrazivanja pokazali su da su se
prosjecne vrijednosti udjela suhe tvari kretale od 8,87 % do 10,52 % (Tablica 2). Prema
nutritivnim su kriterijima u gljivama najvazniji udjeli ugljikohidrata i proteina te njihov sastav.
Prema Colaku i sur. (2009) udjel proteina u samoniklim gljivama izravno je povezan s
porodicom, odnosno odredenom vrstom gljiva i njihovoj fazi zrelosti u vrijeme sakupljanja te
koncentraciji dusika u tlu na kojem su rasle. Istrazivanja u ovom radu su pokazala da se

udjel proteina u A. caesarea kretao od 15.56 % (zrela) do 18.11 % (g/100 g s. tv.) (malo
jaje).

Tablica 2. Prosjecni sastav (g/100 g s. tv.) i energijska vrijednost (kJ/100 g s. tv.)

A. caesarea prema stadijima zrelosti

Stadij o . L . .
losti Suha Proteini Seceri Masti Pepeo Energija
zZre
gljive tvar (%) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (k31/100g)
A. caesarea
10.52 18.11 40.53 10.41 1.49 1382.05
(malo jaje)
A. caesarea
10.15 17.87 40.26 11.09 1.15 1398.54
(veliko jaje)
A. caesarea
9.41 17.38 38.87 9.59 2.49 1311.08
(vrlo miada)
A. caesarea
9.01 16.48 41.87 11.59 3.45 1420.78
(miada)
A. caesarea
8.87 15.56 44.74 14.19 6.12 1550.13
(zrela)
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Udjel Secera nije se znacajnije razlikovao po stadijima zrelosti gljive i kretao se od 38.87 (vrlo
mlada) do 44.74 g/100 g s. tv. (zrela). Smanjenje udjela Seéera moze se objasniti
energijskom ulogom u katabolizmu tijekom Zivotnog ciklusa gljive (Barros i sur., 2007b).
Prema kemijskom sastavu istrazivane A. caesarea izraCunata je energijska vrijednost (Tablica
2). Iz rezultata je vidljivo da je najveca vrijednost odredena u zrelom stadiju gljive (1550.13
kJ), dok su stadiji malog i velikog jaja imali priblizno istu vrijednost (1382.05 i 1398.54 kJ), a
vrlo mlada gljiva malo nizu energijsku vrijednost (1311.08 kJ). Ove rezultate nije moguée
usporediti s dobivenim rezultatima drugih istraZivaca jer je ovo prvi rad u kojem je istrazivan
nutritivni i kemijski sastav gljive A. caesarea prema stadijima zrelosti gljive.

Gljive svojim delikatnim okusom i teksturom predstavljaju nutricionisticki vrijednu hranu i
vazan izvor bioloski aktivnih sastojaka koji imaju medicinsku vrijednost. Za gljive se opcenito
moze reci da su niskoenergetske namirnice vrlo bogate vlaknima (Yim i sur., 2009) te
izvanredan izvor antioksidansa buduéi da nakupljaju razlicite sekundarne metabolite,

ukljucujudi i fenolne sastojke (Cheung i sur., 2003).

4.2. Bioaktivni spojevi i antioksidacijska svojstva

Udjel i sastav bioaktivnih sastojaka, te posebice antioksidacijska aktivnost tih prirodnih
sastojaka se u posliednje vrijeme pojacano prouCavaju zbog sve veleg interesa
farmaceutskih i prehrambenih industrija za prirodnim bioaktivnim sastojcima kojima se
poboljSava ljudsko zdravlje (Smith i sur., 2002). Fenolni spojevi su glavni antioksidacijski
sastojci kojima gljive obiluju, za razliku od drugih jakih antioksidansa (askorbinska kiselina,
B-karoten, likopen i a-tokoferol) koji su u gljivama zastupljeni u relativno malim koli¢inama
(Barros i sur., 2008b; Yang i sur., 2002).

Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka provedena je s dva ekstrakcijska sredstva, vrucom vodom
(90 ©°C) i metanolom (37 ©C), sa ciliem dobivanja ekstrakata sa spojevima velike
(polisaharidi) i male molekulske mase (fenolni spojevi). Obje vrste spojeva imaju vaznu
ulogu u nutricionistickom i medicinskom statusu gljiva (Ferreira i sur., 2010). Prinos

ekstrakata iz uzoraka ispitivanih gljiva prikazan je u Tablici 3.
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Tablica 3. Prinos ekstrakta iz gljive A. caesareae nakon ekstrakcije vru¢om vodom i

metanolom

Prinos ekstrakta iz

gljiva
Stadij zrelosti gljive
(g/100gs. tv.)
voda metanol

A. caesarea (malo jaje) 12.79 5.08
A. caesarea (veliko jaje) 18.88 5.72
A. caesarea (vrlo mlada) 34.11 13.21
A. caesarea (mlada) 40.91 15.41
A. caesarea (zrela) 40.11 15.19

Samonikle gljive su bogat izvori antioksidanasa, kao Sto su vitamini A, C i E, karotenoidi,
polifenolne supstancije i flavonoidi, koji Stite od ostecenja slobodnim radikalima te smanjuju
rizik od kroni¢nih bolesti. U ovom radu jedan od ciljeva bio je ispitati antioksidacijska
svojstva, odnosno odrediti udjel askorbinske kiseline, B-karotena, a-tokoferola i ukupnih
fenola, a rezultati su prikazani u Tablici 4.

Fenolne supstancije su u istrazivanim stadijima zrelosti A. caesarea bile antioksidacijski
sastojci s najveéim masenim udjelom u vodenim ekstraktima; od 19.66 mg/g s. tv. (zrela) do
50.33 mg/g s.tv. (malo jaje). U metanolnim ekstraktima odredene su puno manje
koncentracije ukupnih fenola, no i potpuno suprotne vrijednosti nego u vodenim ekstraktima;
od 8.34 mg/g (malo jaje) do 39.55 mg/g s.tv. (zrela) U svim je ekstrahiranim uzorcima, bez
obzira na ekstrakcijsko sredstvo, askorbinska kiselina odredena u visokim koncentracijama;
126.76 mg/g (malo jaje, vodeni ekstrakt) do 176.35 mg/g (zrela, metanolni ekstrakt). Jasno
je bilo da a-tokoferol nece moci biti odreden u vodenim ekstraktima zbog svoje topljivosti u
mastima, no u metanonim ekstraktima je izmjerena njegova koncentracija u malim
koncentracijama; od 0.55 mg/g (malo jaje) do 1.61 mg/g (mlada). Maseni udjel B-karotena u
vodenim ekstraktima nije zabiljezen, zbog istog razloga kao i a-tokoferol, a u metanolnim
ekstraktima je bio zanemariv (u tragovima); od 0,01 mg/g (veliko jaje) dok je najveca
izmjerena vrijednost bila 0.09 mg/g (zrela) (Tablica 4).
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Tablica 4. Maseni udjel (mg/g s. tv.) askorbinske kiseline, B-karotena, a-tokoferola i

ukupnih fenola u ekstraktima gljive A. caesarea (vruca voda i metanol)

Maseni udjel (mg/g s.tv.)

Stadij zrelosti Voda
gljive Askorbinska B-karoten a-tokoferol Ukupni
kiselina fenoli
A. caesarea
127 no no 50.33
(malo jaje)
A. caesarea
121 no no 28.56
(veliko jaje)
A. caesarea
117 no no 25.69
(vrlo mlada)
A. caesarea
111 no no 21.78
(mlada)
A. caesarea
899 no no 19.66
(zreld)
Metanol
A. caesarea
109 no 0.55 8.34
(malo jaje)
A. caesarea
132 0.01 0.87 13.21
(veliko jaje)
A. caesarea
147 0.04 1.12 15.51
(vrlo mlada)
A.caesarea
155 0.06 1.61 18.89
(mlada)
A. caesarea
176 0.09 1.24 39.55
(zreld)

®no = nije odredeno

Reduciraju¢a snaga mjerena je sa ciljem odredivanja sposobnosti otpustanja atoma vodika u
razliCitim stadijima zrelosti gljive A. caesaera. Veéa reducirajuéa snaga je indicirana
sposobnoscéu prenosenja vodikovog atoma u odredivanom ekstraktu. Na Slici 7 je prikazana
reducirajuca snaga svih vodenih ekstrakata, na kojoj je vidljivo da su vodeni ekstrakti gljive

A. caesareae, a odnosi se na veliko i malo jaje, kao i vrlo mladu gljivu, pokazali vrlo visoku
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reducirajuéu snagu, veéu nego ekstrakti mlade i zrele gljive, a u vodenim i metanolnim

ekstraktima odredene su vrlo slicne vrijednosti reducirajuce snage (Tablica 5).
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Slika 7. Reducirajuca snaga vodenih ekstrakata gljive A. caesarea

Tablica 5. Usporedni prikaz reducirajuce snage gljive A. caesarea prema stadiju zrelosti

Ukupna reducirajuca snaga (mg GAE* /g
Stadij zrelosti gljive

s. tv.)
voda metanol
A. caesarea (malo jaje) 10.31° 10.26°
A. caesarea (veliko jaje) 10.12° 9.88"
A.caesarea (vrlo mlada) 10.01° 9.71P
A. caesarea (mlada) 8.51° 8.21°
A. caesarea (zrela) 7.95° 7.27°
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Prema reducirajucoj snazi stadiji zrelosti gljive su podijeljeni u podgrupe: a - vrlo visoka =

10; b - visoka = 5-10; c - srednja = 2.5-5; d - niska < 2.5 mg GAE* (ekvivalent galne
kiseline)/g s. tv. Uzorka
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Slika 8. Sposobnost vodenih ekstrakata gljive A. caesarea za vezanje slobodnih radikala

Prijelazni metali smatraju se katalizatorima za inicijalno nastajanje radikala. Keliraju¢i agensi
mogu stabilizirati prijelazne metale u organizmu i inhibirati nastajanje slobodnih radikala, kao
i Stetu koju mogu izazvati. Kelirajuci ucinci ekstrakata gljive A. caesareae su prikazani na Slici
9. U svim je ekstraktima uocen linearni rast sposobnosti keliranja koji je prosje¢no iznosio

oko 60 %, dok je u stadiju zrele gljive odredena najmanja uspjesnost keliranja od samo 40
%.
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Slika 9. Sposobnost vodenih ekstrakata gljive A. caesarea za keliranje iona Zeljeza

Prema dobivenim rezultatima sveobuhvatnog istraZivanja nutritivnih i antioksidacijskih
svojstava pet stadija zrelosti gljive A. caesarea, vidljivo je da su analizirani uzorci vrlo bogat
izvor fitokemikalija, kao Sto su fenolne supstancije i askorbinska kiselina te samim time imaju
vazna antioksidacijska svojstva. Kombinacija njihovih bioaktivnih supstancija i bogatog
nutritivnog sastava (visoki udjel proteina i ugljikohidrata te mali udjel masti), cine ih

jedinstvenom i neizostavnom visokovrijednom prehrambenom namirnicom.
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5. ZAKLJUCCI



1z dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Kemijski sastav gljive Amanita caesarea odredivan je u pet stadija zrelosti, a izmjerene
vrijednosti suhe tvari bile su izmedu 8.19 % i 13.27 %. Udjel proteina bio je prosjecno
17.08 %, Secera 41.25 %, masti 11.37 %, a pepela 2.94 %.

2. Bioloski aktivne supstancije ekstrahirane su s dva ekstrakcijska sredstva; vodom pri 90 °C
i metanolom pri 37 °C. Bolji prinos ekstrakta postignut je ekstrakcijom s vruéom vodom,
prosjecno 29.36 g/100 g s. tv. gljive, dok je ekstrakcijom s metanolom postignut prinos
od 10.92 g/100 g s. tv. dljiva.

3. Svi vodeni ekstrakti gljive su vrlo bogati fenolnim sastojcima, Ciji su se maseni udjeli
kretali od 19.66 (zrela) do 50.33 mg/g s. tv (malo jaje). dok su udjeli askorbinske kiseline
bili zamjetno nizi, a B-karoten i a-tokoferol nisu odredeni.

4. Sveobuhvatnim istraZivanjima nutritivnih i antioksidacijskih svojstava gljive A. caesarea
dokazano je da je istrazivana gljiva, bez obzira na stadij svoje zrelosti, vrlo bogat izvor
fenolnih spojeva te samim time ima znacajna antioksidacijska svojstva. Kombinacija
prisutnih  bioaktivnih supstancija (askorbinske kiseline, B-karotena, a-tokoferola) i
bogatog nutritivnog sastava (visoki udjel proteina i Secera, te nizak udjel masti), ¢ine ju

jedinstvenom i visokovrijednom prehrambenom namirnicom.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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