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1.UVOD

Ganoderma lucidum, u Kini poznata kao Ling-zhi, a u Japanu kao Re/shi, gljiva je koja se
stolje¢ima smatra u Aziji promotorom zdravlja i dugog Zivota. U kineskoj narodnoj medicini
se ova gljiva primjenjuje u obliku praha i ¢aja vise od 2000 godina (Tang i sur. 2007). Ima
glatku povrSinu klobuka, drvenastu strukturu, a jedna od vrsta i tamno crvenu boju klobuka.
Samo ime ,lucidus" govori da je vrlo pametna ili bistra. Kako je G. /ucidum u prirodnom
okruZzju vrlo tesko nadi, u zacetcima spoznavanja njenih ljekovitih svojstava, ova je gljiva bila
povlastica samo bogatim ljudima.

Posljednjih godina ova gljiva je zainteresirala brojne znanstvenike zbog antitumorskog
djelovanja. IstraZivanja su pokazala da djelotvorne supstance utjeCu na inhibiciju rasta
tumorskih stanica i poticanje njihove apoptoze kod leukemije, limfoma i mijeloma (Muller i
sur. 2006). Reishi je klasificirana kao medicinska gljiva Cije plodiste karakteriziraju brojne
aktivne supstancije koje imaju pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. G. /lucidum je posebno
bogat izvor bioaktivnih spojeva, koja se nalaze u miceliju, sporama i plodistu.

U Hrvatskoj je G. /ucidum poznata kao Hrastova sjajnica, no vrlo ju se rijetko moze nadi u
prirodi. U plodistu se nalaze esencijalne i neesencijalne aminokiseline, organske kiseline,
polisaharidi, beta glukani, triterpeni, kumarini, saponini, fitoncidi, vitamini: C (osobito), B3,
B5 i D, a od mikro i makroelemenata: germanij, kalcij, natrij, magnezij, zeljezo, mangan,

fosfor, cink, bakar, sumpor, selen, srebro i dr.

U ovom su radu odredivana antioksidacijska svojstva medicinske gljive G. /ucidum. Pokusi su
bili podijeljeni i provedeni u 3 nezavisne faze kako bi se:
1) odredio prinos ekstrakta iz gljive nakon ekstrakcije s dva ekstrakcijska sredstva;
vru¢om vodom i etanolom,
2) provela ekstrakcija bioaktivnih sastojaka (ukupni fenoli), istrazila antioksidacijska
svojstva gljiva (udjel askorbinske kiseline, B-karotena i likopena),

3) te reducirajuca snaga i ECso vrijednost.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Reishi

Reishi (Ganoderma lucidum) je gljiva koja se u Kini viSe od 2000 godina naziva ,Bozjom
biljkom". Prepoznatljiva je pod nazivom, Ling Zhi, Sto se prevodi kao ,biljka s duhovnom
snagom". Reishi je cijenjena zbog ucinkovitosti u lije¢enju Sirokog spektra bolesti, zbog ¢ega
su carevi gotovo svih kineskih dinastija svojim slugama naredivali potragu za divljim Reish/
gljivama koje su se mogle pronaéi samo na vrhovima udaljenih planinskih lanaca.
Tradicionalno upotreba temelji se na antitumorskom, antimikrobnom, antifungalnom i
antivirusnom djelovanju (Boh i sur., 2007). Vjerovalo se da ¢e Reishi gljive, onome tko ih
konzumira, osigurati vje¢nu mladost i pojacano zdravlje. Medutim, zbog udaljenog stanista i
nedostatka visokokvalitetnih uzoraka, koriStenje Reish/ u medicinske svrhe bilo je rezervirano
za plemstvo i bogate pojedince. U drugoj polovici 20.- tog stolje¢a pocela se provoditi
kontinuirana kultivacija kojom je omoguceno da ova rijetka biljka bude dostupna Sirim
masama odnosno pucanstvu (McMeekin, 2005).

Otac kineske medicine Shen Nong, koji je bio ¢lan Han dinastije, napisao je knjigu o
orijentalnoj medicini koja se originalno zove , Herbal Pharmacopoeid® (Wasser i Weis,1997).
U knjizi je opisao 365 vrsta biljaka koje su klasificirane u tri kategorije. U prvu kategoriju je
ubrojeno 120 biljaka koje se joS nazivaju vrhunskim biljkama jer su netoksi¢ne i pogodne za
koristenje kroz duZzi vremenski period. Pripisuju im se ljekovita svojstva, a navodi se i da
sprjeavaju starenje. To su: azijski ginseng (Panax ginseng), sladi¢ (Glycyrrhiza uralensis) i
mnoge druge. Drugu kategoriju Cini 120 biljaka koje su ocijenjene kao prosjecne. Neke od
njih su toksicne, a navodi se da su vrlo uspjesne u suzbijanju rasta patogena i u sprjecavanju
Sirenja malarije. U ovu kategoriju su ubrojene: kozlinac (Astragalus propinquus), kineska
andelika (Angelica sinensis), kositernica (Ephedra sinica) i druge. U posljednjoj kategoriji je
navedeno 125 biljnih vrsta koje su iznimno toksi¢ne, pa se primjenjuju za ucinkovito lije¢enje
bolesti. Zbog toksicnosti, a posljedi¢no i zbog brojnih nuspojava, koristenje ove skupine
biljaka je ograniceno na kradi vremenski period. U ovoj kategoriji se nalaze: jedi¢ (Aconitum
carmichaelii) i kozlacevke (Pinellia ternata) (Wang i sur., 1999). Klasifikacija se temeljila na
dva osnovna kriterija: prednosti koristenja biljke, koje su se odredivale na temelju
kontinuirane potrosnje, a drugi kriterij su nuspojave. One biljke koje su svrstane u najvisu
kategoriju, odnosno ocijenjene kao vrhunske, imaju mo¢ uskladiti funkcije tijela, duha i uma.

Raspon bolesti koje su te biljke lijecile je veci u odnosu na bolesti koje su lijecile biljke iz
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druge dvije kategorije. Osim toga, bilike iz prve kategorije morale su imati neznacajne i
kratkorocne nuspojave, inace nisu mogle biti ubrojene u prvu kategoriju (Wong, 2003).

Od svih biljaka koje su ocijenjene kao vrhunske, Reishi je opisan kao najdjelotvorniji, ¢ak
superiorniji i od poznatog ginsenga, koji se joS naziva i ,korijenom Zzivota." U djelu
~compendium of Materia Medica", koju je napisao Ben Cao Gang Mu, opisano je stotine
prirodnih lijekova koje su Kinezi koristili tisu¢ama godina. Cijenjeni doktor i prirodoslovac Li
Shi Zhen (1518.- 1593.) opisao je prednosti Reishi-a: ,PoboljSava Zivotnu energiju i pozitivno
djeluje na zdravlje. Ako se koristi kroz duZzi vremenski period pospjesuje pokretljivost tijela, a
Zivotni vijek se produzuje na onaj besmrtnih vila."

Reishi se tijekom godina sve vise prikazivao u orijentalnoj umjetnosti i kulturi zbog
prestiznog statusa u tradicionalnoj kineskoj medicini (McMeekin, 2005). Pojavljivao se na
portretima kineskih vladara, na razli¢itim slikama, vezovima, zgradama i skulpturama bogova
kao simbol boZanstva, dugovjecnosti i srece (Wasser i sur., 2005). Prikazi Reishi a bili su
izloZeni u Zabranjenom gradu, nekadasnjoj carskoj palaci kineskih dinastija Ming i Qing, i u
Ljetnoj palaci u Pekingu kao svjedoCanstvo njegove vrijednosti. Njezin prepoznatljiv oblik bio
je omiljen simbol kojeg su koristili plemici i bogati pucani Sto potvrduje i to da je
tradicionalno Zezlo kineskih careva bilo u obliku Reishi gljive, a naziva se ,Ru Yi* (Upton,
2000).

Reishi je bila od davnina ovjekovjeCena kao vrhunska ljekovita gljiva koja se sve CeSée
spominjala u mitologija i bajkama. U baijci ,Bijela zmija" bra¢e Grimm, misteriozna junakinja
je bogovima ukrala ljekovitu gljivu Reishi kako bi spasila Zivot svome ljubavniku. Nebeska
bitka za Reishi se moze usporediti s bitkama opisanima u Homerovoj Ilijadi. Pri¢a je to koja

je poznata gotovo svakom Kinezu (Wong, 2003).
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2.2. Vrste Reishi gljiva

Poznato je viSe od 2000 vrsta Reishi gljiva, ali je samo njih Sest detaljno prouceno kako bi se
otkrili potencijalni zdravstveni ucinci: crvena, crna, plava, bijela, zuta i ljubi¢asta (Woo i sur.,
1999). Od navedenih vrsta, crvena i crna Reishi imaju najdjelotvornije ucinke na ljudsko

zdravlje, zbog Cega se koriste kao dodatak prehrani diljem svijeta (Wasser i sur., 2005).

Slika 1. Sest vrsta Reishi gljiva (Wong, 2003)

2.2.1. Crna Reishi gljiva

Crna Reishi (Ganoderma sinensis) je za razliku od ostalih vrsta Reishi gljiva uobicajena i
moZze se pronadi u vecini kineskih biljnih trgovina. Ova vrsta Ganoderma-e se moze pronaci
u razlicitim oblicima i promjerima i do 25 centimetara. Biljni tonik koji se od nje priprema
sadrzi mnogobrojna pozitivna svojstva i vecina proizvoda dostupnih na trzistu sadrze upravo
crnu Reishi. Medutim, i dalje se smatra inferiornijom u odnosu na crvenu Reishi zbog

manjeg sadrzaja polisaharida.
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2.2.2. Ljubicasta Reishi gljiva

Divlji ljubiCasti Reishi raste na planini Chang Bai, koja se nalazi sjeverno od Sjeverne Koreje
u provinciji Jilin u Kini. Jako je rijetka i izgledom sli¢na crvenoj Reishi, ali ima uocljivo
ljubiCasto obojenje u sredistu kape. Istrazivanja na ovoj vrsti su ogranicena zbog malog

broja autenti¢nih primjeraka gljive.

2.2.3. Crvena Reishi gljiva

Visok sadrzaj polisaharida Cini crvene Reishi gljive vrlo cijenjenima. Dokazano je da je
najucinkovitija u poboljSavanju cjelokupnog zdravlja. Koristi se za jacanje imunoloskog
sustava, tjelesnih funkcija i vitalnih organa.

Medutim, broj primjeraka visokokvalitetne crvene Reishi koji uspiju doseci punu zrelost je
jako mali, a razlog tomu su: ostri okolisni uvjeti, osjetljivost na zagadenja u okoliSu, bolesti i
napade insekata kao i nestabilnost divljih jedinki. Kao posljedicu toga, prije 30 godina
znanstvenici i poljoprivrednici su poceli eksperimentirati s razliCitim metodama kultivacije
kojom bi se osigurala dovoljna koli¢ina crvene Reishi za Siru populaciju. Umjetna kultivacija
postignuta je koristenjem supstrata kao Sto su: Zitarice, piljevina, drveni trupci (Chang i
Buswell, 1999), te pluteni ostaci (Riu i sur., 1997). Japanski proizvodaci su tada stekli
reputaciju i danas se smatra da proizvode najkvalitetniju crvenu Reishi. Danasnji cijenjeni
status mogu zahvaliti strogim propisima koje je propisala japanska vlada s ciliem odrzavanja
kvalitete i trgovinskih standarda.

Takoder je zabiljezeno da su optimalni uvjeti uzgoja micelija pri 30°C -35°C i pH 4 — 4.5, a
dodatak masnih kiselina ubrzava micelijski rast i proizvodnju bioaktivnih komponenti (Yang i
Liau, 1998).

2.3. Fizicke znacajke crvenih Reishi gljiva

Budué¢i da su gljive postale sastavni dio zdrave prehrane, prikupliene su mnogobrojne
informacije o njenim bioloskim karakteristikama.

Tijelo crvene Reishi gljive sastoji se od tri glavna dijela: klobuka u obliku bubrega, stabljike i
spora.

Stabljika gljive izvlaci hranjive tvari iz drveta na kojem raste. Gljive obic¢no u prirodi cvjetaju

na suhim deblima uvele Sljive, hrasta (Quercus serrata) ili nourka (Pasonia brunoniana),
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Sto nije slucaj s crvenom Reishi koja se u Japanu kultivira tako da se gljivice presaduju na
stari japanski hrast. Kvaliteta crvenih Reishi gljiva ovisi o hranjivim tvarima koje su prisutne
u njenom stanistu. Koli¢ina dostupnih nutrijenata odreduje veli¢inu gljivinog klobuka. Kako
crveni Reishi dozrijeva, spore se proizvode i ispustaju u zrak. Zbog vrlo tvrde vanjske ljuske

spora, klijanje je otezano Sto doprinosi malom broju zrelih gljiva u prirodi (Wong, 2003).

2.4. Kemijski sastav crvenih Reishi gljiva

Najvedi udio od 90% gljive Cini voda. Preostalih 10% su: 10-40% proteini, 2-8% masti, 3-
28% ugljikohidrati, 3-32% vlakna, 8-10% pepeo, vitamini i minerali bogati kalijem, kalcijem,
fosforom, magnezijem, selenijem, Zeljezom, cinkom i bakrom (Borchers i sur., 1999).
Analizom je utvrdeno da su netopljive komponente gljive: 1.8% pepeo, 26-28%
ugljikohidrati, 3-5% sirova masa, 59% vlakna i 7-8% proteini (Mau i sur., 2001). Crvene
Reishi gljive sadrze Siroku paletu bioaktivnih komponenti poput: terpenoida, sterola, fenola,
nukleotida i njihovih derivata, glikoproteina i polisaharida. Proteini nadeni u gljivi sadrze sve
esencijalne aminokiseline, a posebno su bogati lizinom i leucinom. Nizak udio masnoca i
visok udio polinezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na ukupne masne kiseline povecavaju
doprinos zdravstvenoj vrijednosti Reishi gljiva (Chang i Buswell, 1996; Borchers i sur., 1999;
Sanodiya i sur., 2009). Polisaharidi, peptidoglikani i triterpeni su tri glavne fizioloski aktivne
komponente u gljivi Ganoderma lucidum (Boh i sur., 2007; Zhou i sur., 2007). Medutim,
postotak svake komponente se moze znacajno razlikovati ovisno o nacinu uzgoja, kao sto je
prikazano u Tablici 1. U jedanaest nasumi¢no odabranih komercijalnih proizvoda Reishi
gljive analiziran je udio dviju najvaznijih aktivnih komponenti, terpena i polisaharida.
Utvrdeno je da je udio triterpena varira od naznatne do 7.8%, a sadrzaj polisaharida je u
rasponu od 1.1 do 15.8% (Chang i Buswell, 2008). Ovakve razlike mogu se pojaviti iz
nekoliko razloga koji ukljucuju razlike u vrstama ili sojevima koristene gljive kao i razlike u
proizvodnim metodama.

Istrazivanja su pokazala da su polisaharidi najaktivniji elementi pronadeni u gljivi, te da
stimuliraju jacanje imunoloskog sustava ljudi. Lijecnici u Kini i Japanu su godinama Koristili
ginseng, brazeniju i kozlinac, koji kao i crvena Reishi imaju visok sadrzaj polisaharida, kako
bi smanijili nuspojave kemoterapije kod pacijenata oboljelih od tumora. Takoder je dokazano
da ganodermna kiselina ublazava alergijske reakcije inhibirajuci kemijskog uzrocnika upale
(Jiang i sur., 2008). Osim izuzetno visokog udjela polisaharida, nije utvrdeno postojanje
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nekog drugog sastojka kojem bi se pripisali izvanredni zdravstveni ucinci. Vjerojatnije je da
je za djelotvornost biljke odgovorna kombinacija svih prisutnih kemijskih sastojaka.

Tablica 1. Udjel terpena i polisaharida u 11 komercijalno dostupnih preparata Reish/ gljive
(Chang i Buswell, 2008)

Tip proizvoda Terpeni (%) Polisaharidi (%)
A (biljni ekstrakt) 1.36 4.48
B (biljni ekstrakt) 2.36 5.32
C (biljni ekstrakt) 1.88 15.70
D (biljni ekstrakt) 1.06 10.97
E (biljni ekstrakt) 0.44 7.51
F (biljni ekstrakt) 1.78 6.18
G (biljni ekstrakt) 1.44 13.30
H (biljni ekstrakt) 0.50 15.80
I (biljni ekstrakt) 7.82 7.66

J (biljni prah) 0.46 1.10
K (micelijski prah) | Nije detektirano 12.78

2.4.1. Polisaharidi i peptidoglikani

Reishi gljive su bogate razli¢itim polisaharidnim strukturama velike molekulske mase, a
bioaktivni  peptidoglikan se nalazi u svim dijelovima gljive. Polisaharidi predstavljaju
strukturno razlicite bioloske makromolekule sa Sirokim rasponom svojstava (Zhou i sur.,
2007). Razliciti polisaharidi su izolirani iz plodnog tijela, spora i micelija gljive. Navodi se da
polisaharidi pokazuju Sirok raspon bioaktivnosti, ukljucujuci protuupalno, hipoglikemijsko,
antitumorsko i imunostimulirajuce djelovanje (Miyazaki i Nishijima, 1981; Hikino i sur., 1985;
Tomoda i sur. 1986; Bao i sur. 2001; Wachtel-Galor i sur., 2004). Polisaharidi se izoliraju
ekstrakcijom vruéom vodom, a zatim taloZenjem s etanolom ili metanolom. Strukturne
analize su pokazale da je glukoza najzastupljeniji Secer (Bao i sur., 2001; Wang i sur., 2002).
Medutim, ispitivanja su potvrdila i prisutnost drugih heteropolimera koji sadrze ksilozu,
manozu, galaktozu i fukozu (Bao i sur., 2002). Gljiva se sastoji i od polisaharida hitina, koji je
u ljudskom organizmu nerazgradiv i djelomicno je odgovoran za fizicku tvrdocu gljive (Upton,
2000).
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2.4.2, Triterpeni

Terpeni su hlapljivi nezasiceni ugljikovodici ugodnog mirisa. Ovi spojevi su Siroko
rasprostranjeni u biljnom svijetu. Dokazano je njihovo protuupalno, antitumorsko i
hipolipidemijsko djelovanje. Terpeni izolirani iz biljaka kao Sto su ruzmarin (Rosmarinus
officinalis) i ginseng (Panax ginseng) pridonijeli su zdravstvenim ucincima tih biljaka
(Mahato i Sen, 1997; Mashour i sur., 1998; Haralampidis i sur., 2002).

Triterpeni su podskupina terpena koji imaju molekulsku masu u rasponu od 400 do 600 kDa
(Mahato i Sen, 1997; Zhou i sur., 2007). Mnoge biljne vrste sintetiziraju triterpene svojim
metabolickim reakcijama, Cesto u obliku lateksa i smola koji pridonose otpornosti biljke od
bolesti. Bez obzira na ubrzan napredak znanosti, do danas nije otkriveno kojim biokemijskim
putevima se odvija biosinteza triterpena.

Ganoderma lucidum je bogata triterpenima, koji su odgovorni za gorak okus biljke, te koji
utjeCu na snizavanje koncentracije lipida i koji imaju antioksidacijsko djelovanje. Medutim,
koncentracija triterpena je razliCita ovisno o dijelovima i o rastuéim stadijima gljive. Sadrzaj
triterpena moze posluziti kao mjera kvalitete razliCitih uzoraka Reishi gljive (Chen i sur.,
1999).

Kemijska struktura triterpena u Reishi gljivi temelji se na lanostanu, koji je metabolit
lanosterola, cija se biosinteza temelji na ciklizaciji skvalena (Haralampidis i sur., 2002).
Ekstrakcija triterpena se obicno provodi s metanolom, etanolom, acetonom, kloroformom,
eterom ili smjesom tih otapala. Ekstrakti se mogu dalje procistiti razlicitim postupcima koji
ukljucuju klasicni ili reverzno fazni HPLC (Chen i sur., 1999; Su i sur., 2001). Prvi triterpeni
izolirani iz gljive Ganoderma lucidum su ganodermna kiselina A i B (Kubota i sur., 1982). Od
1982. godine i otkrica ganodermne kiseline A i B, iz Reishi gljiva izolirano je vise od 100
triterpena s poznatim kemijskim strukturama i molekulskim konfiguracijama. Medu njima,
viSe od 50 triterpena su jedinstveni za ovu gljivu. Veliku vecinu ¢ine ganodermna i lucidenska
kiselina, ali su identificirani i drugi triterpeni kao Sto su ganoderali i ganoderoli (Nishitoba i
sur., 1984; Sato i sur., 1986; Gonzalez i sur., 1999; Ma i sur., 2002; Akihisa i sur., 2007;
Zhou i sur., 2007).
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Tablica 2. Bioaktivhe komponente s antitumorskim djelovanjem (Silva i sur., 2013)

Naziv gljive

Bioaktivhe komponente

Bioloska aktivnost

Reference

Ganoderma lucidum

Ganodermna kiselina Me
(ganodermni derivat)

Smanjenje tumorskog
rasta

Chen i sur., (2008)

Ganodermna kiselina A, Fi H

Inhibicija:

1. ekspresije CDK4

2. izlu¢ivanje uPa

3. adhezije, migracije i
rasta

Jiang i sur., (2008)

Ganodermna kiselina DM

Antiproliferativni ucinak

Wu i sur., (2012)

Lucidenska kiselina A, B, Ai N

Inhibicija:

1.PMA- inducirana
aktivhost MMP-9
2.rasta

Weng i sur., (2007)

Ganodermna kiselina T
Ganodermna kiselina F

Antimetastatski ucinak

Xu i sur., (2010), Tang
i sur., (2006)

11B-hidroksi-3,7-dioksi-5a-
lanosta-8,24(E)-dien-26-
olna kiselina
4,4,14a-trimetil-3,7-dioksi-
5a-kol-8-en-24-olna kiselina
Etil ester 123-acetoksi-
3,7,11,15,23-pentoksi-5a-
lanosta-8-en-26-olne
kiseline

Citotoksican ucinak

Cheng i sur., (2010)

2.5. Zdravstveni ucinci crvene Reishi gljive

PotroSnja crvene Reishi povezana je s lijeCenjem Sirokog spektra bolesti, od astme do

herpesa zoster. Studije pokazuju da primjena vodenog ekstrakta gljive G. /lucidum (36 do 72

g suhe tvari na dan) znacajno utjeCe na smanjenje boli kod pacijenata s postherpetickom

neuralgijom i kod pacijenata zarazenih virusom zoster (Hijikata i sur., 1998). Neki proizvodadi

koriste te informacije kako bi dokazali da se crvena Reishi moZe izravno koristiti za lijeCenje

mnogobrojnih bolesti, mada za takve navode nema medicinskog uporista. Medutim, mnoga

znanstvena istraZivanja upucuju na pozitivne ucinke crvene Reishi kao nutritivnog dodatka

koji moze pomodi pri normalizaciji i regulaciji tjelesnih funkcija (Wasser i Weis, 1999).
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2.5.1. Ucinci povezani s cirkulacijom krvi

Pretpostavka je da ekstrakt crvene Reishi gljive, upravo kao i aspirin, moze reducirati
zgrusavanje krvi smanjenjem agregacije trombocita odnosno stanica koje tvore ugrusak (Tao
i sur., 1990). Osim toga, postoji mogucnost transformacije crvenih krvnih stanica sto ih moze
uciniti savitljivijima za transport kroz krvne Zile, na taj nacin smanjujuéi Sanse zacepljenja
krvnih Zila koje u pravilu dovode do mozdanih i sréanih udara. PoboljSana cirkulacija je

iznimno vazna kod dijabeticara koji ¢esto razvijaju arterijske bolesti.

2.5.2. Ucinci povezani s bolestima srca i krvozilnim sustavom

Postoji nekoliko prednosti koriStenja crvene Reishi gljive kod kardiovaskularnih oboljenja:

- ispravljanje aritmije prouzrocene stresom

- snizavanje LDL-kolesterola

- snizavanje krvnog tlaka

- poboljsana cirkulacija krvi.
Istrazivanja provedena na Zivotinjama ukazala su da vodeni ekstrakt micelija gljive
Ganoderma lucidum utjeCe na smanjenje sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka (Lee i Rhee,
1990).

2.5.3. Ucinci povezani s poremecajima u radu jetre

Primarna funkcija jetre je metabolizacija i detoksifikacija lijekova i otrova, te sinteza
odredenih proteina i kolesterola. Ostecenja jetre mogu prouzroCiti nakupljanje toksina i
drugih nusproizvoda metabolizma u tijelu koji uzrokuju Zuticu, gubitak teZine, umor, gubitak
apetita i mnoge druge bolesti. IstraZivanja su pokazala da crvena Reishi ima hepatoloska
svojstva, odnosno da kontinuiranom primjenom moze doc¢i do pomladivanja stanica jetre Sto
joj omogucuje da nastavi obavljati svoje vitalne funkcije (Kim i sur., 1999). Ganodermna
kiselina i njezini derivati djeluju kao inhibitori sinteze kolesterola (Komoda i sur., 1989).

11
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2.5.4. Poremecaji probavnog sustava

KoriStenje crvene Reishi povezano je sa smanjenjem zelucane kiseline, koja u suvisku moze
dovesti do stvaranja peptidnih i Zelucanih Cireva. Dokazano je da regulira peristaltiku crijeva,

ublazava simptome zatvora i dijareje (Hong i sur., 2004).

2.5.5. Prevencija plucnih bolesti

Prednosti primjene crvene Reishi uoCene su kod osoba oboljelih od astme, kroni¢nog
bronhitisa i alergija. Simptomi astme mogu se ublaZiti blokiranjem posrednika upale i
jacanjem imunoloskog sustava Sto rezultira smanjenjem pojave prehlade i gripe. Proizvodi
crvene Reishi koriste se za suzbijanje ucestalog kaslja i kao sredstvo za iskaSljavanje koje
ubrzava izlucivanje sekreta. Smatra se da crveni Reishi poboljSava regeneraciju dusnika i
epitela disnih puteva- Sto je osobito vazno kod pacijenata koji koriste duhanske proizvode i

koji boluju od kroni¢nog bronhitisa.

2.5.6. Regulacija bubreznih funkcija

Bubrezi su odgovorni za odrZzavanje ravnoteze izmedu kemikalija i tvari poput natrija, kalija i
drugih elektrolita u tijelu. Osim navedene funkcije bubrezi provode: filtraciju krvi, odrZavaju
konstantnu kiselost (pH) i molarnu koncentraciju tvari. Crvena Reishi moze pomoci u

regulaciji funkcija bubrega.

2.5.7. Antitumorsko djelovanje

Tumorske stanice su karakteristicne zbog svog nekontroliranog rasta. Iako joS uvijek nije
jasno kako zdrave stanice postaju tumorske, odredene pretpostavke sugeriraju da do takvog
ponasanja dolazi zbog virusnog podrijetla, promjena tijekom prirodne obrane organizma.
Danas se smatra da pojedinci imaju genetske predispozicije za oboljenje od tumora, stoga ne
iznenaduje da u odredenoj Zivotnoj dobi imunoloski sustav slabi i pojedinac postaje
osjetljiviji. (Sliva i sur., 2003). Redovitom primjenom crvene Reishi stimulira se proizvodnja
interferona i interleukina I i II koji su potencijalne prirodne antitumorske tvari koje proizvodi
sam organizam (Wang i sur., 1997). Nadalje, istrazivaci tvrde da polisaharidi: B-1,3-D-glukan

i B-1,6-D-glukan imaju snazna antitumorska svojstva. Navedeni polisaharidi mogu aktivirati
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makrofage, koji su bitna imunoloska obrana od mikrobnih uzrocnika bolesti poput virusa,
bakterija i kvasaca (Wasser i Weis, 1999).

2.5.8. Ucinci u borbi protiv dijabetesa

Dijabetes je bolest tijekom koje tijelo ne moze regulirati razinu glukoze u krvi jer gusteraca
ne proizvodi inzulin ili proizvedeni inzulin nije djelotvoran u organizmu. Postoje dvije vrste
dijabetesa: dijabetes tipa I i dijabetes tipa II. Kod dijabetesa tipa I gusteraca uopée ne
proizvodi inzulin jer su joj unistene beta stanice koje ga stvaraju. Do toga dovode autoimune
reakcije kod kojih imunoloski sustav smatra da su beta stanice strano tijelo te ih napada,
odnosno unistava. Kod dijabetesa tipa II, organizam proizvodi inzulin, ali ne u dovoljnim
kolicinama. Ovaj tip dijabetesa je povezan s pretilos¢u, loSom ishranom i nedostatkom
vjezbanja. Oslonac u lijecenju dijabetesa je unos inzulina pomocu injekcija ili oralnih lijekova,
no oba nacina imaju odredene nuspojave. Crvena Reishi gljiva ima tendenciju spustanja

razine glukoze u krvi bez nuspojava, u slucajevima dijabetesa tipa II (Hikino i sur., 1989).

2.5.9. Prevencija bolesti prostate

Kod muskaraca starije zivotne dobi dolazi do povecanja prostate, nazvane benigna
hiperplazija prostate, koja moze dovesti do smanjenja normalnog protoka urina i ucestalog
mokrenja. Osim navedenih problema, u starijoj Zivotnoj dobi ucestala je pojava raka
prostate. Antigen specifi¢an za prostatu povecava se u oba slucaja, a koristi se za pracenje
tijeka bolesti. Postoje dokazi da crvene Reishi u kombinaciji s drugim ljekovitim biljkama
moze smanijiti razinu specificnih antigena prostate. Mehanizam djelovanja je nepoznat, a

promjene se mogu uociti ve¢ mjesec dana nakon pocetka primjene.
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3. MATERIJALI I METODE RADA

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci gljive

Uzorci gljive G. lucidum (hrastova sjajnica) nabavljeni su iz Fungi perfecti d.o.0. u Zagrebu
u rujnu 2018. godine. Svjezi uzorci su odmah izvagani, izrezani i stavljeni na susenje 6 h pri

50 °C (Slika 4). Nakon susenja, uzorci su usitnjeni i pripremljeni za ekstrakciju (Slika 5).
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Slika 4. Fotografija plodista istrazivane crvene gljive G. /ucidum (fotografirala Agnes Drmic)

Slika 5. Fotografija usitnjenog plodista istrazivane crvene gljive G. lucidum (fotografirala
Agnes Drmic¢)
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3.1.2. Hranjiva podloga za uzgoj micelija

Nabavljeni micelij gljive G. /ucidum bio je nacijeplien na zrna pSenice koja su naknadno

nacijepljena na PDA podlogu (eng. potato dekstroze agar) sljedeéeg sastava:

Tablica 3. Sastav PDA podloge

Sastojci Koncentracija g/L
krumpir 250
dekstroza 18
agar-agar 20

Priprava podloge:

Krumpir je opran pod teku¢om vodom, oguljen, narezan na sitne kockice i kuhan u 600 mL
destilirane vode 25 — 30 minuta dok nije postao potpuno mekan. Kuhani krumpir je u vodi
miksan do pirea, nakon Cega je suspenzija pirea u vodi procijedena kroz cjedilo pokriveno
gazom kako bi se dobio ekstrakt u koji je dodana dekstroza. Dobivenoj podlozi je dodana
destilirana voda, agar-agar, te je pH podeSen na 5.5 — 6.0. Podloga je sterilizirana

autoklaviranjem pri 121 9C/20 minuta.

Slika 6. Fotografija uzgojenog micelija istrazivane crvene gljive G. /ucidum (fotografirala

Agnes Drmi¢)
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3.1.3. Standardi i reagensi

Kalijev dihidrogen fosfat, dikalijev hidrogen fosfat, kalijev ferocijanid, zeljezni klorid,
klorovodi¢na kiselina, trikloroctena kiselina, octena kiselina, pirogalol i Folin-Ciocalteau
reagens nabavljeni su od Mercka (Darmstadt, Germany). Galna kiselina, metafosforna
kiselina, (+)-katehin, 2,6-diklfenolindofenol, 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).

3.1.4. Reagensi za odredivanje ukupnih fenola

1. otapalo: destilirana voda, H.O

2. Folin-Ciocalteau reagens

3. zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, Na,COs
Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopljeno je u 800 mL vruce 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)

4. galna kiselina (0,03 g galne kiseline je otopljeno u etanolu u odmjernoj tikvici od 100
mL).

3.2. Aparati

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

- Vage

Analiticka vaga “Mettler”, Svicarska
Digitalna analiticka vaga “Shimadzu”, Japan

Tehnicka vaga “Tehtnica”, ET 1211, 0-1200 g, Slovenija
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- Susionik
Za odredivanje suhe tvari biomase i ekstrakata koriSten je suSionik
“Instrumentaria” ST-05, 50-200 °C, Hrvatska.

- Vibro mikser

Za homogenizaciju uzoraka koriSten je vibriraju¢i mikser “Tehtnica EV-1027,
Zelezniki, Slovenija.

- Spektrofotometar

Za mjerenje apsorbancije koristen je spektrofotometar Unicam He-ios*, SAD.

3.3. Metode istrazivanja

3.3.1. Analiticke metode

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 - (m2 - m3) / (m2-m;)] x 100 (1)

w - maseni udjel suhe tvari u uzorku (%)
m; - masa prazne posude (g)
m2 - masa posude i uzorka prije susenja (g)

m3 - masa posude i osusenog uzorka (g)

3.3.1.2. Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka

Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka iz plodista proucavane gljive provedena je s dva
ekstrakcijska sredstva: vodom pri 90 °C (10 minuta) i etanolom (95 %) pri 37 °C (Tsai i sur.
(2007).
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3.3.1.2.1. Ekstrakcija vrucom vodom

3 g osusene gljive odvagano je s to¢nos¢u +0,1 g i homogenizirano s 40 mL zagrijane
destilirane vode (50 °C). Homogena smijesa 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 100 mL i nadopunjeni vodom do oznake.

3.3.1.2.2, Ekstrakcija etanolom

3 g osusene gljive odvagano je s to¢noséu +0,1 g i homogenizirano s 40 mL etanola (95 %;
25 °C). Homogena smjesa ekstrahirana je 180 minuta pri 37 °C na magnetnoj mijesalici (250
okr/min). Dobiveni ekstrakt je filtriran kroz filtar papir, a zaostali talog ponovno je
ekstrahiran s 40 mL etanola jos 60 minuta. Dobiveni ekstrakti su spojeni u odmjernoj tikvici

od 100 mL i nadopunjeni vodom do oznake.

3.3.1.3.0dredivanje B-karotena i likopena

B-karoten (provitamin A) i likopen su ekstrahirani i odredeni prema metodi Barros i sur.
(2008). Uzorci suhih gljiva (100 mg) su 1 min mijeSani na vibrirajuoj mijeSalici s 10 mL
smjese 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 - Agsz — 0.304 - Asgs + 0.452 - Ass3
likopen (mg/100 mL) = -0.0458 - Ass3 + 0.372 * Asos — 0.0806 - Ass3

3.3.1.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidansi su, po 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 (sposobni oksidirati bioloske molekule) (Tseng i Mau, 2007).
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3.3.1.4.1. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

U epruvetu je otpipetirano 1 mL ekstrakta i 1 mL Folin-Ciocalteau reagensa, nakon cega je
smjesa homogenizirana na vibromikseru. Nakon 3 minute je reakcijskoj smjesi dodano 1 mL
zasicene otopine Na,COs. Uzorak je ostavljen u mraku 90 minuta, nakon ¢ega je mjerena
apsorbancija pri valnoj duljini od 725 nm (Azs) (Barros i sur., 2008). Na isti nacin je
pripremljena i slijepa proba, ali je umjesto ekstrakta stavljena destilirana voda. Bazdarni
dijagram je izraden s galnom kiselinom (0.01-0.4 mM; R? = 0.9999). Rezultati (mg galne
kiseline/g ekstrakta gljive) su izracunati prema jednadzbi: Y = 2.8557 - X — 0.0021.

3.3.1.3.2. Odredivanje antioksidacijske aktivhosti DPPH metodom

Antioksidacijska aktivnost uzoraka odredena je mjerenjem sposobnosti inhibicije slobodnog
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. Antioksidacijska sposobnost se mijeri u vidu
otpustanja vodika od strane antioksidansa odnosno sposobnosti vezivanja radikala pri ¢emu
se koristi stabilan DPPH radikal (Cheung i sur., 2003).

U kivetu Sirine 1 cm pipetirano je 2 mL DPPH otopine i izmjerena pocetna apsorbanciju
otopine radikala (Ao). U kivetu je potom dodana etanolna otopina (50 uL) uzorka, reakcijska
smjesa je dobro promijeSana i praena je promjena apsorbancije tijekom jednog sata pri
valnoj duljini od 517 nm. Antioksidacijska aktivnost uzorka mijerena je pri razlicitim
razrjedenjima (1:1; 1:10; 1:50; 1:100) pripravljenim s etilnim alkoholom. Za bazdarenje
spektrofotometra i odredivanje nule u referentnoj kiveti koriSten je Cisti etanol.

Postotak inhibicije DPPH radikala uzoraka racunat je prema jednadzbi:

% inhibicije= [1- (Auzorka — Ao)] X 100 (2)

Auzorka — @psorbancija istrazivanog uzorka na 517 nm

Ao — apsorbancija slijepe probe na 517 nm

3.3.1.3.3. 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
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dodano 2.5 mL trikloroctene kiseline (100 mg/mL) te su centrifugirani 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
reducirajucu snagu. ECso vrijednosti (mg ekstrakta/mL) su koncentracije ekstrakta pri kojima
je apsorbancija iznosila V2 vrijednosti apsorbancije izmjerene za reducirajuéu snagu i

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

3.3.1.3.4. Sposobnost keliranja iona Zeljeza

Keliraju¢a sposobnost odredivana je prema metodi Dinisa i sur. (1994). Ekstrakti (0.1 — 30
mg/mL) su pomijeSani s 3.7 mL metanola i 0,1 mL 2 mM Zeljeznog klorida. Reakcija je
pokrenuta dodatkom 0.2 mL 5 mM ferozina. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi (10
minuta), izmjerena je apsorbancija na 562 nm. Limunska kiselina i EDTA su uporabljene kao
standardi.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Reishi gljiva (G. lucidum) u Hrvatskoj je poznata pod nazivom Hrastova sjajnica. Ova gljiva
pripada stapCarkama iz koljena Basidiomycetes i porodice Ganodermataceae (Bibi i sur.
2009). Prepoznatljiva je po plosnatom, kozastom i tvrdom klobuku te sjajnoj crvenoj
povrsini, kao i po visokoj morfoloskoj plasticnosti koja varira ovisno o stadiju zrelosti
bazidiokarpa. Donja strana klobuka je prekrivena porama kroz koje se otpustaju spore, a

ovisno o starosti gljive, moze biti od bijele do smede boje (Slika 6).

Slika 7. Prikaz slojevitosti plodista istrazivane crvene G. /ucidum. A) dvostruki sloj plodista;

B) crvena povrsina klobuka (fotografirala Agnes Drmic)

Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka provedena je s dva ekstrakcijska sredstva; vru¢om vodom i
etanolom, s ciljem dobivanja ekstrakata koji sadrze spojeve velike molekulske mase, kao Sto
su polisaharidi i male molekulske mase, koji su veé¢inom fenolni spojevi. Obje vrste spojeva
imaju vaznu ulogu u medicinskom statusu gljiva (Ferreira i sur., 2010). Prinos ekstrakata iz

plodista i micelija gljive G. /ucidum prikazan je u Tablici 4.

Tablica 4. Prinos vodenih i etanolnih ekstrakata plodista i micelija gljive G. /ucidum

Prinos ekstrakta (g/100 g s.tv.)

Stadij voda etanol
plodiste 40.05 15.21
micelij 12.01 5.21
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Poznato je da su vocée i povrée su bogati izvori antioksidanasa, kao Sto su vitamini A, Ci 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 micelija i plodista gljive G. /lucidum, odnosno odrediti udjel
askorbinske kiseline, B-karotena, a-tokoferola i ukupnih fenola, a rezultati su prikazani u
Tablici 5.

Tablica 5. Maseni udjel (mg/g s. tv.) askorbinske kiseline, B-karotena, a-tokoferola i

ukupnih fenola u ekstraktima gljiva (vru¢a voda i etanol)

Maseni udjel (mg/g s.tv.)

Vrsta gljiva Voda
Askorbinska B-karoten a-tokoferol Ukupni
kiselina fenoli
plodiste 171.23 no@ no 32.86
micelij 139.55 no no 14.91
Etanol
plodiste 176.35 4.09 1.24 39.55
micelij 155.11 0.06 1.61 18.89

ano = nije odredeno

IstraZivanja su pokazala da su vodeni ekstrakti micelija i plodiSta pokazali vrlo visoku

reduciraju¢u snagu (Tablica 6, Slika 7).

Tablica 6. Usporedni prikaz reducirajuce snage istraZivanih vrsta gljiva

Ukupna reducirajuca snaga

Stadij (mg GK/g s. tv.)

voda etanol
plodiste 10.01 9.68
micelij 10.21 10.06
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Slika 8. Reducirajuca snaga vodenih ekstrakata plodista i micelija gljive G. lucidum

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 reéi da su nisko energetske 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).

Antioksidacijska aktivnost prirodnih sastojaka se u posljednje vrijeme pojacano proucava
zahvaljujuci potraznji farmaceutskih i prehrambenih industrija, koje pokazuju sve vedi interes
za prirodne bioaktivne sastojke 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., 2008; Yang i sur., 2002).
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Slika 9. Sposobnost vezanja slobodnih radikala vodenih ekstrakata plodista i micelija gljive
G. lucidum
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Slika 10. Sposobnost keliranja Zeljeza vodenih ekstrakata plodista i micelija gljive G.
lucidum

Plodiste i micelij gljive G. /ucidum su pokazale zadovoljavaju¢u antioksidacijsku aktivnost

(Slike 7-9), pri ¢emu je micelij imao vece ECso vrijednosti (od 0.42 do 11.98) u vodenim
ekstraktima (Tablica 7).

Tablica 7. ECs, vrijednost vodenih ekstrakata plodista i micelija gljive G. lucidum

ECso vrijednosti vodenih ekstrakata
Ekstrakt gljive plodiste micelij
antioksidacijska aktivnost <0.1 0.42
reducirajuca snaga 0.92 3.99
sposobnost vezanja DPPH 11.23 11.98
radikala
sposobnost vezanja iona 0.73 4.66
Zeljeza
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5. ZAKLJUCCI
Iz dobivenih rezultata moze se zakljuditi sljedece:

1. Bioloski aktivne supstancije ekstrahirane su s dva ekstrakcijska sredstva: vruéom
vodom (90 °C) i etanolom (37 °C). Bolji prinos ekstrakta postignut je ekstrakcijom s
vruéom vodom i plodista (40.05 g/100 g s.tv.) i micelija (12.01 g/100 g s. tv.), dok je
s etanolom postignut prinos od 15.21 g/100 g s. tv. (plodiste) i 5.21 g/100 g s.tv.
(micelij).

2. Etanolni i vodeni ekstrakti plodista i micelija gljive G. /ucidum su vrlo bogati fenolnim
spojevima, Ciji su se maseni udjeli bili izmedu 39.55 i 32.86 mg/g s. tv. (plodiste), te
18.89i 14.91 mg/g s. tv.

3. Udjeli askorbinske kiseline su bili vrlo visoki i u etanolnom i u vodenom ekstraktu
(176. 35 i 139.55 mg/g s.tv.). U vodenom ekstraktu nisu odredeni udjeli f-karotena i
a-tokoferola, dok su u etanolnom bili u plodistu 4.09 mg/g s.tv., a u miceliju 1.61
mg/g s.tv.

4. Sveobuhvatnim istrazivanjima antioksidacijskih svojstava plodista i micelija gljive G.
lucidum dokazano je da je ova gljiva vrlo bogat izvor fitokemikalija, kao Sto su fenolni
spojevi, askorbinska kiselina B-karoten i a-tokoferol, koji posjeduju vazna
antioksidacijska svojstva i ¢ine G. /lucidum jedinstvenom i visokovrijednom

medicinskom gljivom.
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Izjava o izvornosti

Izjiavijujem 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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