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1. UVOD

Reishi je japanski naziv za gljivu G. lucidum, dok je u Koreji poznata pod imenom ,,Y oung-
zhi“. Preko 2000 godina Reishi se tradicionalno Kkoristi u kineskoj narodnoj medicini kao
ucinkoviti lijek protiv raznih bolesti. Radi svoje ljekovitosti, Reishi je uzivala gotovo bozanski
status medu narodom, §to potvrduje i njeno kinesko ime ,,Ling-zhi* koje u prijevodu znaci
,,duhovna mo¢*.
Danas je poznato da preko 270 vrsta gljiva ima razlicite pozitivne terapeutske ucinke, medutim
G. lucidum je klasificirana kao medicinska gljiva kojoj se pripisuje da ima najviSe ljekovitih
svojstava od svih gljiva na svijetu. Preparati dobiveni iz G. lucidum koriste se za inhibiciju rasta
tumora, jaCanje imunoloskog sustava, poboljSanje pamcenja, snizavanje krvnog tlaka,
detoksikaciju, itd. Prema istrazivanjima, Reishi pokazuje pozitivne zdravstvene ucinke
zahvaljujuéi bioaktivnim komponentama koje posjeduje u svom plodistu, miceliju i sporama,
poput; polisaharida, triterpenoida, proteina, fenolnih spojeva, vitamina i minerala (Rathee i sur.,
2012).
U zadnje vrijeme je u zapadnim zemljama interes za G. lucidum porastao intenzivno. Dodaci
prehrani koji sadrze ekstrakte Reishi veoma su popularni terapeutski pripravci Sirom svijeta.
Supstance sadrzane u G. lucidum mogu potencijalno podrzati rad konvencionalne medicine u
terapiji protiv razli¢itih bolesti, ukljuujuci i tumore. To zahtjeva daljnje studije koji trebaju
dodatno potvrditi njenu ucinkovitost 1 bezopasnost. Ocekuje se da ¢e u blizoj buducnosti
klini¢ke studije na ovoj medicinskoj gljivi biti provodene na visokoj razini diljem svijeta.
U ovom su radu odredivana antioksidacijska svojstva micelija i plodista medicinske gljive
G. lucidum. Pokusi su bili podijeljeni i provedeni u vise nezavisnih faza kako bi se:

1) odredio prinos ekstrakta iz gljive nakon ekstrakcije s dva ekstrakcijska sredstva;

vru¢om vodom i metanolom,
2) provela ekstrakcija bioaktivnih sastojaka (ukupni fenoli), istrazila antioksidacijska
svojstva gljiva (udjel askorbinske kiseline, B-karotena i likopena),
3) odredio ukupni antioksidacijski kapacitet,
4) istrazila sposobnost vezanja slobodnih radikala i keliranje zeljeznih iona,

5) odredila reducirajuca snaga i ECsg vrijednost u svim odredivanjima.



2. TEORIJSKI DIO

Reishi (G. lucidum) je od davnina poznata kao ljekovita gljiva, a u drevnoj isto¢noj kulturi
hvaljena je i kao ,,lijek kraljeva®. U tradicionalnoj medicini Kine, Japana i Koreje koristi se vise
od 2000 godina. Prvi puta se spominje u kineskom gljivarskom priru¢niku ,,Shen Nong Ben
Cao Jing*“ kao najljekovitija gljiva koja se koristila za jaCanje imunoloSkog sustava te za
lijeCenje raznih bolesti poput: astme, bronhitisa, hipertenzije, Cira na Zeludcu, nesanice,
kroni¢nog hepatitisa, itd. (Chang i Buswell, 1999; Zhongui i sur., 2014). Reishi je bila iznimno
cijenjena medu narodom, smatrali su je simbolom blagostanja i dobrog zdravlja, te je bila
poznata kao ,,Carobna gljiva“ 1 ,,gljiva srec¢e®. Takoder, u narodu se jo§ uvijek koristi kao
talisman za kojeg se vjeruje da §titi ljude i domove od zla. Osim $to se G. lucidum smatra
,»kraljicom bilja“, u zemljama Azije vjerovalo se da konzumacija Reishi gljive moze produljiti
zivotni vijek Covjeka, zbog Cega je i dobila naziv ,,gljiva besmrtnosti (Wachtel-Galor i sur.,
2011).

Zdravstvena vrijednost G. lucidum potvrdena je brojnim znanstvenim istrazivanjima, kojima je
dokazano da Reishi sveukupno poboljsava covjekovo zdravlje. Reishi je medicinska gljiva ¢iji
je ljekoviti potencijal prepoznat diljem svijeta. Ima Siroku primjenu u lije¢enju razli¢itih bolesti,
zbog Cega je detaljno proucavana (Moradali i sur., 2007). Od svih terapeutskih u¢inaka, medu
kojima su antimikrobno, hipoglikemijsko, hepatoprotektivno, imunostimulirajué¢e i drugo,
najvecu paznju znanstvenika Reishi ipak privlaci zbog antitumorskog djelovanja (Boh i sur.,
2007).

Svi lije¢nici tradicionalne kineske medicine slazu se da je G. lucidum najmo¢niji od svih
poznatih dostupnih adaptogena. Adaptogeni su biljni pripravci koji povecavaju sposobnost
tijela da se opire stresu. Uspostavljaju ravnotezu cjelokupnog metabolizma ¢ovjeka, te djeluju
pozitivno protiv razli€itih stresnih stanja u organizmu 1 to na najbrzi moguci nacin (Richter 1
sur., 2015). Zbog svega navedenog, status Reishi gljive u industriji zdrave hrane je neupitan.
Ona je spoj znanja i mudrosti zapadne 1 istocne kulture. Njena vrijednost kao zdrave namirnice
i ljekovitog terapeutika intenzivno se istrazuje ve¢ preko 40 godina, te se sa sigurno$¢u moze
re¢i da Reishi nema nikakvih nuspojava (Matsomoto, 1979).

Zbog toga $to se rijetko moze naci u prirodi, za obi¢nog ¢ovjeka Reishi je bila tesko dostupna i
jako skupa. Samo su Azijsko plemstvo i1 bogati pojedinci mogli si je priustiti. Medutim, to se

krajem 20. stolje¢a promijenilo, kad je kontinuirana kultivacija Reishi gljive u Japanu



omogucila njenu dostupnost svim ljudima diljem svijeta. Nadalje, u 21. stoljec¢u zahvaljujuci
biotehnologiji, postalo je moguce razviti G. lucidum u laboratoriju u kontroliranim uvjetima te
tako u potpunosti rijesiti problem njene nedostupnosti (Richter i sur., 2015).

G. lucidum moZemo naci u obliku kapsula, praha, ¢aja ili tinkture. Pripravci se uglavnom koriste
za jacanje imunoloSkog sustava. Visoko su vrijedni ne samo u kineskoj medicini, nego i u
konvencionalnoj. Danas je u zemljama Azije G. lucidum dopustena u terapiji lijeCenja razlicitih
bolesti poput karcinoma, gdje se preporucuje uzmanje Reishi tijekom kemoterapije i zracenja,
pri ¢emu olakSava pacijentu njithovo podnoSenje i sprjeCava njihove nuspojave. Takoder,

olaksava podnoSenje kirurSkih zahvata i ubrzava oporavak (Wasser, 2010).

2.1. VRSTE REISHI GLJIVA

Ganoderma lucidum gljiva je stapéarka koja prema taksonomiji pripada razredu
Basidiomycetes. lako je poznato preko 2000 vrsta Reishi gljiva, samo 6 njih su prouc¢avane kako
bi se otkrio njihov medicinski potencijal, a to su: crvena, crna, plava, bijela, zuta i ljubiCasta
Reishi. Od svih navedenih vrsta Reishi gljiva, crna i crvena su pokazale znacajne ljekovite

ucinke te obe vrste imaju Siroku upotrebu diljem svijeta u obliku dodataka prehrani.

Tablica 1. Vrste Reishi gljiva (Komoda i sur., 1989)

Boja Okus Namjena
Plava Kiselo Poboljsava vid i funkcije jetre
Crvena Gorko LijeCenje unutarnjih organa 1 poboljSanje pamcenja
Zuta Slatko Jaca funkciju slezene
Bijela Ljuto Poboljsava funkcije jetre
Crna Slano Poboljsava funkcije pluca
Ljubicasta Slatko Poboljsava funkcije o¢nih zglobova

2.1.1. Crna Reishi gljiva

Crna Reishi gljiva (Ganoderma sinensis) nepravilno je oblikovana te joj klobuk moze doseci
promjer do 25 centimetara, iako zrele jedinke crne Reishi imaju promjer do 15 centimetara.

Vecéina Reishi preparata za koje se kaze da sadrze ,,divlji* Reishi zapravo su crne Reishi gljive.



Biljni tonik crne Reishi gljive ima mnogobrojna ljekovita svojstva, medutim manje se koristi

od crvene Reishi, jer ima manji udio polisaharida u svome sastavu (Carlson, 1996).

2.1.2. Ljubicasta Reishi gljiva

Ljubicasta Reishi gljiva se jako rijetko moze naci u prirodi te je sli¢nog izgleda kao i crvena
Reishi, osim $to ima izrazito ljubicasto obojenje u sredini klobuka. Zbog toga §to se jedinke
autenti¢ne ljubicaste Reishi gljive rijetko pronalaze u prirodi, istraZivanja se ne provode ¢esto

na toj vrsti Reishi gljive (Carlson, 1996).

2.1.3. Crvena Reishi gljiva

Postoje kvalitativne i kvantitativne razlike u kemijskom sastavu G. lucidum ovisno o soju,
podrijetlu gljive, uvjetima kultivacije i nac¢inu ekstrakcije (Wasser i Weis, 1999).

Temperatura je najvazniji faktor za uzgoj micelija crvene Reishi gljive. G. lucidum mozZe rasti
na temperaturi od 30-34 °C, ali optimalna temperatura za njen razvoj micelija je 37 °C.
Zabiljezeno je da G. lucidum na toj temperaturi raste brzinom 7-8 mm/dan (Gao i sur., 2002).
Za komercijalnu proizvodnju Reishi gljiva koriste se panjevi, piljevina, drvna cjepanica i uzgoj
u bocama (Stamens, 2000).

2 crvena Reishi

staklena

boca dvna

jepanica
drvend™ p_

kutija

Slika 1. Kultivacija Reishi gljive na razli¢itim supstratima: -1. drvena pulpa,
-2. drvene cjepanice, -3. panj, -4. piljevina.



2.2. FIZICKE ZNACAJKE CRVENIH REISHI GLJIVA

Tijelo crvene Reishi gljive sastavljeno je od: klobuka u obliku bubrega, stabljike i spora. Raste
u podrucju subtropske i umjerene klime, u Sumama Azije, SAD-a, Europe i Juzne Amerike,
gdje prezivljava kao saprofit ili fakultativni parazit (Stamens, 2000). U zemljama dalekog
istoka, najcesce se moze pronaci na stablima japanske $ljive Prunus salicina, dok se u Europi
G. lucidum moze naci ljeti i u jesen na razli¢itim vrstama listopadnog drveca poput; hrasta,
javora ili brijesta (Sokol, 2000).

Stabljika gljive povlaci nutrijente iz drveta na kojem je nastanjena. U prirodi, gljive uglavnom
rastu na suhim trupcima uvele Sljive, hrasta (Quercus serrata) ili nocurka (Pasonia
brunoniana), dok je crvena Reishi u Japanu uglavnom kultivirana presadivanjem gljivica na
stari japanski hrast. Kao §to poslovica kaze ,,ono smo $to jedemo*, kvaliteta crvene Reishi gljive
uvelike ovisi o hranjivim tvarima prisutnim u njenom stanistu. Koli¢ina dostupnih nutrijenata
odreduje veli¢inu klobuka gljive. Kako Reishi sazrijeva, stvaraju se spore i otpustaju u zrak.
Zbog iznimno tvrde vanjske ljuske spora, teSko dolazi do klijanja, zbog ¢ega se u prirodi rijetko

mogu naci u potpunosti zrele crvene Reishi gljive (Hobbs, 1995).

stabljika

Slika 2. Plod Reishi gljive (Hobbs, 1995)

Plod crvene Reishi gljive tvrd je i kozast, grbave i sjajne povrSine. Klobuk je okrugao ili u
obliku bubrega, promjera od 30-250 mm. Klobuci su u mladosti Zute boje, no s vremenom
postepeno poprimaju crvenu, crvenoljubicastu, crvenosmedu ili crvenocrnu boju. Na klobuku
su izrazeni koncentricni krugovi koji se prelijevaju od tamnocrvene boje u sredini sve do
potpuno bijele boje na rubu, koji je nepravilan i valovit. Stabljika je vijugava i nepravilna. Ima

promjer od 10-20 mm i duzinu do 120 mm, iste je boje kao i klobuk ili tamnije. Spore Reishi



gljive su elipsoidne ili ovalne, sastavljene od dva povrSinska sloja: vanjskog; bezbojnog i

glatkog, te unutarnjeg; Zuto-smedeg, grudastog, veli¢ine od 6-11 pm (Hagara, 1999).

2.3. KEMIJSKI SASTAV CRVENIH REISHI GLJIVA

Voda ¢ini 90% sastava gljive G. lucidum. Preostalih 10% ¢ine: 10-40% proteini, 2-8% masti,
3-28% ugljikohidrati, 3-32% vlakna, 8-10% pepeo, vitamini i minerali bogati kalijem,
zeljezom, kalcijem, magnezijem, cinkom, selenijem, fosforom i bakrom (Zhou i sur., 2007).
G. lucidum predstavlja vrijedan izvor prirodnih bioloskih aktivnih komonenata poput:
polisaharida, triterpenoida, fenola, nukleotida i njihovih derivata, sterola i glikoproteina.
Proteini nadeni u gljivi G. lucidum sadrze sve esencijalne aminokiseline, a posebno su bogati
lizinom 1 leucinom. Polisaharidi, peptidoglikani i triterpeni tri su najvaznije bioaktivne
supstance prisutne u gljivi G. lucidum (Moncalvo i Ryvarden, 1997; Zhao i sur., 2012).
Polisaharidi G. lucidum smatraju se glavnom skupinom aktivnih supstanci koje najvise

doprinose njenoj pozitivnoj zdravstvenoj vrijednosti.

2.3.1. Polisaharidi i peptidoglikani

Polisaharidi pronadeni u Reishi prisutni su u 10-50% suhe tvari tijela gljive (Skalicka-Wozniack
1 sur., 2012). Preko 200 razli¢itih polisaharida izolirano je iz tijela, spora, micelija ili tekuce
kulture gljive Reishi (Wasser, 2010). To su: B-D-glukani, a-D-glukani, o-D-manani, te razli¢iti
proteoglikani. Bioloska aktivnost glukana ovisi 0 njihovoj topljivosti u vodi, molekulskoj masi,
grananju 1 obliku molekule. U¢inkovitost B-glukana takoder ovisi o broju 1 duzini bo¢nih lanaca
te nafinu vezanja s glavnim lancem (B-1,3, p-1,4 ili B-1,6-glikozidna veza) (Wasser, 2011).
Ispitivanja su dokazala da se polisaharidi G. lucidum vec¢inom sastoje od glukoze, galaktoze,
manoze, fukoze, ksiloze i arabinoze, od kojih je glukoza najzastupljenija. Polisaharidi imaju
Sirok spektar bioaktivnog djelovanja, medu kojima je dokazan njihov imunostimulirajudi,
protuupalni, antitumorski i antioksidacijski u¢inak (Chen i sur., 2009; Xu i sur., 2011; Kao i
sur., 2013).

Istrazivanja su utvrdila da polisaharidi iz Reishi pokazuju iznimnu uc¢inkovitost u lijecenju
oStecenja izazvanih gama zracenjem (Pillai 1 sur., 2008). Osim toga, a-D-glukani nadeni u

stani¢noj stijenci Reishi gljive pokazuju citotoksi¢nu aktivnost prema Hela stanicama raka



(Wiater i sur., 2012). Takoder, dokazano je da polisaharidi izolirani iz Reishi djeluju kao
prebiotici koji stimuliraju rast probiotika roda Bifidobacterium (Yamin i sur., 2012).

Znacajna uloga u pozitivnom zdravstvenom djelovanju Reishi gljive moze se pripisati
kompleksima proteina i polisaharida. Naime, Reishi je izvor ganoderana, peptidoglukana koji

ima antitumorsko djelovanje i koji sadrzi $-1,3-glukane i 4% proteina (Ooi i Liu, 2000).

2.3.2. Triterpeni

Terpeni su hlapivi nezasi¢eni ugljikovodici ugodna mirisa, Siroko rasprostranjeni u biljnom
svijetu. Triterpeni su podskupina terpena, sastavljena od 6 izoprenskih jedinica, a triterpenoidi
su derivati triterpena koji sadrze kisik. Triterpenoidi pronadeni u Reishi, koji sadrze karboksilnu
grupu, generalno se zovu ganodermne kiseline. Imaju kompleksnu strukturu, lipofilne su
molekule te im je molekularna masa u rasponu od 450 do 650 kDa. Po kemijskoj strukturi,
triterpenoidi su visoko oksidirani derivati lanostana (Ma i Chen, 2003).

Preko 150 derivata ganodermnih kiselina i drugih triterpenoida izolirano je iz G. lucidum i
drugih gljiva roda Ganoderma (Russel i Paterson, 2006). Oni ukljucuju ergosterol i njegove
derivate, kao i derivate lanostana, poput ganodermnih kiselina ( A, AM1, B, C1, C2, D, DM, F,
G, H, K, Me, Mk, S, T, TR, Y), ganodereni¢ne kiseline (A, B, D), ganoderole (A, B), ganoderiol
F, ganodermatriol, ganoderal A, ganoderat G te lucideri¢nu kiselinu A (Liu i sur., 2012).
Prema rezultatima znanstvenih istraZivanja, triterpeni pokazuju sljede¢e ucinke: smanjenje
krvnog tlaka, smanjenje razine kolesterola u krvi, djeluju hepatoprotektivno, inhibiraju
angiogenezu i agregaciju trombocita (Liu i sur., 2007). Ganodermne kiseline takoder pokazuju
protuupalno 1 antikancerogeno djelovanje (Liu 1 sur., 2009). Triterpeni imaju pozitivne ucinke

na kognitivne funkcije i paméenje (Zhang i sur., 2011).

2.3.3. Ostale bioaktivne komponente prisutne u gljivi G. lucidum

Proteini s terapeutskim djelovanjem takoder su izolirani iz G. lucidum. Micelij ove gljive sadrzi
Ling-Zhi 8 (LZ-8) protein koji pokazuje imunostimulativni u¢inak i potice mitoticku aktivnost
stanica (Lin i sur., 1997), dok protein ganodermin, izoliran iz tijela Reishi, pokazuje
antifungalno djelovanje (Wang i Ng, 2006). Reishi takoder sadrzi nukleozide poput adenozina,

cistidina, gvanozina, inozina, timidina i razli¢ite nukleotide (Gao i sur., 2007).



Tijelo i micelij Reishi gljive sadrZe sterole, poput ergosterola (provitamin D2), te ergosterol
peroksid, koji inhibiraju rast stanica karcinoma dojke (Zheng i sur., 2009). Od svih minerala
koji su sadrzani u tijelu Reishi, germanij i selenij su najvazniji jer pojacavaju antitumorsko

djelovanje. Medicinsko djelovanje G. lucidum prikazano je Tablici 2.

Tablica 2. Medicinski ucinci gljive G. lucidum

Bioaktivni sastojci

Djelovanje

LijecCenje

Polisaharidi

Imunostimulacijsko

Tumori

Antitumorsko

Leukemija, rak dojke

Antivirusno

Hepatitis B

Snizavanje razine kolesterola 1

Hiperlipidemija

triglicerida
Antioksidacijsko Starenje
Hipoglikemijsko Dijabetes

Triterpenoidi

Sprjecavanje agregacije

trombocita

Tromboza, krvozilne

bolesti, mozdani udar

Citotoksi¢no

Tumor dojke i prostate

Hepatoprotektivno

Kroni¢ni hepatitis B,

ostecenja jetre

Antihistaminsko

Alergije

Smanjenje krvnog tlaka

Hipertenzija

Antivirusno

HIV i Epstein-Barr virusna

infekcija

Protuupalno

Upalne bolesti

Poboljsava pamcenje Demencija
LZ-8 protein Imunostimulativno Tumori
Adenozin Sprjecavanje agregacije Bolesti krvozilnog sustava
trombocita
Steroli Antitumorsko Tumor dojke




2.4. ZDRAVSTVENI UCINCI CRVENIH REISHI GLJIVA

Zapisi o zdravstvenim ucincima ove gljive mogu se prona¢i u kineskoj drevnoj knjizi
,Compendium of Materia Medica* iz 16. stolje¢a, nastaloj za vrijeme vladavine dinastije Ming.
Danas je Reishi najpoznatija medicinska gljiva na svijetu. Osim §to se spominje u farmakopeji
Narodne Republike Kine, zapisana je i u ameri¢koj farmakopeji kao ucinkoviti dodatak
prehrani. Reishi je dozvoljena za lijeCenje vrtoglavice, nesanice, tremora, kaslja i astme. U
zadnjim desetlje¢ima, u brojnim in vitro i istrazivanjima na Zzivotinjama, potvrdeno je da
G. lucidum ima mnogobrojne pozitivne zdravstvene ucinke. Najvazniji ucinci Reishi gljive su:
imunostimulacijsko, antitumorsko, protuupalno, antibakterijsko, antivirusno, antidijabeticko,
pomladujuce te hepatoprotektivno djelovanje (Boh i sur., 2007). Reishi takoder ima pozitivni

ucinak na krvozilni sustav te uspjesno lijeci Cir na Zeludcu (Wasser, 2005).

2.4.1. Imunostimulacijski u¢inak

G. lucidum sadrzi B-D-glukane, Zhi-8 proteine i triterpenoide koji imaju imunostimulacijsko
djelovanje. Njihov uc¢inak temelji se na stimulaciji stanica imuno sustava poput: makrofaga,
prirodnoubilackih (NK) stanica i T limfocita, koji su klju¢ni u obrani organizma od virusnih
infekcija i tumora. In vitro testovi pokazali su da vodeni ekstrakti iz G. lucidum stimuliraju
proizvodnju citokina poput interleukina IL-2, IL-10, IL-1B, IL-6, faktora nekroze tumora (TNF-
a) i interferona (Sanodiya i sur., 2009). Dokazano je da ekstrakti iz spora Reishi utjecu na
porast broja makrofaga i prirodnoubilackih (NK) stanica u miSeva, te inhibiraju razvoj tumora
(Song i sur., 2010). Takoder, supstance iz gljive Reishi inhibiraju alergijske reakcije

zahvaljuju¢i njihovom ucinku na mastocite i B limfocite (Calder, 2003).

2.4.2. Antitumorsko djelovanje

Veliki broj studija potvrdio je da koristenje ekstrakta G. lucidum u lije¢enju tumora dovodi do
inhibicije rasta K562 stanica leukemije, MCF-7 stanica karcinoma dojke i karcinoma ovarija
(Zhong 1 sur., 1999; Zheng i sur., 2009; Qu 1 sur., 2011). U istrazivanjima provedenim na
zivotinjama, do smanjenja tumora doSlo je zbog uniStavanja krvnih zila Sto je rezultiralo

smanjenom opskrbom krvi tumorskih stanica te nekrozom, izazvanom djelovanjem T limfocita



i lokalno proizvedenih TNF-a. Dokazano je da LZ-8 protein iz Reishi inhibira proliferaciju i
inducira apoptozu HL60 humanih stanica leukemije (Nie i sur., 2010).

Takoder, u nedavnim istrazivanjima potvrdeno je da vodeni i alkoholni ekstrakti G. lucidum te
ulje njenih spora inhibicijski djeluju na enzime topoizomerazu | i topoizomerazu Il koje imaju
klju¢nu ulogu u nastanku tumora (Chen i sur., 2016). Od svih bioaktivnih komponenata
sadrzanih u G. lucidum, polisaharid f-D-glukan, ima najsnaznija antitumorska svojstva. On
djeluje na nacdin da aktivira makrofage, koji su vazna imunoloska obrana od mikrobnih
uzro¢nika bolesti poput virusa i bakterija (Gao i sur., 2003).

Za razliku od konvencionalnih antitumornih lijekova, bioaktivne komponente G. lucidum
djeluju na nacin da stimuliraju razli¢ite imunoloske odgovore u domaéinu, a da pri tom ne

uzrokuju nikakva sustavna ostecenja organizma (Zhang i sur., 2007).

2.4.3. Antibakterijsko i antifungalno djelovanje

U velikom broju razli¢itih studija dokazano je antibakterijsko djelovanje G. lucidum.
Bioaktivne komponente sadrzane u Reishi gljivi inhibiraju rast Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija (Gao i sur., 2003). Ekstrakt iz Reishi inhibira rast Helicobacter
pylori, bakterije odgovorne za stvaranje ¢ira na eludcu i raka Zeludca. Stovise, ekstrakt
pokazuje veéu aktivnost protiv Staphylococcus aureus i Bacillus cereus nego antibiotici
ampicilin 1 streptomicin (Suay i sur., 2000; Heleno 1 sur., 2013). Takoder, dokazano je
antifungalno djelovanje ekstrakta Reishi. Ganodermin sadrzan u miceliju G. lucidum inhibira
micelijski rast Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum i Physalospora piricola (Zhang i sur.,
2011). Metanolni ekstrakt G. lucidum ima antimikrobno djelovanje na bakterije Bacillus
cereus, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa (Shah i sur.,
2014).

2.4.4. Antivirusno djelovanje

Razliciti ekstrakti G. lucidum pokazuju antivirusno djelovanje. Polisaharidi direktno djeluju na
hepatititis B virus inhibicijom DNA polimeraze, dok ganodermadiol pokazuje aktivnost protiv
herpes simplex virusa tipa 1 (Babitskaya i sur., 2003).

Ganodermne kiseline izolirane iz Reishi antivirusno djeluju protiv Epstein-Barr i HIV-virusa

(Eo i sur., 2000). HIV je virus humane imunodeficijencije koji uzrokuje opasnu infekciju koja
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pogada viSe od 35 milijuna ljudi Sirom svijeta (Paydary i sur., 2013). To je retrovirus koji
uzrokuje AIDS — sindrom stecene imunodeficijencije. AIDS je smrtonosna, neizlje¢iva bolest,
do koje dolazi tako Sto HIV virus postupno unis$tava imunoloski sustav ¢ovjeka. Trenutna
strategija u borbi protiv HIV-a ukljucuje odlaganje njegove progresije i sprjeCavanje razvitka
infekcije u AIDS, $to u centar ispitivanja dovodi enzime reverznu transkriptazu i proteazu.
Reverzna transkriptaza provodi konverziju virusne RNA u DNA koja se potom integrira u
genom domacina. S druge strane, ekspresijom odredenih gena stvaraju se poliproteini koje HIV
proteaza prevodi u potpuno funkcionalne virusne proteine (Scanlon i Vreeman, 2013). U
provedenim istrazivanjima dokazano je da bioaktivne komponente G. lucidum pokazuju
inhibitorno djelovanje na HIV virus. To¢nije, triterpenoidi G. lucidum pokazali su anti-HIV-1
ucinak, koji se uglavnom odnosi na inhibiciju HIV-1 proteaze (EI-Mekkawy i sur., 1998).
Takoder, G. lucidum posjeduje enzim lakazu koja moze dovesti do inhibicije HIV-1 reverzne

transkriptaze (Bishop i sur., 2015).

2.4.5. Ucinci u borbi protiv dijabetesa

Seéerna bolest ili dijabetes je poremec¢aj metabolizma kojeg karakterizira poveéana razina
glukoze u krvi, do koje dolazi jer gusteraca ne proizvodi inzulin ili je u€inak proizvedenog
inzulina smanjen. Postoje dvije vrste dijabetesa: dijabetes tipa | i dijabetes tipa Il. Kod
dijabetesa tipa I guSteraca uopce ne proizvodi inzulin jer su joj uniStene beta stanice koje ga
stvaraju, a kod dijabetesa tipa II gusteraca proizvodi inzulin, ali ne u dovoljnim koli¢inama.

Istrazivanja na zivotinjama su pokazala da frakcija polisaharida iz G. lucidum (ganoderan B i
ganderan D) ima hipoglikemijski potencijal. Takoder, studije su dokazale da je ekstrakt iz
Reishi u¢inkovit u snizavanju razine glukoze u krvi kod pacijenata koji boluju od dijabetesa
tipa II, te se njegov u€inak moZze usporediti s u¢inkom koje daju oralni antidijabeticki lijekovi
1inzulin (Gao 1 sur., 2004). Problemi s ranama kod osoba koje boluju od dijabetesa vrlo su Cesti,
te nerijetko mogu dovesti do amputacije ekstremiteta. Prema istrazivanju, zarastanje rana kod
pacijenata koji su koristili polisaharide G. lucidum bilo je brze za preko 20% (Seto i sur., 2009).
Triterpenoidi G. lucidum imaju inhibicijski u¢inak na enzim aldehid reduktazu i a-glukozidazu.
Aldehid reduktaza provodi konverziju glukoze u sorbitol, a nakupljanje sorbitola moze
uzrokovati pojavu retinopatije, nefropatije, neuropatije i katarakte. Ganoderol B iz G. lucidum
ima snazan inhibicijski u¢inak na a-reduktazu koja svojom aktivno$éu dovodi do povecanja

koncentracije glukoze u krvi (Feldhammer i sur., 2013).
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2.4.6. Prevencija pluénih bolesti

Utvrdeno je da koriStenje crvene Reishi pokazuje pozitivne zdravstvene ucinke kod osoba
oboljelih od kroni¢nog bronhitisa, astme i alergija. Preparati crvene Reishi u¢inkoviti su u
suzbijanju kaslja i kao sredstvo protiv iskaSljavanja koje ubrzava izlu¢ivanje sekreta. Smatra se
da crvena Reishi poti¢e regeneraciju dusnika i epitela disnih puteva, §to je iznmno bitno kod

pacijenata koji su potros$ac¢i duhanskih proizvoda i koji boluju od kroni¢nog bronhitisa.

2.4.7. Ucinci povezani s poremecajima u radu jetre

Jetra je najveca zlijezda u ljudskom organizmu 1 predstavlja jedini organ koji se moze
regenerirati. Ima klju¢nu ulogu u metaboliziranju hrane te u procesu detoksifikacije otrova i
lijekova. Ekstrakti G. lucidum dokazano pomazu kod pacijenata s oSteCenjima jetre. Naime,
kod pacijenata s kroni¢nim hepatitisom B, preparat G. lucidum koji sadrzi polisaharide
normalizirao je razinu aminotransferaze, Cije poviSene vrijednosti uzrokuju kriticno stanje
(Zhou i sur., 2002). Ekstrakt gljive Reishi koji sadrzi triterpenoide pokazao je hepatoprotektivni
ucinak na miSevima, zahvaljujuci pojacanoj sposobnosti da ukloni slobodne radikale iz jetre

(Wang i sur., 2002).

2.4.8. U¢inci povezani s bolestima srca i krvozilnim sustavom

Kardiovaskularne bolesti su vode¢i uzrok smrti i invaliditeta Sirom svijeta. Ve¢inom su
uzrokovane aterosklerozom, odnosno promjenama, oStecenjima i naslagama na stijenci arterija,
koje mogu uzrokovati nastajanje tromboze, embolije i dr. Crvena Reishi pokazuje mnogobrojne
pozitivne ucinke kod kardiovaskularnih oboljenja poput: snizavanje krvnog tlaka, snizavanje
razine LDL-kolesterola te poboljSanu cirkulaciju krvi. U klinickim istrazivanjima koja
ukljucuju pacijente s primarnom fazom hipertenzije, stabilizacija krvnog tlaka bila je uocena

ve¢ 2 mjeseca nakon konzumacije ekstrakta crvene Reishi gljive (Jin i sur., 1996).

2.4.9. Prevencija bolesti prostate
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Problemi s donjim urinarnim traktom kod muSkaraca obi¢no su povezani s benignom
hiperplazmijom prostate. Vrlo je ¢esta kod muskaraca starije zivotne dobi, pri ¢emu dolazi do
povecanja prostate, koja moze dovesti do smanjenog protoka urina i ucestalog mokrenja. Uz
navedene probleme, nerijetko dolazi do pojave raka prostate. Prema istrazivanju, kod
muskaraca s blagim do umjerenim problemima u donjem urinarnom traktu, etanolni ekstrakt G.
lucidum pokazao se vrlo uc¢inkovitim i sigurnim u lijeenju. Naime, ekstrakt Reishi gljive
inhibira 5-a-reduktazu, enzim koji je prisutan u velikim koli¢inama u prostati kod benigne
hiperplazije (Zhong i sur., 2015). Enzim 5-a-reduktaza sudjeluje u konverziji testosterona u
dihidrotestosteron, koji pospjesuje rast stanica raka prostate, stimuliraju¢i androgene receptore

(Liu i sur., 2007).

2.4.10. U¢inci povezani sa ziv€anim sustavom

Prednosti primjene crvene Reishi uoc¢ene su kod osoba koje boluju od Alzheimerove bolesti
(Yoon i sur., 1994). Pretpostavlja se da neurozastitni u¢inak G. lucidum potjece od stimuliranja
neurogeneze 1 usporavanja starenja Zziv€anih stanica (Seow 1 sur.,, 2013). Takoder,
istrazivanjima je potvrdeno da ekstrakt G. lucidum smanjuje simptome kod osoba koje boluju
od neuroastenije (Tang i sur., 2005). Neuroastenija je bolest koju karakterizira rastrojenost
ziv€anog sustava zbog njegove iscrpljenosti ili pretrpljenih teskih bolesti. Obiljezavaju je

kroni¢ni duSevni i tjelesni umor, slabost, razdrazljivost i nesanica.

2.4.11. Antioksidacijsko djelovanje

Oksidativni stres je stanje organizma u kojem dolazi do povecanog stvaranja izuzetno
reaktivnih, slobodnih kisikovih ¢estica. Reaktivne kisikove Cestice (slobodni radikali) sadrze
slobodni nespareni elektron koji moze ostetiti DNA, proteine i lipide stanicne membrane $to u
konacnici naruSava zdravlje ¢ovjeka i dovodi do pojave razlicitih bolesti. Kako bi se smanjio
ucinak oksidativnog stresa u organizmu, danas se koristi veliki broj preparata s antioksidativnim
djelovanjem. Medu njima se ve¢inom nalaze sinteticki antioksidansi, koji mogu dovesti do
oStecenja jetre (Yuan i sur., 2008). Nasuprot tome, prirodni antioksidansi iz G. lucidum brzo se
apsorbiraju, nisu toksi¢ni i mogu neutralizirati Stetne slobodne radikale (Wachtel-Galor i sur.,
2004). Antioksidativna svojstva G. lucidum pripisuju se polifenolnim komponentama,

polisaharidima, proteoglukanima, terpenima i mikroelementima (Smina i sur., 2011).
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2.4.12. Ostali zdravstveni uginci G. lucidum

Depresija i anksioznost, moderne su bolesti danasnjice koje zahvacaju sve veci dio populacije.
Istrazivanja provedena na zivotinjama ukazala su da crvena Reishi gljiva djeluje kao
antidepresiv i anksiolitik, te prema u¢inku moze konkurirati pravim lijekovima (Ali i sur., 2016;
Muhammad i Ali, 2017). Takoder, pretilost je sve veéi problem danasnjice, ali Reishi i u ovom
podruc¢ju pokazuje obecavajuca svojstva. Naime, ekstrakt G. lucidum, prema istraZivanjima
provedenim na misevima, pokazuje pozitivne ucinke pri ¢emu dolazi do smanjenja tjelesne

mase miseva (Chang i sur., 2017).

14



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI | METODE RADA

3.1.1. Materijali

3.1.1.1. Uzorci gljive

Uzorci gljive G. lucidum (Hrastova sjajnica) nabavljeni su iz Fungi perfecti d.0.0. u Zagrebu
u travnju 2019. godine. Svjezi uzorci su odmah izvagani, te im je izmjeren promjer i duzina
(Slika 3). Uzorci su izrezani skalpelom i stavljeni na suSenje 6 h pri 50 ‘C. Nakon susenja,

usitnjeni su i pripremljeni za ekstrakciju (Slika 4).
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Slika 3. Fotografija plodista istrazivane crvene gljive G. lucidum (fotografirala Veronika

Radigic)

Slika 4. Fotografija usitnjenog plodista istrazivane crvene gljive G. lucidum (fotografirala

Veronika Radisi¢)

3.1.2. Hranjiva podloga za uzgoj micelija

Nabavljeni micelij gljive G. lucidum bio je nacijepljen na zrna pSenice koja su naknadno

nacijepljena na PDA podlogu (eng. Potato Dekstroze Agar) slijedeceg sastava:

Tablica 3. Sastav PDA podloge

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

Podloga je sterilizirana pri 121 °C, nakon ¢ega je pH podeSen na 5,5 — 6,0.
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Slika 5. Fotografija uzgojenog micelija istrazivane crvene gljive G. lucidum na PDA hranjivoj
podlozi (fotografirala Veronika Radisi¢)

3.1.3. Standardi i reagensi

Kalijjev 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, Njemacka). 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 (SAD).
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, H20

2. Folin-Ciocalteau reagens

3. zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, Na2COg3
Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopljeno je u 800 mL vruce destilirane
vode, a potom ohladeno na sobnu temperaturu. Dodano je nekoliko kristali¢a natrijeva
karbonata, te u odmjernoj tikvici od 1000 mL nadopunjeno destiliranom vodom i nakon

24 sata filtrirano.
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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
- SuSionik
Za odredivanje suhe tvari biomase 1 ekstrakata koriSten je suSionik
“Instrumentaria” ST-05, 50-200 °C, Hrvatska.
- Vibro mikser
Za homogenizaciju uzoraka koriSten je vibrirajuéi mikser “Tehtnica EV-1027,
Zelezniki, Slovenija.
- Spektrofotometar

Za mjerenje apsorbancije koriSten je spektrofotometar Unicam He\ios g, SAD.
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3.3. METODE ISTRAZIVANJA

3.3.1. Analiti¢ke 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 - m1)] x 100 [1]

w - maseni udjel suhe tvari u uzorku (%)
Mz - 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 i micelija suhe G. lucidum provedena je s dva
ekstracijska sredstva: vodom pri 95 °C (10 minuta) uz povratno hladilo i metanolom (180 min)

pri 37 °C na magnetnoj mjesalici (Tsai i sur., 2007).

3.3.1.2.1. Ekstrakcija vru¢om vodom

3 g osusene gljive odvagano je s tocnos¢u +0,1 g1 homogenizirano s 40 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 jo§ 10 minuta. Dobiveni ekstrakti su

spojeni u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopunjeni vodom do oznake.
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3.3.1.2.2. Ekstrakcija metanolom

3 g osuSene gljive odvagano je s to¢no$¢u +0,1 g i homogenizirano s 40 mL metanola (95 %).
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 40 mL
metanola jo§ 60 minuta. Ekstrakti su spojeni u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopunjeni

vodom do oznake.

3.3.1.3. Odredivanje f—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 vibrirajuéoj mjesalici 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 -karotena i likopena su izraunate prema

jednadzbama:
B-karoten (mg/100 mL) = 0.216 - Aesz — 0.304 - Asos + 0.452 - Ass3 [2]
likopen (mg/100 mL) = -0.0458 - Ages + 0.372 - Asos — 0.0806 - Ass3 [3]

3.3.1.4. Odredivanje askorbinske kiseline

Askorbinska kiselina je odredivana spektrofotometrijskom metodom s Folin-Ciocalteu
reagensom (Jagota i Dani, 1982). Ekstrakti (0,5 mL) su dodani u 0,8 mL 10 %-tne trikloroctene
kiseline 1 naglo promijeSani. Reakcijska smjesa je ostavljena 5 minuta na ledu i nakon toga
centrifugirana pri 3000 okretaja/5 min. Dobiveni ekstrakti (2 mL) su razrijedeni do 2 mL s
destiliranom vodom. Komercijalni pripravak Folin-Ciocalteu reagensa (2,0 M) je razrijeden 10
puta s destiliranom vodom, nakon ¢ega je po 0,2 mL dodano u ekstrakte i naglo promijeSano.
Nakon 10 minuta na sobnoj temperaturi, uzorcima je mjerena apsorbancija pri 760 nm uz
destiliranu vodu kao slijepu probu. Koncentracije askorbinske kiseline su odredene ocitavanjem

vrijednosti iz bazdarnog dijagrama pripremljenog sa standardom L-askorbinske kiseline.
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3.3.1.5. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli su odredivani Folin-Ciocalteu metodom (Marinova i sur., 2005). 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 zasi¢ene
otopine Na2COs (200 mg/mL). Uzorak je ostavljen u mraku na sobnoj temperaturi 15 minuta,
nakon ¢ega je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 725 nm (A72s) (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 izra¢unati prema jednadzbi: Y = 2,8557 - X —0,0021.

3.3.1.6. Odredivanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidansi su, po definiciji, sve one tvari koje u maloj koli¢ini i kratkom vremenu
neutraliziraju djelovanje slobodnih radikala i drugih oksidanata. Slobodni radikal je svaki atom
ili molekula koja sadrzi jedan ili viSe nesparenih elektrona §to ih ¢ini nestabilnim i veoma
reaktivnim jer su sposobni oksidirati bioloske molekule (Tseng i Mau, 2007).

Ukupan antioksidacijski kapacitet ekstrakata je odredivan metodom s fosfomolibdatom.
Metoda se temelji na redukciji Mo(IV) do Mo(V) ekstrakcijom i naknadnim nastajanjem
zelenog fosfat-Mo(V) kompleksa u kiselim uvjetima (pH 5,0). Alikvotu od 1 mL ekstrakta je
dodan 1 mL otopine reagensa (0,6 M sumporna kiselina, 28 mM natrijev fosfat i 4 mM amonijev
molibdat). Epruvete s reakcijskim smjesama su inkubirane pri 95 °C tijekom 90 minuta. Nakon
hladenja do sobne temperature, apsorbancije uzoraka su mjerene pri 695 nm. Antioksidacijski
kapacitet ekstrakata je bio izrazen kao ekvivalent butiliranog hidroksil toluena, BHT/g suhe

tvari gljive.

3.3.1.7. Odredivanje sposobnosti vezanja slobodnih radikala

3.3.1.7.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda

Antioksidacijska aktivnost uzoraka odredena je mjerenjem sposobnosti inhibicije slobodnog

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. Antioksidacijska sposobnost se mjeri u vidu
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otpustanja vodika od strane antioksidansa odnosno sposobnosti vezivanja radikala pri cemu se
koristi stabilan DPPH radikal (Cheung i sur., 2003).

U Kivetu Sirine 1 cm pipetirano je 2 mL DPPH otopine i izmjerena po¢etna apsorbancija otopine
radikala (Ao). U kivetu je potom dodana etanolna otopina (50 puL) uzorka, reakcijska smjesa je
dobro promijeSana i ostavljena da stoji 20 minuta na tamnom mjestu (sobna temperatura).
Promjena apsorbancije reakcijske smjese mjerena je pri valnoj duljini od 517 nm. Sposobnost
vezanja slobodnih radikala uzoraka mjerena je pri razli¢itim razrjedenjima (1:1; 1:10; 1:50;
1:100) pripravljenim s etanolom. Za bazdarenje spektrofotometra i odredivanje nule u
referentnoj kiveti koriSten je Cisti (95%) etanol.

Postotak inhibicije DPPH radikala uzoraka racunat je prema jednadzbi:

% inhibicije = [1- (Auzorka — Ao)] X 100 [4]

Auzorka — apsorbancija istrazivanog uzorka na 517 nm

Ao — apsorbancija slijepe probe na 517 nm

3.3.1.7.2. ABTS [2,2’—azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)] metoda

ABTS odredivanje sposobnosti vezanja slobodnih radikala je provedeno prema metodi koju su
objavili Shirwaikar i sur. (2006). Kationska otopina ABTS reagensa je pripravljena mijeSanjem
1 mL 100 mM Kkalijevog bikromata i 25 mL 10 mM ABTS. Ovako pripravljena otopina je
drzana preko noéi na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi. 500 uL ABTS kationske otopine
radikala je dodano u 2 mL ekstrakata razli¢itih koncentracija. Te su reakcijske smjese ostavljene
bez mijeSanja 15 minuta, nakon cega je uzorcima mjerena apsorbancija pri 734 nm. Kao

referentni standard je uporabljena otopina BHT razli¢itih koncentracija (0,2-1,0 mg/mL).

3.3.1.7.3. FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda

Sposobnost ekstrakata za redukcijom Zeljeznih iona odredivana je mjerenjem plavo obojenog
Fe(ll)-triazina koji nastaje iz oksidiranog Fe(Ill) djelovanjem elektron donirajucih
antioksidanata (Benzie i Strain, 1996). FRAP reagens je pripravljen s 2,5 mL 10 mM TPTZ-a i
2,5 mL 20 mM FeCls u 25 mL 0,3 M acetatnog pufera. 1 mL ekstrakata je pomijeSano s
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500 mL FRAP reagensa i1 inkubirano 30 minuta pri 37 °C. Apsorbancija uzoraka je mjerena pri

595 nm, a BHT (5-30 ug/mL) je koristen kao referentni standard.

3.3.1.8. Sposobnost keliranja zeljeznih iona

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. Kao standardni reagensi uporabljeni su limunska
kiselina i EDTA.

3.3.1.9. 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) te su centrifugirani pri
200 okretaja/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 veéu reducirajucu snagu. ECso vrijednosti (mg ekstrakta/mL) su
koncentracije ekstrakta pri kojima je apsorbancija iznosila 72 vrijednosti apsorbancije izmjerene
za reducirajucu snagu i dobivene su interpolacijom. Kao standardi su uporabljeni askorbinska

kiselina i a-tokoferol.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Moderna medicina svjedoc¢i promjeni paradigme 0 tome da biljni izvori mogu biti alternativa
sintetickim lijekovima. Biljke sadrze bezbroj aktivnih metabolita (alkaloide, flavonoide,
fenolne kiseline, terpenoide, ugljikohidrate i estere) koji imaju brojne farmakoloske i terapijske
ucinke (Abdallah, 2011). Carstvo visih gljiva koje se sastoji od brojnih i raznolikih vrsta koje
obiluju primarnim i sekundarnim bioaktivnim metabolitima pojedinacno ili u simbiozi s drugim
organizmima, dokazano promoviraju ljudsko zdravlje zahvaljujuéi raznim farmakoloskim
ucincima. Medicinska gljiva G. lucidum (W.Curt.:Fr.) P. Karst. (Reishi, Lin Tzi) jedna je od
najvaznijih polipornih gljiva, ¢uvenih po svojim medicinskim svojstvima. Ova orijentalna
gljiva se u Kini i drugim azijskim zemljama smatra promotorom zdravlja i dugovjecnosti (Shiao
i sur., 1994). Plodiste gljive, kao i uzgojeni micelij G. lucidum (Slike 3 i 5) pokazali su se
ucinkovitima u lijeCenju hepatopatije, hipertenzije, hiperglikemije 1 neoplazije
(Hsu i sur., 2008). Pronadeno je da plodista, micelij i ekstrakti dobiveni iz 650 vrsta i 7
nespecificnih vrsta iz 182 rodova visih hetero- i homobazidiomiceta sadrze farmakoloski
aktivne polisaharide, pri ¢emu je najveca koncentracija polisaharida izolirana iz plodista
medicinskih gljiva (Wasser, 2010). Takoder je dokazano da koncentracija polisaharida
varira ovisno o stadiju razvijenosti plodista, kao i o uvjetima skladistenja (Minato i sur., 1999;
Minato i sur., 2001).

Visi bazidiomiceti su bogat izvor bioloski aktivnih antitumornih i antioksidacijskih polisaharida
(Wasser, 2014), pri ¢emu fenoli, triterpeni i polisaharidi iz G. lucidum imaju vaznu ulogu u
smanjenju oksidativnog stresa, no dokazano je da je i u nekim jestivim gljivama koncentracija
ukupnih fenola izravno povezana s antioksidacijskom aktivnos$cu, te da fenoli sudjeluju u
stabilizaciji lipidnih peroksida (Yen i sur., 1993; Halliwell, 1996; Barros i sur., 2007).

Reishi gljiva (G. lucidum) je u Hrvatskoj 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 1
po visokoj morfoloskoj plasti¢nosti 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).
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Slika 6. Prikaz slojevitosti plodista istrazivane crvene G. lucidum. A) dvostruki sloj plodista;

B) crvena povrsina klobuka (fotografirala Veronika Radisic)

4.1. EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH SASTOJAKA

Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka provedena je s dva ekstrakcijska sredstva; vru¢om vodom i
metanolom, s ciljem dobivanja ekstrakata koji sadrZe spojeve velike molekulske mase, kao Sto
su polisaharidi i male molekulske mase, koji su ve¢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. lucidum prikazan je u Tablici 4.

Tablica 4. Prinos vodenih i metanolnih ekstrakata plodista i micelija gljive G. lucidum

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

Stadij voda metanol
plodiste 41,15 15,27
micelij 12,12 5,31

Poznato je da su voce i povrée su bogati izvori antioksidanasa, kao Sto su vitamini A, C i E,
karotenoidi, polifenolne supstancije i flavanoidi, koji $tite od oSte¢enja 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
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askorbinske kiseline, B-karotena, a-tokoferola i ukupnih fenola, a rezultati su prikazani u
Tablici 5.

Poznato je da fenolne supstancije u velikoj mjeri doprinose antioksidacijskoj snazi odredene
namirnice. Ovim istrazivanjima je potvrdeno da su ukupni fenoli bili dvostruko viSe zastupljeni
u plodistu, nego u miceliju. Takoder se metanol kao ekstrakcijsko sredstvo pokazao
ucinkovitijim nego vru¢a voda, a dobiveni su rezultati ukazali da su ukupni fenoli glavni
antioksidansi u gljivi G. lucidum (Tablica 5). Ovi se rezultati u potpunosti slazu s rezultatima
koje su objavili Rawat i sur. (2013), koji su takoder potvrdili da je koncentracija fenolnih
spojeva u G. lucidum veéa u metanolnim ekstraktima nego u vodenim. Goli i sur. (2005) su
dosli do istog zakljucka da koncentracija fenolnih spojeva u ekstraktu ovisi o tipu otapala koje
se uporablja za ekstrakciju. No, nisu samo fenolni spojevi odgovorni za antioksidacijska
svojstva, 1 ostale fitokemikalije mogu doprinjeti ukupnom ucinku (Saltarelli 1 sur., 2009).
G. lucidum je izrazito bogata triterpenima i polisaharidima koji su glavni fizioloski sastojci koji

povecavaju antioksidacijski kapacitet (Shiao 1 sur., 1994; Tseng i sur., 2008).

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

fenola (mg/g s. tv.) u ekstraktima gljiva (vruca voda i metanol)

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
Metanol
plodiste 176,35 4,09 1,24 39,55
micelij 155,11 0,06 1,61 18,89

no? = nije odredeno

Medicinske gljive svojim fitofarmaceutskim svojstvima i teksturom predstavljaju vazan izvor
bioloski aktivnih sastojaka koji imaju terapeutsku vrijednost. Za gljive se opéenito moze reci

da su niskoenergetske namirnice vrlo bogate vlaknima (Yim i sur., 2009), te izvanredan izvor
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sastojke (Cheung i sur., 2003).

Antioksidacijska aktivnost prirodnih sastojaka se u posljednje vrijeme pojacano proucava
zahvaljujuéi potraznji farmaceutskih i prehrambenih industrija, koje pokazuju sve veci 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 (Yang i sur., 2002; Barros i sur., 2008).

Sposobnost vezanja slobodnih radikala, kao i antioksidacijska svojstva gljiva su u posljednje
vrijeme predmet brojnih istrazivanja, koja sugeriraju mogucu pozitivnu ulogu tih sastojaka,
budué¢i da mogu vezati metale, inhibirati aktivnost lipoksigenaze i vezati slobodne radikale
(Slike 7-9).
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Slika 7. Sposobnost vezanja slobodnih radikala vodenih ekstrakata plodista i micelija gljive
G. lucidum
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Slika 8. Sposobnost keliranja zeljeza vodenih ekstrakata plodista i micelija gljive G. lucidum

Plodiste i micelij gljive G. lucidum su pokazali 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 6).

Tablica 6. ECsp vrijednost vodenih ekstrakata plodista i micelija gljive G. lucidum

Ekstrakt G. lucidum ECso vrijednosti vodenih ekstrakata
plodiste micelij
antioksidacijska aktivnost <0,1 0,42
reducirajuca snaga 0,92 3,99
sposobnost vezanja DPPH radikala 11,23 11,98
sposobnost vezanja iona zeljeza 0,73 4,66
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Istrazivanja su pokazala da su vodeni ekstrakti micelija i plodista pokazali vrlo visoku

reducirajucu snagu (Tablica 7, Slika 9).

Tablica 7. Usporedni prikaz reducirajuce snage istrazivanih vrsta gljiva

Ukupna reducirajuca snaga

Stadij (mg GK/gs. tv.)

voda metanol
plodiste 10,01 9,68
micelij 10,21 10,06
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Slika 9. Reducirajuéa snaga vodenih ekstrakata plodista i micelija gljive G. lucidum
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4.2. SPOSOBNOSTI VEZANJA SLOBODNIH RADIKALA

4.2.1. DPPH i ABTS odredivanja

U ovom radu je metanolni ekstrakt plodista gljive G. lucidum pokazao bolju DPPH sposobnost
vezanja slobodnih radikala (ECso = 0,29 mg/mL) u usporedbi s vodenim ekstraktom
(ECs0 = 2,389 mg/mL) (Slika 10). Dobiveni rezultati se mogu objasniti pove¢anom koli¢inom
fenolnih i triterpenskih sastojaka u metanolnom ekstraktu. Sli¢ne rezultate objavili su i Saltarelli
i sur. (2009).
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Slika 10. Rezultati istrazivanja antioksidacijskog kapaciteta vodenih i metanolnih ekstrakata
plodista G. lucidum metodom DPPH vezanja slobodnih radikala (ME; metanolni ekstrakti,

VE; vodeni ekstrakti; BHT; standardna otopina)

Primjenom ABTS metode, istrazivano je izravno nakupljanje radikal monokationa (ABTS"),
bez utjecaja bilo kakvih drugih intermedijarnih radikala. Ti radikal monokationi se nakupljaju

prije dodatka antioksidacijskog testnog sustava, a ne kontinuirano u prisutnosti antioksidansa,
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a ta se sposobnost vezanja radikala u ekstraktima procjenjuje prac¢enjem obezbojenja reakcijske
smjese. Ova se metoda uobicajeno koristi za mjerene koncentracija i lipofilnih i hidrofilnih
antioksidansa. Na Slici 11 je vidljivo da je aktivnost ABTS vezanja metanolnog ekstrakta (ECso
= 0,58 mg/mL) veca nego u vodenom (ECsp = 1,419 mg/mL). Smanjena sposobnost vezanja
slobodnih radikala u vodenom ekstraktu mogla bi biti rezultat promjena koncentracija fenolnih

i triterpenskih antioksidansa kao rezultat prirode polarnih otapala (Pedrielle i sur., 2001).
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Slika 11. Rezultati istrazivanja antioksidacijskog kapaciteta vodenih i metanolnih ekstrakata
G. lucidum metodom ABTS nastajanja radikal monokationa (ME; metanolni ekstrakti,

VE; vodeni ekstrakti; BHT; standardna otopina)

4.2.2. FRAP odredivanje

Sposobnost redukcije aktivnosti Zeljeznih iona vodenih i metanolnih ekstrakata gljive G.

lucidum je takoder odredivano (Slika 12). Vodeni ekstrakt je pokazao bolju sposobnost vezanja
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(ECso0 = 5 ng/mL), nego metanolni ekstrakt (ECso = 16,8 pg/mL). Aktivnost FRAP vezanja u

vodenom ekstraktu moZze se objasniti polisaharidima prisutnim u ekstraktu.
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Slika 12. Rezultati istrazivanja antioksidacijskog kapaciteta vodenih i metanolnih ekstrakata
G. lucidum metodom FRAP redukcije zeljeznih iona (ME; metanolni ekstrakti, VE; vodeni

ekstrakti; BHT; standardna otopina)
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5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Bioloski aktivne supstancije iz plodista i micelija gljive G. lucidum ekstrahirane su s
dva ekstrakcijska sredstva: vruéom vodom (95 'C) i metanolom (37 'C). Bolji prinos
ekstrakta postignut je ekstrakcijom plodista s vru¢om vodom (41,15 g/100 g s.tv.) i
micelija (12,12 g/100 g s. tv.), dok je s metanolom postignut prinos od 5,31 g/100 g s.
tv. (plodiste) i 5,21 g/100 g s.tv. (micelij).

2. Vodeni i metanolni ekstrakti plodista i micelija gljive G. lucidum su vrlo bogati
fenolnim spojevima, ¢iji su se maseni udjeli bili izmedu 32,86 i 39,55 mg/g s. tv.

(plodiste), te 14,911 18,99 mg/g s. tv. (micelij).

3. Udjeli askorbinske kiseline su bili vrlo visoki i u metanolnom i u vodenom ekstraktu
(171,231 139,55 mg/g s.tv.). U vodenom ekstraktu nisu odredeni udjeli -karotena i a-
tokoferola, dok su u metanolnom ekstraktu odredeni u plodistu 4,09 mg/g s.tv., a u

miceliju 0,06 mg/g s.tv.

4. Ekstrakti plodista gljive G. lucidum pokazali su jaki antioksidacijski kapacitet i
sposobnost vezanja slobodnih radikala, $to je dokazano svim primijenjenim metodama

istrazivanja.

5. Rezultati su ukazali na pozitivhu korelaciju izmedu udjela fenolnih supstancija 1

antioksidacijskog kapaciteta.
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