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Bioaktivni potencijal samoniklih jestivih gljiva Hrvatske

1. Uvod

1.1. Predmet istraZivanja

Gljive su vrlo velika skupina organizama te ih je do danas opisano i znanstveno
prihvaceno oko 135 000 vrsta (Hibbett i sur. 2016). No, broj gljivljih vrsta zapravo je znatno veéi.
Najnovija istrazivanja (Hawksworth i1 Liicking 2017) procjenjuju da se ukupan broj vrsta krece
izmedu 2,2 i 3,8 milijuna. Gljive su najslabije istrazena skupina organizama u Hrvatskoj s 4 500
zabiljezenih vrsta $to ¢ini nesto vise od 20% od ukupno 20 000 vrsta za koliko se pretpostavlja da
ih zivi u Hrvatskoj (Tkalcec i sur. 2008). Dugi niz godina ovi organizmi svrstavani su medu
jednostavne biljke. No, napretkom znanosti, a posebno istraZivanjima na molekularnoj razini u
posljednjih pedesetak godina, gljive su svrstane u zasebno carstvo Zivoga svijeta (Fungi). Gljive
su eukariotski organizmi (posjeduju stanice s oblikovanom jezgrinom ovojnicom), hrane se
heterotrofno putem apsorpcije organskih spojeva, stani¢na stijenka gradena im je od 3-glukana i
hitina, a rjede od celuloze ili hitozana (Weber i Webster 2007, Tkalcec i sur. 2008). Nadalje,
veéina gljivljih vrsta zivi u obliku micelija koji ¢ini tijelo gljive, a sastoji se od viSestani¢nog,
nitastog i razgranatog spleta izduljenih stanica ili hifa. Velik broj gljivljih vrsta razmnozava se u
povoljnim vremenskim uvjetima uz pomo¢ plodista (SI. 1.) koja su uglavhom kratkotrajna
(TkalCec 1 sur. 2008).

> listici
(lamele)

| plodiste
(bazidiokarp)

Slika 1. Morfologija plodista vrste Amanita phalloides (Fr.) Link (odjeljak Basidiomycota) u
razli¢itim razvojnim fazama. Modificirano prema Watkinson i sur. (2016).

Gljive su evolucijski razvile razlicite prehrambene strategije, pritom preuzevsi razlicite
ekoloske funkcije u odvijanju zivota unutar ekosustava. Prema prehrambenoj strategiji mogu se



smjestiti u jednu od triju glavnih grupa — saprotrofe, nekrotrofe ili biotrofe (Ward i Watling
2003).

Saprotrofi imaju vrlo zna¢ajnu ulogu u prirodi. Hrane se mrtvom organskom tvari (drvo,
listinac, tlo, izmet, odumrli ostaci zivotinjskog ili gljivljeg podrijetla) koju razgraduju do
anorganskih komponenata kojima se biljke ponovo koriste (Ward i Watling 2003). Saprotrofne
gljive posebno su znacajne jer jedino one mogu razgraditi lignin, organski polimer koji daje
¢vrstocu drvu (Tkalcec 1 sur. 2008).

S druge strane, nekrotrofi se nastanjuju u organizmu domacina, biljnom, zivotinjskom ili
gljivljem, te uzrokuju smrt odredenih stanica i tkiva (Ward i Watling 2003). Najcesc¢e napadaju
stare, oslabljene ili oStec¢ene organizme (Tkalcec i sur. 2008). U ovu grupu spadaju hrde i snijeti,
parazitske gljive mikroskopske veli¢ine, kao i neke vrste s makroskopskim plodistima (Ward i
Watling 2003). Paraziti ¢esto imaju znacajnu ulogu u regulaciji dinamike populacija svojih
domacina. Iako za gljive neobi¢no, neke su se vrste specijalizirale za predatorstvo oblica i
prazivotinja (Tkalcec i sur. 2008).

Biotrofi su sve gljivlje vrste koje sudjeluju u mutualisti¢kim odnosima s fotosintetskim
organizmima. U ovu kategoriju spadaju mikorizne gljive i lisaji. Mikoriza je odnos izmedu
biljaka i gljiva temeljen na razmjeni tvari izmedu korijenskog sustava biljke i micelija gljive.
Mikorizna gljiva mineralne tvari (ponajprije dusik i1 fosfor) i vodu koje apsorbira iz tla pomocu
razgranatog micelija dijeli sa svojim biljnim partnerom. Zauzvrat, biljka gljivu opskrbljuje
produktima fotosinteze (ugljikohidratima) i vitaminima (Tkalcec i sur. 2008). S druge strane,
neke vrste gljiva zive u simbiontskoj zajednici pod imenom lisaji gdje imaju izravnu korist od
fotosinteze stvaranjem bliskog odnosa s algama i/ili cijanobakterijama. Gljive u toj zajednici
dobivaju hranjive tvari od algi, dok gljive §tite alge od isusivanja i drugih nepovoljnih utjecaja
kao $to je ultraljubiCasto zracenje (TkalCec i sur. 2008, Watkinson i sur. 2016). Lisaji
predstavljaju prve kolonizatore oligotrofnih stanista (siromasnih hranjivim tvarima) i staniSta
ekstremnih klimatskih uvjeta, gdje imaju klju¢nu ulogu u stvaranju tla neophodnog za Zivot
biljaka (Tkal¢ec i sur. 2008).

Stovise, gljive su razvile i druge oblike simbioze. Neke su gljive u simbiontskom odnosu's
biljkama kao endofiti. Zive u listovima biljaka zastiéene od vanjskih utjecaja, no ne uzrokuju
patoloSke promjene u biljnim tkivima, ve¢ sintezom 1 oslobadanjem alkaloida odbijaju biljojedne
organizme (Watkinson i sur. 2016). S druge strane, neke su gljive simbionti zivotinja. Biljojedni
sisaveil stekli su moguénost probave celuloze i1 lignina iz biljnih tkiva §to im omogucuju
hidroliticki enzimi anaerobnih mikroorganizama koji zive u njihovom probavnom sustavu —
bakterija, prazivotinja i gljiva. Neki kukei, poput termita i mrava, uzgajaju odredene vrste gljiva
kako bi se njima hranili (Tkal¢ec i sur. 2008).

Gljive imaju neizmjerno vaznu ekolosku ulogu u kopnenim ekosustavima. One
naseljavaju gotovo sve dijelove biosfere, no ipak ponajvise zauzimaju kopnena stanista. Relativno
malen broj vrsta Zivi u slatkim vodama i moru. Sumska stanista najobilnija su gljivljim vrstama,
prije svega saprotrofnim i mikoriznim. Uz njih gljivljim vrstama bogati su i grmljaci, travnjaci i
cretovi. Tlo s biljnim ostacima na njegovoj povrsini najvazniji je supstrat za zivot gljiva koje



imaju izrazito vaznu ulogu u pedogenezi i dinamici tla (Tkal¢ec i sur. 2008, Watkinson i sur.
2016).

Prema trenutnoj taksonomskoj klasifikaciji (Watkinson i sur. 2016) carstvo gljiva dijeli se
na Sest odjeljaka: Basidiomycota, Ascomycota, Glomeromycota, Blastocladiomycota,
Chytridiomycota i Neocallimastigomycota.

Odjeljak Basidiomycota (bazidiomiceti) obuhvaca otprilike 30 000 vrsta. Ve¢inom su to
gljive s makroskopskim plodistima te hrde i snijeti, dok manji broj vrsta zivotnim stilom nalikuje
na kvasce (Watkinson i sur. 2016). Ove gljive imaju brojne znac¢ajne ekoloske uloge. Velik broj
gljiva s makroskopskim plodistima tvori sSimbiontske (mikorizne) odnose s drve¢em i grmljem te
na taj nacin potpomazu stabilnost Sumskih ekosustava. Za stabilnost kopnenih ekosustava
znacajan je i velik broj saprotrofnih vrsta iz ovoga odjeljka. One razgraduju mrtvu organsku tvar
(najcesce biljnog podrijetla) do anorganskih komponenti §to ubrzava kruzenje tvari u prirodi.
Nadalje, neke vrste svojom prisutno$¢u u probavnom sustavu termita i nekih vrsta mrava
povecavaju ucinkovitost prehrane domacina. Takoder, velik broj vrsta Zivi parazitski na biljkama
(npr. hrde i snijeti). Molekularno-filogenetska istrazivanja (Watkinson i sur. 2016) uspje$no su
razdvojila odjeljak Basidiomycota od drugih skupina gljiva. Karakteriziraju ih brojna zajednic¢ka
strukturna i razvojna obiljezja. Stvaraju spore koje se nazivaju bazidiosporama, a oblikuju se na
vanjskoj povrsini stanica zvanih bazidiji (SI. 2.).
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Slika 2. Shematski prikaz zivotnog ciklusa bazidiomiceta iz roda Coprinus Pers. (gnojistarke).
Modificirano prema Weber i Webster (2007).
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Tipi¢an razvojni ciklus bazidiomiceta ukljucuje stapanje jezgara i mejozu unutar bazidija
te raspodjelu nastale tetrade haploidnih jezgara koji se postupno diferenciraju u bazidiospore.
Sljede¢e zajednicko obiljezje bazidiomiceta su doliporne septe kojima su podijeljene stanice
unutar pojedinih hifa. Kopcée su tre¢e osnovno obiljezje bazidiomiceta. Nastaju tijekom diobe
terminalne stanice hife (rasta u duljinu). U tom stadiju vr$na stanica hife sadrzi dvije jezgre koje
se obje mitotski dijele u dvije jezgre kéeri. Nakon diobe u novu vr$nu stanicu hife ulazi po jedna
kéer jezgra kroz strukturu zvanu kopca. Jedna manja skupina bazidiomiceta ima zivotni stil
kvasaca. Te vrste iznimno ne stvaraju bazidiospore na bazidijima niti ne stvaraju septe i kopce.
Medutim, danas se smatra da svaka gljiva koja ima doliporne septe ili stvara kopce pripada
odjeljku Basidiomycota (Watkinson i sur. 2016).

Plodiste bazidiomiceta razvija se iz dvojezgrenog sekundarnog micelija i proizvodi brojne
bazidije na povrsini listi¢a s donje strane klobuka. Sljedece faze u dozrijevanju bazidija ukljucuju
kariogamiju (diobu jezgre) i mejozu. Naposljetku, svaki bazidij stvara Cetiri bazidiospore, pri
¢emu svaka sadrzi jednu haploidnu jezgru. Oslobodene bazidiospore kliju i tvore jednojezgrene
primarne micelije s jednostavnim popre¢nim septama. Na njima se uzdizu uspravni konidiofori na
kojima se oblikuju brojne ljepljive haploidne oidije. Vrh jednojezgrene hife u blizini spolno
kompatibilne oidije kemotropno Ce rasti u njezinu smjeru. Plazmogamija (stapanje stanica) hife i
oidije oznacava pocetak nastanka dvojezgrenog micelija s kop¢ama. Stapanje jezgara odvija se
nesto kasnije. Dvojezgreni micelij moze razviti plodista Samo u povoljnim okoli§nim uvjetima.
kojem nedostaje oidijski stadij, ve¢ dolazi do spajanja dva spolno kompatibilna primarna micelija
(Weber i Webster 2007).

Vrste analizirane u ovom radu pripadaju pododjeljku Agaricomycotina koji ukljuéuje sve
bazidiomicete koji stvaraju plodista. Dijeli se na tri razreda: Agaricomycetes, Dacrymycetes i
Tremellomycetes. Analizirane vrste spadaju u razred Agaricomycetes koji danas ima 16 000
opisanih i znanstveno prihvaéenih vrsta (Watkinson i sur. 2016). Ova je skupina vrlo raznolika
prema morfologiji plodista. Ona se u najvecem broju slucajeva sastoje od proSirenog gornjeg
dijela kojeg nazivamo klobuk (SI. 1.). Klobuk na svojem donjem dijelu nosi strukturu razli¢itog
oblika (himenofor) gdje se razvijaju spore. Kod gljiva iz razreda Agaricomycetes himenofor je
ve¢inom u obliku listi¢a (lamela), iglica ili cjev€ica, no moze biti i gladak, koraljast, naboran ili
zatvoren u unutras$njosti plodista gomoljastog oblika. Spore se razvijaju na bazidijima, koji se
nalaze gusto zbijeni u jednom sloju (himeniju) na povr$ini himenofora. Donji izduzeni dio
plodista koji se nalazi u kontaktu s micelijem naziva se strucak.

Plodista gljiva od davnine sluze kao ljudska hrana. Sastoje se od velikog broja raznovrsnih
tvari koje imaju veliku nutricionisticku i farmakolosku vrijednost (Friedman 2016). Gljive
proizvode brojne bioloski aktivne spojeve za koje se pretpostavlja da doprinose ja¢anju imuniteta
iublazavanju tumora (Ramesh i Pattar 2010). Ulogu bioaktivnih spojeva zauzimaju antioksidansi.
Antioksidansi su spojevi koji, prisutni u malim koncentracijama u odnosu na oksidirane supstrate,
mogu znacajno usporiti, sprijeciti ili ukloniti oSte¢enja stanica uzrokovana oksidacijom vrlo
reaktivnim slobodnim radikalima ili reaktivnim kisikovim oblicima (ROS) uobi¢ajeno prisutnim
u bioloskim sustavima (Wanasundara i Shahidi 2005). Slobodni radikali su vrlo reaktivne
molekule koje nastaju tijekom stani¢nog disanja i procesa unutar metabolickih puteva
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funkcionalnih stanica. Uslijed nekroze ili apoptoze slobodni radikali mogu znatno oStetiti
osnovne stani¢ne komponente kao sto su lipidi, bjelancevine i nukleinske kiseline §to konacno
dovodi do smrti stanica (Gilgun-Sherki i sur. 2002). U normalnim uvjetima ROS su deaktivirani u
stanici djelovanjem superoksidne dismutaze (SOD). SOD Kkatalizira pretvorbu jednoatomnog
kisika koji je u prisutnosti katalaza razgraden u vodu i kisik. Dodatno, glutation i enzimi povezani
s glutationom imaju ulogu u deaktivaciji ROS-a (Llarena-Hernandez 2017). Antioksidansi mogu
donirati vodikove ione i na taj nacin stabilizirati slobodne radikale ometaju¢i njihove lancane
reakcije koje se odvijaju tijekom stani¢ne oksidacije u zivoj stanici (Hamid i sur. 2010). Stoga je
glavno obiljezje antioksidanata vezivanje slobodnih radikala i njihova deaktivacija (Dutta 2015).
Fenolne kiseline (npr. galna, kavena i protokatehinska kiselina), fenolni diterpeni, razliciti
polifenoli (antocijanini, proantocijanidini, flavonoli, flavoni, flavanoli, flavanoni, izoflavoni,
stilbeni i lignani), flavonoidi (kvercetin, katehin, naringenin i kempferol) i hlapiva ulja (eugenol,
karvakrol, timol i mentol) neki su od uéinkovitih antioksidanata za koje je dosad znanstveno
utvrdeno da mogu imati potencijalne primjene u medicini i farmaceutici (Masella i sur. 2005;
Maestri i sur. 2006; Hossain i sur. 2011).

Sekvenciranje cjelovitog genoma gljiva ukazuje da je njihov potencijal za proizvodnju
specijaliziranih metabolita izrazito podcijenjen. Genski klasteri povezani sa specijaliziranim
metabolitima istrazuju se zbog otkrivanja gena s moguc¢nos$¢éu primjene u biotehnologiji za
proizvodnju bioaktivnih spojeva (Watkinson i sur. 2016). Vecina antioksidanata dostupnih iz
vaskularnih biljaka, npr. polifenola, fenolnih kiselina te vitamina C 1 E takoder su prisutni i u
plodistima gljiva koja nakupljaju brojne bioaktivne spojeve, ukljucujuci fenolne spojeve,
mineralne tvari, bjelancevine i vitamine (Kala¢ 2009). Medu antioksidansima u gljivama veliku
paznju dobili su polisaharidi i polifenoli (Llarena-Hernandez i sur. 2017). Polifenoli su veliku
vaznost stekli zbog brojnih dokazanih bioaktivnih svojstava koja ukljucuju vezivanje slobodnih
radikala, kelaciju metala, imunomodulacijsko djelovanje, modulaciju djelovanja enzima i
inhibiciju oksidacije lipida (Teissedre i Landrault 2000; Mallavadhani i sur. 2006; Rodrigo i
Bosco 2006). Takoder, gljive u svojim tkivima skladiste i brojne druge specijalizirane metabolite
kao $to su poliketidi, terpenoidi i steroidi (Keles i sur., 2011). Stoga, gljive predstavljaju vrlo
dobar izvor prirodnih antioksidanata i njihov se antioksidacijski potencijal danas intenzivno
istrazuje.

U okviru ovog rada proucavani su ukupni topivi proteini te razliCite skupine
specijaliziranih metabolita u plodistima gljiva.

Fenoli, odnosno polifenoli, su spojevi prirodno prisutni u gljivama gradeni od vise
aromatskih prstenova, pri ¢emu ne sadrze funkcionalne grupe s dusikom u svojoj osnovnoj
strukturi (Quideau i sur. 2011). Zbog svoje specificne kemijske strukture imaju razlic¢ita bioloSka
djelovanja u organizmima koji ih sintetiziraju (kao $to su biljke 1 gljive), no takoder pokazuju 1
razli¢ite pozitivne efekte na ljudski organizam (Rodrigo 1 sur. 2012) te su ve¢ desetlje¢ima u
fokusu istrazivaca. Fenolne kiseline su neflavonoidni polifenoli koji se dijele na Siroko
rasprostranjene derivate hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (Tsao 2010). Prema
prethodnim istrazivanjima, fenolne kiseline ¢ine glavninu fenolnih spojeva prisutnih u plodiStima
gljiva (Ferreira i sur. 2009, Karaman i sur. 2010). Pokazuju snaznu antioksidativnu aktivnost i



sposobnost zastite vitalnih stani¢nih struktura poput stani¢nih membrana, te strukturnih proteina,
enzima, membranskih lipida ili nukleinskih kiselina (Ferreira i sur. 2007, Froufe i sur. 2009).

Triterpenoidi su skupina strukturno razli¢itih ugljikovodika nastalih spajanjem nekoliko
C5 izoprenskih jedinica sintetskim putem mevalonske kiseline i prirodni su prekursori sterola,
esencijalnih spojeva u gradi eukariotskih organizama (Oztiirk i sur. 2015, Yaoita i sur. 2015).

Alkaloidi su prirodni bazi¢ni spojevi u kojima su prisutni dusikovi atomi na bilo kojoj
poziciji u molekuli $to ne ukljucuje dusik u amidnim ili peptidnim vezama (O’Connor 2010).
Alkaloidi imaju iznimnu vaznost u biomedicini jer imaju jedinstveno svojstvo — Sposobnost da
budu akceptori ili donori vodika ovisno o funkcionalnom tipu amino grupe u strukturi alkaloida.
Ovo je svojstvo neophodno za interakcije ciljnih spojeva (enzima, proteina i receptora) i lijekova
(liganada) koji sadrze alkaloide (Wieczorek i sur. 2015).

DPPH metoda je brza i jednostavna metoda odredivanja antioksidacijskog potencijala
bioloskih uzoraka koja se temelji na redukciji slobodnog DPPH radikala, gdje stupanj promjene
boje reakcijske otopine pokazuje sposobnost antioksidansa da donira proton (Brand-Williams i
sur. 1995, Kedare i Singh 2011). S druge strane, FRAP metoda odredivanja antioksidacijske
aktivnosti temelji se na redukciji iona Zeljeza. U prisutnosti antioksidanata i pri niskoj pH
vrijednosti reakcijske otopine, FRAP reagens koji sadrzi TPTZ u prisutnosti Fe?" iona gradi
kompleks plavoljubicaste boje te se kolorimetrijski mjeri apsorbancija na 593 nm (Benzie i Strain
1999, Hayes i sur. 2011).

Za potrebe analize proteina te razlicitih specijaliziranih metabolita u plodistima gljiva
sakupljena su plodiSta 17 vrsta samoniklih jestivih gljiva. Slijede podaci o pronadenim i
uzorkovanim vrstama: latinski i hrvatski naziv vrste, taksonomska pripadnost (odjeljak, red,
porodica); morfoloski opis plodiSta, staniSte 1 troficki status (prema: Kits van Waveren 1985,
Breitenbach 1 Krénzlin 1986, 1991a, 1991b; Bas 1 sur. 1988, 1990, 1995; Kréanzlin 1991, Pegler i
sur. 1995, Hansen i Knudsen 1997, Heilmann-Clausen i sur. 1998, Noordeloos i sur. 2001, 2005;
Sarasini 2005, Knudsen i Vesterholt 2012, Ryvarden i Melo 2014) te rasprostranjenost u
Hrvatskoj.



Agaricus sylvicola (Vittad.) Peck

— anisova pecurka

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Agaricaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk s$irok 50-100 mm, u mladosti
polukruzan do konveksan, kasnije se
izravnava, mlijeCnobijel do krembijel, kasnije
zuckast do narancasto smeckast, pozuti na
ozljedu.

Listici slobodni, gusti, u zrelosti tamnosmedi
do smedecrni.

Strucak 50-100 x 8-12 mm, valjkast, baza
Cesto svijena 1 gomoljasta, Supalj, krhak,
bjelkast do smeckast, posjeduje bijeli kozasti
vjenci¢, pozuti na ozljedu.

Meso bijelo, ne mijenja boju na ozljedu, ili
prelazi u blijedo Zuckasto smedu.

Spore cca. 5-8 x 3,5-5 um, elipticne, glatke, s
debelom stijenkom, smede boje.

StaniSte i troficki status:

zivi kao saprotrof u razli¢itim tipovima
bjelogori¢nih i crnogori¢nih §uma, na tlu,
liS¢u ili iglicama.

Rasprostranjenost u Hrvatskoj:
uobicajena vrsta na cijelom podrucju
Hrvatske.

Agrocybe cylindracea (DC.) Maire (sensu
lato)

— jablanovaca

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Strophariaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 30-100 mm, konveksan, kasnije
ravan, glatke povrSine, krem boje sa smedim
centrom, rjede tamnosmed i blijedi prema
rubu.

Listi¢i ravno prirasli na strucak, u zrelosti
svijetlo do tamno Zutosmedi.

Strucak 50-100 x 10-20 mm, valjkast,
bjelkasto do blijedo smed, s kozastim
vjien¢i¢em u gornjem dijelu, povrSina
vlaknasta do ¢ehasta.

Meso bjelkasto do blijedo smede.

Spore cca. 7,5-12,5 x 5-7 um, elipticne do
valjkasto-elipticne, glatke, s debelom
stijenkom 1 malim kli¢nim otvorom, svijetlo
zutosmede boje ispod mikroskopa.

StaniSte i trofic¢ki status:

zivi kao parazit 1 saprotrof pri bazi stabala ili
na panjevima vrsta iz roda Populus, rjede
na stablima vrsta iz roda Ulmus, Quercus,
Salix, Acer i Fraxinus.

Rasprostranjenost u Hrvatskoj: ¢esta vrsta
na cijelom podrucju Hrvatske.



Clitopilus prunulus (Scop.) P. Kumm.
(sensu lato)

— brasnjaca

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Entolomataceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk Sirok 30-80 mm, u mladosti
konveksan, zatim ravan do plitko udubljen, na
sredini s tupim ispupcenjem, bijel, krembijel,
do svijetlosiv, ponekad s zuckastim ili
ruziCastim tonovima, lagano klizav u vlaznim
uvjetima, rub uvrnut prema listi¢ima i
nepravilno valovit.

Listic¢i silazni niz stru¢ak, gusti, u mladosti
krem, u zrelosti prljavo ruzicaste boje.
Strucak 20-40 mm X 5-10 mm, cesto
ekscentrican, valjkast, pri bazi zadebljan,
istobojan s klobukom, fino pustenast.

Meso bijelo do zuckasto sivo.

Spore cca. 9-12,5 x 5,5-7 um, fuziformne do
elipticne, s 6-8 uzduznih rebara, ispod
mikroskopa bezbojne, otrusina ruzicasta.
Staniste i troficki status:

zivi kao saprotrof u Sumama, rjede na
travnjacima uz rubove Suma.
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

Cesta vrsta u kontinentalnoj Hrvatskoj, nije
pronadena u mediteranskom dijelu.

Coprinus comatus (O.F. Miill.) Pers.

— velika gnojiStarka

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Agaricaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk $irok 20-50 mm, visok 50-150 mm,
valjkast do jajolik, kasnije valjkasto-zvonolik,
bijel, kasnije smeckast, srediSte smeckasto,
pokriven vlaknastim ljuskama, osim kod
centra koji je £ gladak, u mladosti velum
povezuje rub klobuka sa struckom.

Listic¢i slobodni ili prirasli na spoj klobuka i
stru¢ka, na pocetku bijeli, zrenjem postaju
sivi, pacrni i na kraju propadaju (otapaju se) u
obliku crne tekucine.

Strucak 100-200 x 10-30 mm, valjkast, s
gomoljastom bazom, Supalj u zrelosti, krhak,
bijel, s bijelim pomi¢nim vjenci¢em.

Meso u mladosti bijele boje, na ozljedu dobija
vinski crvenu nijansu.

Spore cca. 9-13 x 6-9,5 um, elipticno-jajolike,
glatke, s debelom stijenkom i centralnim
kli¢nim otvorom, tamnosmede.

StaniSte i troficki status:

zivi kao saprotrof u Sumama te na razli¢itim
otvorenim staniStima, (travnjaci, polja, itd.).
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

Cesta vrsta na cijelom podrucju Hrvatske.



Craterellus cornucopioides (L.) Pers.

— mrka trubaca

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Cantharellales, Cantharellaceae

Morfoloski opis plodista:

Plodiste ljevkasto ili nalik trubi, visoko 30-
100 mm, Siroko 20-50 mm, Suplje sve do
baze, rub podvrnut, unutarnja povrsina crna
do crnosmeda, a kad je plodiSte prosuseno
sivosmeda, blago wuzduzno izbrazdana,
vanjska povrSina s himenijem svjetlija od
unutrasnje, siva do sivocrna, injasta, glatka,
lagano nepravilno naborana do valovito
izbrazdana.

Meso debljine cca. 1-2 mm, ugodnog
aromati¢nog mirisa.

Spore cca. 10-17 x 6-11 um, elipticne, glatke,
ispod mikroskopa bezbojne, s prilicno
debelom stijenkom.

StaniSte i trofic¢ki status:

zivi u mikorizi s bjelogori¢énim drveéem u
Sumama (najc¢esce s bukvom).
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:
uobicajena vrsta u kontinentalnom dijelu
Hrvatske, no nije zabiljeZena u dijelu s
mediteranskom klimom.

Infundibulicybe gibba (Pers.) Harmaja

— mala martinc¢ica

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Tricholomataceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 30-70 mm, plitko do duboko
ljevkast ve¢ i u mladosti, ¢esto sa srediSnjim
ispupcenjem, gladak do fino pustenast, krem
do smeckastooker boje.

Listici silazni niz stru€ak, gusti, blijedo krem
do Zuc¢kasto smeckasti.

Strucak 20-50 x 6-10 mm, valjkast, bjelkast,
uzduzno vlaknast do gotovo gladak, ¢vrst, u
zrelosti Supalj.

Meso bjelkasto.

Spore cca. 5-8 x 3,5-5 um, elipticne, glatke,
ispod mikroskopa bezbojne.

StaniSte i troficki status:

zivi kao saprotrof u bjelogorinim 1
crnogori¢nim Sumama, najéesce na listincu ili
golom tlu.

Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

Cesta vrsta u kontinentalnom dijelu Hrvatske,
no nije zabiljezena u podrucju s
mediteranskom klimom.



Lactarius deterrimus Groger

— smrekova rujnica

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Russulales, Russulaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 30-110 mm, blago konveksan s
podvrnutim rubom u mladosti, kasnije se
izravnava ili dobiva oblik lijevka, uvijek sa
srediSnjim udubljenjem, klizav 1 ljepljiv
provlazen, svijetlonaranCast do prljavo-
narancast, pozeleni na ozljedu ili starenjem.
Listi¢i Siroko prirasli na strucak ili blago
silazni, narancasti.

Strucak 30-50 x 12-25 mm, valjkast, u zrelosti
Supalj, gladak, narancast, pozeleni starenjem
ili na ozljedu.

Meso narancCasto, na ozljedu pusta
crvenkastonarancasto mlijeko.

Spore cca. 7,5-11,5 % 6-9 um, elipti¢ne, ispod
mikroskopa bezbojne, s ornamentom oblika
nepotpune mreze U kombinaciji s brojnim
izoliranim bradavicama, visina ornamenta do
0,5 pm.

StaniSte i trofic¢ki status:

zivi u mikorizi sa smrekom (vrste iz roda
Picea) u crnogori¢nim i mijeSanim Sumama te
u nasadima.

Rasprostranjenost u Hrvatskoj:
uobicajena vrsta uz svog mikoriznog
partnera u kontinentalnom dijelu Hrvatske.

Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill
(sensu lato)

— zuti kruh

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Polyporales, Fomitopsidaceae

Morfoloski opis plodista:

Plodiste polukruzno do lepezasto, Siroko 100-
400 mm, visoko 10-50 mm, gornja povrSina
nepravilno nabrana, barSunasta, sumpornozuta
do narancasta, donja povrSina valovita, Zivo
sumpornozuta, prekrivena cjev€icama koje
zavrSavaju uglatim porama.

Meso socno i lomljivo kod mladih plodista,
blijedoZute boje.

Spore cca. 5-8 x 3,5-5 um, jajaste do
elipti¢ne, pod mikroskopom bezbojne, glatke.
StaniSte i trofic¢ki status:

zivi kao parazit i saprotrof na Zivim stablima i
krupnim drvnim ostacima (panjevi, trupci)
bjelogori¢nog drvecéa (uglavnom na vrstama iz
roda Quercus), rijetko i na crnogorici.
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:
uobicajena vrsta u kontinentalnom dijelu
Hrvatske i unutrasnjosti Istre, no nije poznata
1z mediteranskog podrucja.
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Lepista flaccida (Sowerby) Pat.

— ljevkasta koturnica

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Tricholomataceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 20-80 mm, konveksan s
ulegnutim srediStem u mladosti, ubrzo se
prosiri i postane ljevkast, gotovo gladak,
zuckast, narancast do crvenkastosmed.
Listic¢i vrlo gusti, silazni niz strucak, bjelkaste
do Zuckaste boje.

Strucak 20-50 x 5-15 mm, valjkast do blago
batinast, gladak do slabo uzduzno vlaknast,
bjelkast do istobojan s klobukom, u zrelosti
Supalj, pri dnu s bjelkastim bazalnim
micelijem.

Meso istobojno s povr§inom plodista.

Spore cca. 4-5,5 x 4-5 um, gotovo okrugle, sa
sitnim bradavicastim ornamentom, bezbojne
pod mikroskopom.

StaniSte i trofic¢ki status:

zivi kao saprotrof'tla i listinca u bjelogori¢nim
1 crnogoriénim Sumama.
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

Cesta vrsta na cijelom podruc¢ju Hrvatske.

Lepista nuda (Bull.) Cooke

— modrikaca

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Tricholomataceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 25-150 mm, konveksan, kasnije
ravan do nepravilno valovit, srediste blago
ispupceno ili rjede udubljeno, gladak, slabo
ljepljiv u vlaznim uvjetima, ljubiCaste do
smedeljubicaste boje, rub uvrnut u mladosti, a
kasnije se izravnava.

Listi¢i umjereno gusti, s malim jarkom ili
ravno prirasli na strucak, Iljubicaste do
mesnato sive boje.

Strucak 20-100 x 10-30 mm, valjkast,
uglavhom s blagim do gomoljastim
prosirenjem pri bazi, ljubicast do ljubicasto
siv, uzduzno vlaknast, pri vrhu blago vunast,
pri dnu s ljubiCastim bazalnim micelijem.
Meso ljubicaste do ljubicastosive boje.

Spore cca 5,5-9 x 4-5,5 um, elipticne, sa
sitnim bradavicastim ornamentom, bezbojne
pod mikroskopom.

StaniSte i trofic¢ki status:

zivi kao saprotrof tla i listinca u Sumama,
parkovima, vrtovima, na kompostiStima, te na
travnjacima uz Sume.

Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

Cesta vrsta na cijelom podrucju Hrvatske.
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Leucoagaricus leucothites (Vittad.) Wasser
— bjelkasta pecurkovica

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Agaricaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 40-200 mm, u mladosti
polukruzan, kasnije se izravnava i postaje
konveksan s izravnatim do uleknutim
srediStem, pustenast, kasnije gotovo gladak, u
osnovi bijele, sivkaste do krem boje centar
¢esto tamniji, smeckast, povrsSina ¢esto pozuti
starenjem ili na ozljedu.

Listi¢i gusti do vrlo gusti, slobodni, bijeli,
sivkasti, ruzicaskasti do blijedokrem, ponekad
na ozljedu postju crvenkasti.

Strucak 50-125 x 6-15 mm, valjkast,
zadebljan prema bazi, Supalj, krhak, krembijel
do smeckast, s postojanim uzlaznim
vjencicem bijele do krem boje.

Meso bijelo, na presjeku ponekad pozuti.
Spore cca. 7,5-11 x 4,5-7 um, elipti¢ne do
bademaste, glatke, bezbojne, s debelom
stijenkom 1 klicnim otvorom.

StaniSte i troficki status:

zivi kao saprotrof tla u vrtovima, parkovima,
te na razli¢itim tipovima travnjaka.
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:
uobicajena vrsta u cijeloj Hrvatskoj, nesto je
rjeda u mediteranskom dijelu.

Lycoperdon perlatum Pers.

— tikvasta puhara

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Agaricaceae

Morfoloski opis plodista:

Plodiste okruglasto, kruskoliko ili batinasto,
20-90 mm visoko, 20-40 mm §iroko, sastoji se
od laZznog strucka 1 proSirene glave,
egzoperidiju Cine sitne koni¢ne bodlje, u
mladosti bijele, a kasnije maslinastosmede,
lagano otpadaju na dodir i tvore mrezasti
uzorak na povrsini plodista; endoperidija, u
zrelosti sivosmeda, raspucava se na vrhu i
tvori okruglasti otvor iz kojeg izlaze spore.
Meso (gleba) bijelo u mladosti, kasnije
maslinasto smede, subgleba je dobro razvijena
i alveolarne strukture.

Spore cca. 3-4,5 um promjera, okruglaste,
sitno bradaviCasto ornamentirane, s debelom
stijenkom, maslinastosmede boje.

StaniSte i trofic¢ki status:

zivi kao saprotrof na tlu 1 listincu u
bjelogori¢nim i crnogoricnim Sumama.
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

Cesta vrsta na cijelom podruc¢ju Hrvatske.
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Macrolepiota procera (Scop.) Singer

— velika suncanica

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Agaricaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 100-300 mm, kuglast do jajolik
u mladosti, kasnije zvonolik do ravan,
ponekad s malim sredi$njim ispupCenjem,
povrsina pustenasta u mladosti, boje ljeSnjaka
do smede, kasnije se raspucava i prema rubu
radi koncentri¢no rasporedene smede Cehice
na krembijeloj povrsini, dok centar ostaje
homogeno pustenast i smed.

Listi¢i srednje gusti, slobodni, bjelkaste do
prljavokrem boje.

Strucak 100-400 x 10-20 mm, valjkast, baza
gomoljasta, Supalj, S pomi¢nim vjen¢i¢em,
gornja povrsina krem, a donja smeda.

Meso bijele do smeckaste boje.

Spore cca. 12,5-18 x 8-11 pm, elipticne,
glatke, bezbojne pod mikroskopom, s
debelom stijenkom i kli¢nim otvorom.
Staniste i trofi¢ki status:

zivi kao saprotrof tla u Sumama, te na
razli¢itim tipovima otvorenih stanista.
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

Cesta vrsta na cijelom podrucju Hrvatske.

Pleurotus dryinus (Pers.) P. Kumm.

— hrastova krivonoska

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Pleurotaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 40-150 mm, lepezastog do
okruglasto lepezastog tlocrta, konveksan kod
u mladosti, kasnije ravan, vlaknasto-pustenast,
lagano Cehast 1 ispucale povrSine u zrelosti,
bijel, krem do siv, rub podvijen i s vise¢im
ostacima veluma u mladosti.

Listi¢i gusti, ravno prirasli na strucak do
silazni, krem do blijedo oker.

Strucak 20-60 x 10-40 mm, ekscentrican,
valjkast ili nepravilnog oblika, nekad urasta u
supstrat, bjelkast do krem, vlaknasto-
pustenast, u zoni vjencica s krpicama veluma,
pun.

Meso bjelkasto do krem.

Spore cca. 8-15 x 3,5-5,5 um, valjkaste do
baciliformne, glatke, bezbojne.

Staniste i troficki status:

zivi kao parazit 1 saprotrof u Sumama 1
parkovima, na Zivim i nedavno sruSenim
stablima bjelogorice i crnogorice.
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

nije rijetka vrsta u kontinentalnom dijelu
Hrvatske, a u Mediteranu nije pronadena.
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Psathyrella multipedata (Peck) A.H. Sm.
— busenasta slabunjavka

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Psathyrellaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 10-40 mm, polukuglast u
mladosti, kasnije blago stozast do zvonolik,
glatke, svilenaste povrSine, s radijalno
rasporedenim vlaknima, oker do sivosmed u
vlaznim uvjetima, a prosusen blijedosmed.
Listi¢i gusti, prirasli s jarkom, svijetlo smediu
mladosti, kasnije tamno purpurastosmedi.
Strucak 30-140 x 1,5-4 mm, valjkast,
postupno prosiren prema bazi, Supalj, krhak,
pri vrhu praskast, bjelkast, strucci srastaju u
korjenastu pseudorhizu koja ulazi u tlo.
Meso tanko, krhko, sivkasto smede.

Spore cca. 7-9 x 3,5-4,5 um, elipticne, glatke,
crvenosmede pod mikroskopom, s malim
kli¢nim otvorom.

StaniSte i trofic¢ki status:

zivi kao saprotrof u Sumama, parkovima i
vrtovima, na tlu ili rjede na trulom drvu.
Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

vrsta je u okviru ovog rada po prvi puta
zabiljezena na podru¢ju Hrvatske, no
pretpostavlja se da nije posebno rijetka.

Psathyrella piluliformis (Bull.) P.D. Orton
— vodenasta slabunjavka

Taksonomska pripadnost: Basidiomycota,
Agaricales, Psathyrellaceae

Morfoloski opis plodista:

Klobuk sirok 20-60 mm, isprva polukuglast do
stozasto-zvonolik, kasnije zvonolik do
konveksan, zuckasto do crvenkasto smed
provlazen, prosuSen Zut do okersmed,
ponekad s bjelkastim velumom, gladak.
Listic¢i gusti, prirasli na struc¢ak s jarkom ili u
spoju klobuka 1 strucka, bjelkasti u mladosti,
kasnije crvenkasto do ¢okoladno smedi.
Strucak 25-100 x 2-9 mm, valjkast, Supalj,
krhak, bjelkast do blijedosmed, tamniji prema
bazi, pri vrhu ponekad s krpastim velumom,
sitno praskast do gladak.

Meso tanko, krhko, u klobuku smede do
crvenkasto smede, u strucku blijedosmede.
Spore cca. 4,5-6,5 x 3-4 um, elipti¢ne do
lagano graholike, glatke, Zu¢kastosmede boje,
s vrlo sitnim klicnim otvorom.

StaniSte i troficki status:

zivi kao saprotrof u bjelogori¢énim Sumama na
trupcima i panjevima.

Rasprostranjenost u Hrvatskoj:
uobicajena vrsta u untrasnjosti Hrvatske.
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Xerula radicata (Relhan) Dorfelt Morfoloski opis plodista:

— vitka korjenjaca Klobuk sirok 30-100 mm, konveksan, zatim
Taksonomska pripadnost: Basidiomycota, veéinom ravan, ponekad sa sredi$njim
Agaricales, Physalacriaceae udubljenjem, u mladosti gladak, u zrelosti

radijalno naboran, ljepljiv u vlaznim uvjetima,

zuckasto do oker smede boje.

Listi¢ci umjereno razmaknuti, na strucak

prirasli s jarkom, ravno prirasli ili lagano

silazni, bjelkasti, oStrica ponekad smeda.

Strucak 100-200 x 5-10 mm, valjkast s

batinastom bazom do 20 mm Sirine, ¢esto se

ukopava u tlo u obliku laznog korijena

= (pseudorhize), uzduzno zljebast, u vrhu bijel,
| prema bazi zuckasto smed, sitno praskast u

mladosti, kasnije gladak, krhak.

Meso vecéinom bijelo, a pri dnu strucka

smeckasto.

Spore cca. 12,5-17 x 8,5-12 um, elipti¢ne do

jajaste, glatke, bezbojne pod mikroskopom.

StaniSte i trofic¢ki status:

zivi kao saprotrofu bjelogori¢nim i mijeSanim

Sumama, prividno na tlu, no najcesce na

korijenu ili uz sitnije drvne ostatke bukve (rod

Fagus).

Rasprostranjenost u Hrvatskoj:

Cesta vrsta na cijelom podruc¢ju Hrvatske.

1.2. Cilj istrazivanja

Cilj ovoga diplomskog rada je utvrditi da li ekstrakti svjezih plodista 17 vrsta samoniklih
jestivih vrsta gljiva sakupljenih na podrucju Hrvatske posjeduju bioaktivni potencijal koji bi se
mogao primijeniti u znanosti i razli¢itim ljudskim djelatnostima (npr. u medicini, farmaciji,
nutricionizmu i biotehnologiji). Bioaktivni potencijal istrazivanih vrsta procijenjen je natemelju
rezultata analize ukupnih topivih proteina, ukupnih fenola, fenolnih kiselina, antioksidacijskog
kapaciteta (odredenog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) testom i testom redukcije
zeljeza/antioksidacijske snage (FRAP)), ukupnih triterpenoida i ukupnih alkaloida.

2. Materijali i metode

2.1. Sakupljanje, taksonomska identifikacija i priprema uzoraka plodista gljiva za analizu

U jesen 2016. godine (16., 19. 1 27. listopada) obavljena su tri jednodnevna mikoloska
terenska istrazivanja na 13 razli¢itih lokaliteta (SI. 3.) u gradu Zagrebu i u okolici Karlovca.
Terenska istrazivanja proveli su Armin Mesi¢ 1 Zdenko TkalCec, mikolozi s Instituta Ruder
Boskovi¢ u Zagrebu. U okviru tih istrazivanja sakupljeno je 17 uzoraka plodista (Tablica 1.)
jestivih vrsta gljiva iz odjeljka Basidiomycota. Uzorci vrsta iz roda Psathyrella sastojali su se od
10 plodista, Craterellus cornucopioides sest plodista, Agrocybe cylindracea, Clitopilus prunulus,
Infundibulicybe gibba, Lactarius deterrimus, Lepista flaccida, L. nuda, Leucoagaricus leucothites
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i Lycoperdon perlatum od po tri plodista, dok se uzorak ostalih vrsta sastojao od jednog plodista.
Svi lokaliteti nalaze se na podruc¢ju pod izrazenim utjecajem umjereno tople kisne (Cfwbx’)
klime (Zaninovi¢ i sur. 2008).
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Slika 3. Lokaliteti u sjeverozapadnoj Hrvatskoj na kojima su sakupljena plodista gljivljih vrsta.
Izradeno u Google Earth servisu preuzetom s internetske stranice https://earth.google.com/web/.

Dolaskom u laboratorij svaki uzorak obraden je na sljede¢i nacin. Dio plodiSta osuSen je
na eksikatoru na struji toplog zraka, temperature 40-50 °C, tijekom 24 sata te je nakon toga
pohranjen u Hrvatskom nacionalnom fungariju (CNF), zbirci uzoraka gljiva Hrvatskog
mikoloskog drustva. Identifikacija je obavljena na temelju makro- i mikro-morfoloskih obiljezja
upotrebom suvremene taksonomske literature (Kits van Waveren 1985, Bas i sur. 1988, 1990,
1995; Pegler i sur. 1995, Hansen i Knudsen 1997, Heilmann-Clausen i sur. 1998, Noordeloos i
sur. 2001, 2005; Sarasini 2005, Knudsen i Vesterholt 2012, Ryvarden i Melo 2014). Osuseni
uzorci plodista analizirani su naknadno u svrhu identifikacije gljivljih vrsta, u sluc¢aju manjeg
broja uzoraka ¢ija identifikacija do razine vrste nije bila moguca samo na osnovi makroskopskih
svojstava plodista. Mikromorfoloska obiljeZja su tada promatrana na svjetlosnom mikroskopu
Olympus BX-51 s povecanjima od 30 do 1500 puta. Koristene su tehnike svjetlog vidnog polja i
faznog kontrasta. Mikroskopski preparati pripremljeni su uklapanjem dijelova suhih plodiSta u
2,5% otopinu kalijeve luzine (KOH). MorfoloSkom identifikacijom ustanovljeno je 17 vrsta
gljiva, od ¢ega su tri vrste (Agrocybe cylindracea, Clitopilus prunulus i Laetiporus sulphureus)
odredene u Sirem smislu (sensu lato) jer se u tim slu¢ajevima radi o kompleksima kriptickih vrsta
Cija taksonomija do danas nije u potpunosti rijeSena (Vasaitis i sur. 2008, Vizzini i sur. 2014,
Morgado i sur. 2016, Song i Cui 2017).

Geoloski, pedoloski i klimatoloski podaci o lokalitetima sakupljanja plodista gljiva
prikazani su u Tablici 1. Pedoloski podaci preneseni su iz Osnovne geoloSke karte SFRJ
1:100000 (listovi Crnomelj, Ivani¢ Grad i Zagreb). Nadalje, pedoloski podaci su preuzeti iz rada
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Bogunovi¢ i sur. (1997). Takoder, koriSteni su i podaci s internetskih stranica
http://zagreb.sumins.hr/ i http://ishranabilja.com.hr/analize.html uz koristenje Google Earth
servisa. Klimatoloski podaci 0 prosje¢nim mjese¢nim temperaturama i koli¢inama oborina za
mjesec listopad preuzeti su s internetske stranice Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda
(http://Klima.hr/klima.php?id=k1&param=srednjak). Navedene su prosjecne vrijednosti
izraCunate na temelju podataka izmjerenih na meteoroloskim postajama koje su najblize
pojedinom lokalitetu u odgovaraju¢em visegodisnjem periodu mjerenja meteoroloSkih ¢imbenika:
Ogulin (1949-2015), Zagreb-Gric¢ (1861-2015), Zagreb-Maksimir (1949-2015) i Karlovac (1949-
2015).

Tablica 1. Geoloski, pedoloski i klimatoloski podaci o lokalitetima sakupljanja plodista gljiva.

Broj Vrsta Lokalitet Geoloska grada Ped_ol_oske t/ | P,
uzorka terena karakteristike terena | °C | mm
. - vecéa naselja
1/7261 Agaricus park Suma p”EI}iSr(l:cl)’v?iiels: O(leitI | (pseudogléj
Sﬁvicola Jelenovac, | 9 line port, obronaéni 70%, | 11,9 | 827
Zagreb LS distri¢no smede tlo
(pliopleistocen)
30%)
1/7294 | Agrocybe dvlgréSte Sljunci, pijesci, gline | veca naselja (tlo | 1, o | go7
cylindracea Zagréb (pliopleistocen) deponija—deposol) ’ ’
. park Suma | Sljunci, pijesci, gline
17270 Clrlltj?]ﬂlltjss Dotr$¢ina, (levant — donji pseudoglej obrona¢ni | 10,9 | 75,3
P Zagreb pleistocen)
. park Suma | Sljunci, pijesci, gline
7214 %gm{‘ﬁ: Dotriéina, |  (levant—donji | pseudoglej obronacni | 10,9 | 753
Zagreb pleistocen)
Novaki intrabiosparruditi — lesivirano fipidno i
1/7292 Craterellus Ozaljski ~ | biolititi i bioklasti¢ni KHiEno 1 pn neui | 111 | 1015
cornucopioides | 2,7 km W- | vapnenci (kimeridz, arie (()joletl)m{)ue o ’ ’
SW (Ozalj) titon)
o - veca naselja
- park Suma pLesct, pJ.ESkOV'.t' ' (pseudoglgej
1/7258 | Infundioulicybe | Jejengygc, | - 9lnovit laport obronatni 70%, | 11,9 | 82,7
g Zagreb (plio gleistocen) distri¢no smede tlo
piiop 30%)
Dvori$ce intrabiosparruditi — lesivirano tiniéno i
1/7284 Lactarius Ozaljsko ~ | biolititi i bioklasti¢ni o p .
. A . v | akri¢no na vapnencui | 11,1 | 101,5
deterrimus 720 m SW | vapnenci (kimeridz, .
; ! dolomitu
(Ozalj) titon)
vecéa naselja
. Jandriceva | ... . .. . . (pseudoglej
1/7265 Laetiporus ulica 12 Sljunci, pijesci, gline obronacni 70% 119 | 827
sulphureus Zagreb (pliopleistocen) distri¢no smede tlo
30%)

f,— prosjecna mjesecna temperatura zraka za mjesec listopad, p,— prosje¢na mjesecna

koli¢ina oborina za mjesec listopad
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Tablica 1. Nastavak.

pijesci, pjeskoviti i

veca naselja

. park Suma S . (pseudoglej
17262 Lepista Jelenovac, |  9tnoviti lapori, obronacni 70%, | 11,9 | 82,7
flaccida gline o
Zagreb (pliopleistocen) distri¢éno smede tlo
pliop 30%)
Vukova
1/7291 Lepista nuda Gorica ~ dolomlt_l (kimeridz, lee_lo smede th na 106 | 150,2
1,5 km titon) reliktnoj crvenici
SW/W-SW
1/7293 | Leucoagaricus dvoriSte §ljunci, pijesci, gline veca naselja (tlo
. IRB, e - 119 | 82,7
leucothites Zagreb (pliopleistocen) deponija—deposol)
park §uma pijesci, pj_eskow_tl i veca n_aselja o
1/7260 | Lycoperdon Jel glinoviti lapori, (pseudoglej obronaéni 119 | 827
perlatum ezzn?;/EC, gline 70%, distri¢no smede ’ ’
g (pliopleistocen) tlo 30%)
1/7269 | Macrolepiota park Suma ?cli\gjf ;:lengwcllh mocvarno glejno,
P Maksimir, | . toxova: Syunct, dielomicno 10,9 | 75,3
procera pijesci, siltovi, gline . L
Zagreb hidromeliorirano
(kvartar)
ul.
1/7256 |  Pleurotus Vrgg"ec sljunci, pijesci, gline | vecanaselia (o | 11 o | go7
dryinus émom’erec (pliopleistocen) deponija—deposol) ’ ’
Zagreb
park suma pijesci, pj_eskow_tl i veca n_aselja o
1/7263 Psathyrella Jel glinoviti lapori, (pseudoglej obronaéni 119 | 827
multipedata ezzn?zzc, gline 70%, distri¢no smede ’ ’
g (pliopleistocen) tlo 30%)
1/7268 Psathyrella park Suma kl())esnkear:ibO?: tglr'
Sathyreti Maksimir, pneni prapor- pseudoglej obronacni | 10,9 | 75,3
piluliformis Zaareb glinoviti siltovi
g (kvartar)
park Suma | Sljunci, pijesci, gline
17275 rzglrg;?a Dotrs¢ina, (levant — donji pseudoglej obrona¢ni | 10,9 | 75,3
Zagreb pleistocen)

2.2. Priprema uzoraka i kemikalije koristene za analizu bioaktivnog potencijala plodista

gljiva

Kalijev dihidrogenfosfat (KH2POa), bezvodni kalijev hidrogenfosfat (K2HPO4), Folin-

Ciocalteau reagens, natrijev nitrit (NaNOy), natrijev hidroksid (NaOH), dimetil sulfoksid
(DMSO), zeljezov(Il) sulfat heptahidrat (FeSO4 x 7H20), ledena octena kiselina (CHsCOOH),
koncentrirana dusic¢na kiselina (HNO3), kalijev jodid (KI), bizmutov(lll) nitrat (Bi(NOgz)3),
koncentrirana klorovodi¢na kiselina (HCI), natrijev sulfid hidrat (Na2S x nH20) dobavljeni su od
Kemike. COOMASSIE — SERVA BlueG C.1. 42655 i govedi serumski albumin (BSA) kupljeni
su od tvrtke SERVA Heidelberg/New York. Urea (CO(NH2)2), Trolox i 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-
triazin (TPTZ) dobavljeni su od tvrtke Fluka BioChemika. KoriSteni su natrijev molibdat dihidrat
(Na2Mo0O4 x 2H20), zeljezov(III) klorid heksahidrat (FeCls x 6H.0), natrijev acetat trihidrat
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(CH3COONa x 3H20) i 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) proizvodaca Sigma. Vanilin i
perklorna kiselina (HCIO4) kupljeni su od tvrtke Merck. Koristena je ursolinska kiselina
proizvodaca TCI te tioureca (SC(NH2).) proizvodaca Alfa Aesar.

Za vrSenje analiza bioaktivnog potencijala uzoraka plodista gljiva su koristeni Retsch
mixer mill MM400, Vortex tehtnica EV-102, termoblok Stuart SBH200D/3, centrifuga
Eppendorf 5424 R, spektrofotometar Labsystems Multiskan MS i spektrofotometar Shimadzu
BioSpec-1601E.

U svrhu analize bioaktivnog potencijala plodista, unutar osam sati od dolaska s terena,
otprilike 5 g svjezih plodista iz svakog uzorka, pohranjeno je u plasticne vrecice s patent
zatvara¢em i smrznuto na -82 °C u ledenici. Uzorci su u ledenici bili pohranjeni otprilike sljedeca
cetiri mjeseca, nakon ¢ega su liofilizirani u uredaju Lyovac GT2 te usitnjeni u tarioniku s tekué¢im
dusikom.

Za odredivanje ukupnih topivih proteina koristen je kalij-fosfatni pufer, 0,1 M, pH 7,6.
Pufer je pripremljen mijesanjem 13,4 mL otopine KH2PO4 i 86,6 mL otopine K:HPO4, te
dodatnim otapanjem 12,011 g uree. Otopina KH2PO4 dobivena je otapanjem 34,023 g KH2PO4 u
250 mL destilirane vode, dok je otopina K2HPOy4 pripravljena otapanjem 43,545 g K2HPO4 u 250
mL destilirane vode. Bradfordov reagens pripremljen je otapanjem 50 mg boje COOMASSIE
BlueG u 25 mL 95%-tnog etanola i 50 mL 85%-tne fosforne kiseline (H3PO.) te 425 mL
destilirane vode, zatim filtracijom dobivene otopine. U Eppendorf epruvetama od 2 mL odvagano
je po 10 mg usitnjenog uzorka. Zatim je dodan 1 mL kalij-fosfatnog pufera nakon ¢ega je sadrzaj
epruveta kratko homogeniziran na VVortexu. Uzorci su zatim centrifugirani (15871 g/ 10 min) pri
temperaturi +4 °C te je dobiveni supernatant iskoriSten za odredivanje koncentracije proteina.

Za odredivanje ukupnih polifenola, fenolnih kiselina i ukupnih alkaloida kao i
antioksidacijske aktivnosti pripremljeni su metanolni ekstrakti uzoraka. U Eppendorf epruvetama
od 2 mL u triplikatu je odvagano po 30 mg svakog usitnjenog uzorka. U svaku epruvetu dodano
je 1,5 mL 80%-tnog metanola. Sadrzaj epruveta je kratko homogeniziran na Vortexu. Potom su
epruvete stavljene u mlin i ekstrakcija se vrsila na frekvenciji 30 Hz tijekom 5 min. Zatim su
epruvete uronjene u ultrazvucénu kupelj na 15 min. Nakon sonikacije sadrzaj epruveta mijesan je
narotacijskoj mijesalici jedan sat. Epruvete su zatim centrifugirane 10 min na 25 °C pri 15871 g.
Supernatant je preliven u nove Eppendorf epruvete od 2 mL nakon ¢ega su tako pripremljeni
metanolni ekstrakti spremljeni u hladnjak na -20 °C.

Za analizu ukupnih triterpenoida pripremljeni su etanolni ekstrakti uzoraka. U Eppendorf
epruvetama od 2 mL u triplikatu je odvagano po 30 mg svakog uzorka. U svaku epruvetu je
otpipetiran 1 mL 96%-tnog etanola. SadrZaj epruveta je kratko homogeniziran na Vortexu. Potom
su epruvete stavljene u mlin i uzorci ekstrahirani na frekvenciji 30 Hz tijekom 5 min. Zatim su
epruvete uronjene u ultrazvuénu kupelj na 15 min. Ekstrakcija je dalje pospjesena mijesanjem
sadrZaja epruveta na rotacijskoj mijeSalici jedan sat. Epruvete su zatim centrifugirane 10 min na
25 °C pri 15 871 g. Supernatant je preliven u nove Eppendorf epruvete od 2 mL nakon ¢ega su
dobiveni etanolni ekstrakti spremljeni u hladnjak na -20 °C.
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2.3. Metode analize bioaktivnog potencijala plodista gljiva

Ukupni proteini. Ukupni topivi proteini odredeni su modificiranom Bradfordovom metodom
(Brady i Macnaughtan 2015). U svaku jazicu spektrofotometra dodano je po 10 uL uzorka (svaki
uzorak otpipetiran je u triplikatu) i 190 pL Bradfordovog reagensa nakon ¢ega je sadrzaj jaZice
promijesan da se pospjesi kemijska reakcija. Konacno, mjerena je apsorbancija pri 595 nm.
Bazdarni pravac dobiven je uz razrjedenja govedeg serumskog albumina (BSA) u kalij-fosfatnom
puferu u rasponu koncentracija 25-200 pug/mL (SI. 4.). Za slijepu probu koristen je kalij-fosfatni
pufer. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost devet replika + standardna devijacija.

0,5
y =0,0021x + 0,0547
0,45 R2 = 0,9953
0,4
0,35
03

A (595nm) 0,25
0,2

0,15

0,1
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Ukupni polifenoli. Ukupni polifenoli odredeni su kolorimetrijskom metodom (Zudaire i sur.
2017). U svaku kivetu otpipetirano je 20 uL metanolnog ekstrakta uzorka (Azmir i sur. 2013).
Zatim je dodan 1,58 mL destilirane vode i 100 uL Folin-Ciocalteau reagensa. Kao slijepa proba
kori$ten je 80%-tni metanol. Sadrzaj svake kivete je dobro promuckan. Potom je u svaku kivetu
otpipetirano 300 pL zasic¢ene otopine natrijeva karbonata (Na2COs) nakon ¢ega je svaka kiveta
ponovno dobro promuckana. Kivete su ostavljene u mraku. Dva sata nakon dodatka Na,CO3
mjerena je apsorbancija pri 795 nm. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina bioloskog
triplikata + standardna devijacija.

Fenolne kiseline. Odredivanje fenolnih kiselina vrseno je kolorimetrijskom metodom (European
Pharmacopoeia 2004). Pripremljen je Arnowov reagens otapanjem 1 g NaNO2 i 1,17 g NaxMoO4
x 2H20 u 10 mL destilirane vode. U svaku kivetu otpipetirano je 300 pL destilirane vode, 300 uL.
metanolnog ekstrakta uzorka, 100 uLL 0,5 M HCI i 100 uLL Arnowova reagensa. Za slijepu probu
koriSten je 80%-tni metanol. Svaka kiveta je dobro protresena te je potom u nju dodano 100 uL.
1 M natrijeve luzine (NaOH) i 100 uL destilirane vode. Bazdarni pravac dobiven je iz razrjedenja
kavene kiseline (CoHgO4) u 80%-tnom metanolu koncentracije 10-250 pg/mL (SI. 5.).
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Naposljetku, mjerena je apsorbancija pri 490 nm. Rezultati su izrazeni kao aritmetic¢ka sredina
bioloskog triplikata + standardna devijacija.
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Triterpenoidi. Ukupni triterpenoidi kvantificirani su modificiranom kolorimetrijskom metodom
(Chang i sur. 2012). Pripremljena je otopina vanilina (5% w/v) otapanjem 0,5 g vanilina
(CgHgO3) u 10 mL CH3COOH. Odvagano je 30 mg svakog uzorka te su pripremljeni ekstrakti u 1
mL 96%-tnog etanola (Azmir i sur. 2013). Otpipetirano je 20 uL etanolnog ekstrakta uzorka u
Eppendorf epruvete od 2 mL i upareno u termobloku pri 60 °C do krutog ekstrakta. U epruvete s
krutim ekstraktom dodano je 75 pL otopine vanilina i 250 pL HCIOa4. Epruvete su stavljene na
termoblok 45 min na 60 °C, a potom ohladene u ledu do sobne temperature. Dodano je 675 uL
CH3COOH i mjerena apsorbancija pri 548 nm.

BaZdarni pravac dobiven je provedbom eksperimenta s razrjedenjima ursolinske kiseline
(C30H1803) u 96%-tnom etanolu koncentracija 0,01-0,08 mg/mL (SI. 6.). U Eppendorf epruvete
od 2 mL otpipetirano je 300 puL svakog razrjedenja ursolinske kiseline i upareno do krutog
ekstrakta na termobloku. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina bioloskog triplikata +
standardna devijacija.
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Alkaloidi. Ukupni alkaloidi odredeni su modificiranom kolorimetrijskom metodom (Ribeiro i sur.
2008). Dragendorffov reagens (DR) pripremljen je mijeSanjem otopine Bi(NOs)s i 40%-tne
otopine KI. Otopina Bi(NO3)z dobivena je otapanjem 0,8 g Bi(NOs)z u 40 mL destilirane vode i
10 mL ledene octene kiseline, dok je otopina Kl pripremljena otapanjem 8 g Kl u 20 mL
destilirane vode. Otopina tiouree (3%) pripravljena je otapanjem 6 g tiouree u 200 mL destilirane
vode, a 1%-tna otopina NaxS otapanjem 0,85 g NaxS x nH2Ou 30 mL destilirane vode. U
Eppendorf epruvete od 2 mL odvagano je 5 mg svakog uzorka u triplikatu. U svaku epruvetu
otpipetirano je 500 uL tople destilirane vode. Kiselost (pH) otopine namjestena je na 2,0 - 2,5
dodavanjem 0,1 N HCI. Dodano je 200 uL DR-a. Epruvete su centrifugirane 5 min pri 9391 g. Iz
epruveta je odliven supernatant, a zatim dodano 200 uL otopine Na,S. Epruvete su centrifugirane
5 min pri 9 391 g. Pazljivo je odliven supernatant, a zatim je dodano 200 pL. HNOs. Epruvete su
stavljene u sonikacijsku kupelj na 3 min. Potom je dodano 800 pL destilirane vode. Epruvete su
centrifugirane 2 min pri 9 391 g. U pripremljene kivete otpipetirano je 200 uL supernatanta iz
epruveta i 1000 pL otopine tiouree. Mjerena je apsorbancija pri 435 nm.

Bazdarni pravac izraden je na temelju provedenog eksperimenta s razrjedenjima boldina
(C19H21NO4) u destiliranoj vodi u rasponu koncentracija 50-1000 pg/mL (SI. 7.). Temeljna
standardna otopina boldina pripremljena je otapanjem 10 mg boldina u 0,5 mL DMSO te
nadopunjavanjem do 10 mL s toplom destiliranom vodom. Za slijepu probu koriStena je
destilirana voda. Rezultati su izrazeni kao aritmeti¢ka sredina bioloskog triplikata + standardna
devijacija.
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vrrrimeloaa oareailvanja dklivnosti vezivanja radikald. AntoKs1adcCl)sKl Kapdciet odreacn je
Brand-Williams metodom za odredivanje antioksidacijske aktivnosti (Brand-Williams i sur.
1995). Otopina DPPH pripremljena je otapanjem 1,85 mg DPPH u 50 mL ¢istog metanola. U
Eppendorf epruvete od 2 mL otpipetirano je 980 uL otopine DPPH i 20 uLL metanolnog ekstrakta
uzorka. Kao slijepa proba koristen je 80%-tni metanol. Sadrzaj epruveta homogeniziran je na
Vortexu te su epruvete ostavljene u mraku 30 min.

Bazdarni pravac dobiven je na temelju razrjedenja Troloxa (C14H1804) u 80%-tnom metanolu u
rasponu koncentracija 0,25-2,0 mmol/L (SI. 8.). Otopine su pripravljene iz temeljne standardne
otopine Troloxa u ¢istom metanolu koncentracije 5,0 mmol/L. Mjerena je apsorbancija na 515
nm. Spektrofotometar je kalibriran Cistim metanolom. Inhibicija slobodnog radikala DPPH
izracunata je prema formuli:

| = Axontrola - Auzorak

gdje je Axontrola apsorbancija kontrolne reakcije (prisutni svi regensi osim testiranog uzorka) i
Auzorak @psorbancija metanolnog ekstrakta uzorka. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina
bioloskog triplikata + standardna devijacija.
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Slika 8. Bazdarni pravac Troloxa za odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom.

FRAP metoda. Antioksidacijska aktivnost dodatno je kvantificirana i FRAP metodom (Benzie i
Strain 1999). Pripremljena je otopina TPTZ koncentracije 10 mmol/L otapanjem 0,07808 g u
malom volumenu destilirane vode, dodavanjem 32 uL 36%-tne otopine HCI i nadopunjavanjem
do 25 mL destiliranom vodom. Acetatni pufer, 300 mmol/L (pH 3,6), pripremljen je otapanjem
3,1 g CH3COONa x 3H20 u 16 mL CH3COOH te nadopunjavanjem do 1 L s destiliranom
vodom. Zatim, pripravljena je 20 mM otopina FeCls x 6H>O otapanjem 0,13515 g u 25 mL
destilirane vode. FRAP reagens dobiven je mijeSanjem 100 mL acetatnog pufera, 10 mL otopine
TPTZi 10 mL otopine FeClz x 6H20. U svaku kivetu otpipetirano je 50 uL. metanolnog ekstrakta
uzorkai 950 uL FRAP reagensa. Za slijepu probu koristen je 80%-tni metanol. Nakon 4 min po
dodavanju reagensa mjerena je apsorbancija pri 593 nm.

Bazdarni pravac dobiven je provedbom eksperimenta s razrjedenjima vodene otopine FeSO4
koncentracija 100, 250, 500 i 750 pumol/L pripremljenih iz temeljne standardne otopine
koncentracije 1000 umol/L (SI. 9.). Rezultati su izrazeni kao aritmeti¢ka sredina bioloskog
triplikata + standardna devijacija.
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Slika 9. Bazdarni pravac Zeljezova(Il) sulfata za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
FRAP metodom.

2.4. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni rezultati prikazani su kao aritmeticka sredina odredenog broja replika.
Statisticka analiza provedena je pomo¢u ra¢unalnog programa STATISTICA 13.3 (TIBCO Soft
Inc., SAD). Usporedba tretmana (pojedina¢no i medusobno) provedena je pomocu jednosmjerne
analize varijance (ANOVA) te primjenom "Duncan’s New Multiple Range Test" (DNMRT), t.
post-hoc testa viSestrukih usporedbi. Statisticki znacajnim smatrane su vrijednosti koje se
razlikuju na razini p<0,05. Takoder, izracunat je Pearsonov koeficijent korelacije za parametre
specijaliziranih metabolita i antioksidacijske aktivnosti.

3. Rezultati
3.1. Proteini

Sadrzaj ukupnih topivih proteina prikazan je na Slici 10. Najve¢i sadrzaj topivih proteina
uiznosu 17,267 mg/g s.t. pokazala je vrsta Coprinus comatus, dok je najmanju koli¢inu imala
vrsta Pleurotus dryinus s iznosom od 2,959 mg/g s.t.
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Slika 10. Sadrzaj ukupnih topivih proteina u plodistima gljiva. PD—Pleurotus dryinus, XR—Xerula
radicata, LD-Lactarius deterrimus, IG—Infundibulicybe gibba, LF-Lepista flaccida,
COC—Coprinus comatus, LN-Lepista nuda, LL-Leucoagaricus leucothites, CP—Clitopilus
prunulus, AC-Agrocybe cylindracea, MP—Macrolepiota procera, PM—Psathyrella multipedata,
CRC-Craterellus cornucopioides, LP-Laetiporus sulphureus, PP—Psathyrella piluliformis,
AS-Agaricus sylvicola, s.t.—suha tezina. Stupci prikazuju srednje vrijednosti devet replika i na
njima oznacenu odgovaraju¢u standardnu devijaciju. Stupci oznaleni razliitim slovima
medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).

3.2. Specijalizirani metaboliti (ukupni polifenoli, fenolne kiseline, triterpenoidi, alkaloidi)

U okviru ovog rada iz skupine specijaliziranih metabolita istrazivani su ukupni polifenoli,
fenolne Kiseline, triterpenoidi i alkaloidi.

U analiziranim gljivama sadrzaj ukupnih polifenola bio je u rasponu 1,492-26,374 mg
ekvivalenta galne kiseline (GAE)/g s.t. (SI. 11.). Najvisi sadrzaj ukupnih fenola imala je vrsta
Agaricus sylvicola, a najmanju koli¢inu vrsta Pleurotus dryinus.
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Slika 11. Sadrzaj ukupnih polifenola u plodistima gljiva. PD—Pleurotus dryinus, XR—Xerula
radicata, LD-Lactarius deterrimus, IG—Infundibulicybe gibba, LF-Lepista flaccida,
COC—Coprinus comatus, LN-Lepista nuda, LL-Leucoagaricus leucothites, CP—Clitopilus
prunulus, AC-Agrocybe cylindracea, MP—Macrolepiota procera, PM-Psathyrella multipedata,
CRC-Craterellus cornucopioides, LP-Laetiporus sulphureus, PP—Psathyrella piluliformis,
AS—Agaricus sylvicola, s.t.—suha tezina. Stupci prikazuju srednje vrijednosti bioloskog triplikata i
na njima oznacenu odgovarajuc¢u standardnu devijaciju. Stupci oznaceni razli¢itim slovima
medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).

Sadrzaj fenolnih kiselina u ispitivanim uzorcima prikazan je na Slici 12. i kretao se u
rasponu 0,733-6,336 mg ekvivalenta kavene kiseline (CAE)/g s.t. Najvisi sadrzaj pokazale su
vrste Psathyrella piluliformis i Craterellus cornucopioides, dok su gotovo devet puta nize
vrijednosti pokazale vrste Lycoperdon perlatum i Pleurotus dryinus.
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Slika 12. Sadrzaj fenolnih kiselina u plodistima gljiva. PD—Pleurotus dryinus, XR—Xerula
radicata, LD-Lactarius deterrimus, IG—Infundibulicybe gibba, LF-Lepista flaccida,
COC—Coprinus comatus, LN-Lepista nuda, LL-Leucoagaricus leucothites, CP—Clitopilus
prunulus, AC-Agrocybe cylindracea, MP—Macrolepiota procera, PM—Psathyrella multipedata,
CRC-Craterellus cornucopioides, LP-Laetiporus sulphureus, PP—Psathyrella piluliformis,
AS—Agaricus sylvicola, s.t.—suha tezina. Stupci prikazuju srednje vrijednosti bioloskog triplikata i
na njima oznacenu odgovarajuc¢u standardnu devijaciju. Stupci oznaceni razli¢itim slovima
medusobno se statistiCki znacajno razlikuju (p < 0,05).

mg/g s.t.
=y

Kolic¢ina triterpenoida u ispitivanim uzorcima plodista gljiva prikazana je na Slici 13. i
kretala se u rasponu 16,371-61,184 mg ekvivalenta ursolinske kiseline (UAE)/g s.t. Najveci
sadrzaj triterpenoida pokazala je vrsta Psathyrella multipedata, dok je najmanju koli¢inu imala
vrsta Laetiporus sulphureus.

28



80
Triterpenoidi

70
60

50

a
b
C
¢ cd
f de
40 def of €
ef fg
g
30 g
h h
20 h
| I
0
PD XR LD LS G LF  COC LL CcP AC MP  PM  CRC LP PP AS

Slika 13. Sadrzaj triterpenoida u plodistima gljiva. PD—Pleurotus dryinus, XR—Xerula radicata,
LD-Lactarius deterrimus, 1G-Infundibulicybe gibba, LF-Lepista flaccida, COC-Coprinus
comatus, LL-Leucoagaricus leucothites, CP—Clitopilus prunulus, AC-Agrocybe cylindracea,
MP-Macrolepiota procera, PM-Psathyrella multipedata, CRC—Craterellus cornucopioides,
LP—Laetiporus sulphureus, PP—Psathyrella piluliformis, AS—Agaricus sylvicola, s.t.—suha teZina.
Stupci prikazuju srednje vrijednosti bioloskog triplikata i na njima oznacenu odgovarajucu
standardnu devijaciju. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno
razlikuju (p < 0,05).
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Sadrzaj alkaloida u ispitivanim uzorcima plodista gljiva prikazan je na Slici 14. te se
kretao u rasponu 33,376-116,710 mg ekvivalenta boldina (BE)/g s.t. Najvise alkaloida sadrzavala
je vrsta Psathyrella piluliformis, dok je najmanju koli¢inu imala vrsta Lepista nuda.
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Slika 14. Sadrzaj alkaloida u plodistima gljiva. PD—Pleurotus dryinus, XR—Xerula radicata,
LD-Lactarius deterrimus, 1G—Infundibulicybe gibba, LF-Lepista flaccida, COC-Coprinus
comatus, LN-Lepista nuda, LL-Leucoagaricus leucothites, CP—Clitopilus prunulus,
AC-Agrocybe cylindracea, MP—Macrolepiota procera, PM-Psathyrella multipedata,
CRC-Craterellus cornucopioides, LP-Laetiporus sulphureus, PP—Psathyrella piluliformis,
AS—Agaricus sylvicola, s.t.—suha tezina. Stupci prikazuju srednje vrijednosti bioloskog triplikata i
na njima oznacenu odgovarajuc¢u standardnu devijaciju. Stupci oznaceni razli¢itim slovima
medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0,05).

3.3. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidacijska aktivnost utvrdena DPPH metodom prikazana je na Slici 15. Prosje¢na
antioksidacijska aktivnost za sve ispitivane gljivlje vrste bila je 30,799 umol ekvivalenta Troloxa
(TE)/g s.t. Mnogo visu antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s ostalim uzorcima imala je vrsta
Agaricus sylvicola te je iznosila 199,698 umol TE/g s.t., dok je aktivnost kod ostalih vrsta bila do
125 puta niza te se kretala od 1,587 pmol TE/g s.t. do 40,578 pmol TE/g s.t.
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Slika 15. Antioksidacijska aktivnost plodista gljiva odredena DPPH metodom. PD—Pleurotus
dryinus, XR—Xerula radicata, LD—Lactarius deterrimus, IG-Infundibulicybe gibba, LF-Lepista
flaccida, COC-Coprinus comatus, LN-Lepista nuda, LL-Leucoagaricus leucothites,
CP—Clitopilus prunulus, AC—-Agrocybe cylindracea, MP—Macrolepiota procera, PM—Psathyrella
multipedata, CRC—Craterellus cornucopioides, LP—Laetiporus sulphureus, PP—Psathyrella
piluliformis, AS-Agaricus sylvicola, s.t.—suha tezina. Stupci prikazuju srednje vrijednosti
bioloskog triplikata i na njima oznac¢enu odgovarajucu standardnu devijaciju. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima medusobno se statisticki zna€ajno razlikuju (p < 0,05).

Antioksidacijska aktivnost utvrdena FRAP metodom prikazana je na Slici 16. i pokazuje
slican trend kao i antioksidacijska aktivnost utvrdena DPPH metodom. Prosje¢na antioksidacijska
aktivnost za sve ispitivane gljivlje vrste bila je 38,887 umol Fe?'/g s.t. Mnogo visu
antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s ostalim uzorcima imala je vrsta Agaricus sylvicola te je
iznosila 365,773 pmol Fe?*/g s.t., dok je aktivnost kod ostalih vrsta bila do 145 puta niza te je bila
u rasponu od 2,514 umol Fe?*/g s.t. do 70,407 umol Fe?*/g s.t.
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Slika 16. Antioksidacijska aktivnost plodista gljiva odredena FRAP metodom. PD—Pleurotus
dryinus, XR—Xerula radicata, LD—Lactarius deterrimus, IG-Infundibulicybe gibba, LF-Lepista
flaccida, COC-Coprinus comatus, LN-Lepista nuda, LL-Leucoagaricus leucothites,
CP—Clitopilus prunulus, AC—Agrocybe cylindracea, MP—Macrolepiota procera, PM—Psathyrella
multipedata, CRC—Craterellus cornucopioides, LP—Laetiporus sulphureus, PP—Psathyrella
piluliformis, AS—Agaricus sylvicola, s.t.—suha tezina. Stupci prikazuju srednje vrijednosti
bioloskog triplikata i na njima ozna¢enu odgovarajucu standardnu devijaciju. Stupci oznaceni
razlic¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).

U svrhu odredivanja korelacija izmedu antioksidacijske aktivnosti mjerene razli¢itim
metodama te sadrzaja specijaliziranih metabolita u ekstraktima izra¢unat je Pearsonov koeficijent
korelacije i pripadajuce p vrijednosti (Tablica 2).

Tablica 2. Matriks Pearsonovog koeficijenta za antioksidacijske metode te izmjerene
specijalizirane metabolite u ekstraktima plodista gljiva. Crveno oznacene vrijednosti pokazuju
znacajnu korelaciju na razini znacajnosti p < 0,05.

Ukupni Fenolne

DPPH FRAP polifenoli kiseline

Triterpenoidi  Alkaloidi

DPPH
FRAP 0,973193
Ukupni polifenoli | 0941482  0,932731
Fenolne kiseline | 0568379  0,599483  0,600906
Triterpenoidi | 0,005372 -0,012338 0,091897  0,356072
Alkaloidi 0,077190 0,041507  0,099734  0,161939 0,526787
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Prema razini znacajnosti ukupni polifenoli i fenolne kiseline pokazali su znacajnu
korelaciju s vrijednostima antioksidacijskih aktivnosti u plodistima gljiva. Antioksidacijska
aktivnost mjerena DPPH metodom pokazuje vrlo jaku korelaciju s FRAP metodom. Vrlo visoki
Pearsonov koeficijent izracunat je za ukupne polifenole i antioksidacijsku aktivnost mjerenu
DPPH metodom (0,941482) te FRAP metodom (0,932731). Nesto nizi, ali znacajni koeficijent
utvrden je izmedu fenolnih kiselina te antioksidacijske aktivnosti izmjerene DPPH (0,568379) i
FRAP (0,599483) metodom. Takoder, utvrdena je statisticki znacajna korelacija izmedu
polifenola i fenolnih kiselina (0,600906). S druge strane, nije uocena korelacija vrijednosti
alkaloida 1 triterpenoida s antioksidacijskom aktivnos¢u (neovisno o upotrijebljenoj metodi).

4. Rasprava
4.1. Proteini

Ovim istrazivanjem nije uocena velika varijacija u sadrZaju proteina u razli¢itim vrstama.
Vrste Agaricus sylvicola, Coprinus comatus i Psathyrella multipedata pokazale su nesto vise
vrijednosti, dok je najniza izmjerena kod vrste Pleurotus dryinus. Rezultati dobiveni ovim radom
podrzavaju €injenicu da su gljive dobar izvor nutritivno vrijednih proteina $to je ¢injenica poznata
u znanstvenoj literaturi (Kala¢ 2009, Ouzouni i sur. 2009, Beluhan i Ranogajec 2011, Heleno i
sur. 2015). Velik broj istraZivanja bio je usredotoen na nutritivan sastav plodista gljiva te se
njihovi rezultati u vecini slucajeva odnose na sirove proteine u plodiStima odredene prema udjelu
dusika Kjeldahlovom metodom (Barros i sur. 2007, Barros i sur. 2008, Colak i sur. 2009, Kala¢
2009, Beluhan i Ranogajec 2011, Akata i sur. 2012). Zbog razlike u analitickim metodama za
odredivanje proteina koje su koristene u istrazivanjima u dostupnoj literaturi teSko je izravno
usporediti rezultate. Vrijednosti za sadrzaj ukupnih proteina u prethodnim istraZivanjima vise su
od rezultata dobivenih u ovom radu jer se odredivanje sirovih proteina temelji na pretpostavci da
dusik u hrani dolazi iskljucivo u obliku proteina, zanemaruju¢i druge anorganske i organske
spojeve koji sadrze dusik te ostale faktore o kojima ovisi sadrzaj proteina (Moore i sur. 2010).
Plodista vrsta iz roda Agaricus ¢e$ce su istraZivana u literaturi i primijecene su velike varijacije u
koli¢inama ukupnih topivih proteina koje su iznosile 9+1 mg/g s.t. i 73+4 mg/g s.t. (Kozarski i
sur. 2011) sto odgovara rezultatima ovog rada. Nadalje, prema literaturnim podacima dostupni su
i podaci o koli¢ini ukupnih topivih proteina u plodistu vrste Laetiporus sulphureus te iznose 51+9
mg/g s.t. (Klaus i sur. 2012) §to je viSe nego Sto su pokazali rezultati 0vog istraZivanja.

4.2. Specijalizirani metaboliti

4.2.1. Polifenolni spojevi

Polifenoli ukljucuju razli¢ite spojeve — flavonoide, fenolne kiseline, stilbene, lignane,
tanine 1 oksidirane polifenole, sa znac¢ajnim strukturnim razlikama. Njihova ukupna koli¢ina cesto
se odreduje Folin-Ciocalteu metodom, no svakako je bolje koristiti nekoliko metoda paralelno i u
Cestoj je upotrebi tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC-a) s odgovaraju¢im
detektorima za to¢nije odredivanje sadrzaja polifenola (Ferreira i sur. 2009).

Svi fenoli nastaju posredno iz fenilalanina ili blizeg prekursora Sikiminske kiseline. U
prirodi se rijetko javljaju kao slobodni spojevi te su ¢eSée u vezanom obliku s jednim ili vise
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Secera. Takoder, mogu biti vezani i s drugim spojevima poput karboksilnih i organskih kiselina,
amina te lipida. Fenoli se mogu klasificirati u razli¢ite skupine prema broju aromatskih prstenova
i strukturnim elementima koji vezu prstenove. Glavne skupine polifenola su fenolne kiseline,
flavonoidi, stilbeni i lignani (Pandey i Rizvi 2009). Fenoli su pokazali brojna zastitna djelovanja u
bioloSkim sustavima i prema bioaktivnim ulogama mogu se podijeliti na inhibitore slobodnih
radikala, razlagacCe peroksida, inaktivatore metala ili hvatace kisika (Palacios i sur. 2011). Imaju
sposobnost sprjecavanja negativnih ucinaka ROS-a 1 reaktivnih oblika dusika S§to ih ¢ini jakim
antioksidansima (Oztiirk i sur. 2015).

Ovo istrazivanje pokazalo je kako vrsta Agaricus sylvicola ima mnogo veci sadrzaj
ukupnih fenola nego druge vrste, dok kod ostalih vrsta nisu postojale visoke varijacije. Prema
literaturnim izvorima (Sulkowska-Ziaja i sur. 2012, Acharya i sur. 2015) vrijednosti ukupnih
fenola u plodistu vrste Laetiporus sulphureus slazu se s rezultatima ovog rada. Takoder, rezultati
istrazivanja Klaus i sur. (2012) u kojemu su analizirani uzorci plodista iste vrste pripremljeni
ekstrakcijom u vru¢oj vodi u skladu su s rezultatima ovog istrazivanja. S druge strane, Petrovic i
sur. (2014) su, na temelju analize uzoraka plodista iste vrste pripremljenih ekstracijom u vodenoj
otopini metanola (80:20, v/v) uz upotrebu ultrazvucnih valova, zabiljeZili koli¢inu ukupnih fenola
u iznosu 200,4+23,2 mg GAE/g s.t. §to je mnogo vise nego $to je pokazalo ovo istrazivanje
(3,037+0,358 mg GAE/g s.t.).

Nadalje, rezultati sli¢nih istrazivanja o sadrzaju ukupnih fenola u plodistu vrste
Macrolepiota procera u skladu su s rezultatima ovog rada (Witkowska i sur. 2011, Arora i sur.
2013). Cilerdzi¢ i sur. (2015) izmjerili su koli¢inu ukupnih fenola u plodistu gljive Agrocybe
cylindracea sto je visa vrijednost nego u ovom istrazivanju. Moguce objasnjenje za razliku u
rezultatima je drugi pristup pri ekstrakciji uzoraka. Uzorci plodista su ekstrahirani u 96%-tnom
etanolu tijekom 72 h na magnetskoj mijesalici, centrifugirani te su nakon toga supernatanti
filtrirani i upareni do krutog ekstrakta. Konacno su kruti ekstrakti ponovno otopljeni u 96%-tnom
etanolu.

U plodistu vrste Coprinus comatus zabiljezen je sadrzaj ukupnih fenola 151,017 mg
GAE/qg s.t. (Stilinovi¢ i sur. 2014) sto je mnogostruko vise u usporedbi s rezultatima ovog rada.
Razlika u rezultatima moze se povezati s ekstrakcijskim postupkom. Uzorci plodiSta su
ekstrahirani u metanolu pomocu ekstraktora tijekom 5 h, upareni do krutog ekstrakta te Cuvani u
mraku pri 4 °C do daljnjih analiza. Koli¢ina ukupnih fenola zabiljezena u plodistu gljive Agaricus
bisporus (Smolskaite i sur. 2015) mnogo je manja nego u ovom istraZivanju. Sli¢na istrazivanja
(Witkowska i sur. 2011, Nowacka i sur. 2015, Kouassi i sur. 2016) izmjerila su vrijednosti
sadrzaja ukupnih fenola u plodistima gljivljih vrsta iz roda Lactarius koje se uglavnom slazu s
rezultatima ovog istrazivanja.

Prema literaturnim podacima (Smolskaite i sur. 2015), sadrzaj ukupnih fenola u plodistu
gljivlje vrste Pleurotus ostreatus bio je 5,32+0,98 mg GAE/g s.t. §to je vise u usporedbi s
rezultatima u okviru ovog rada. U drugim istrazivanjima, na temelju ekstrakcije uzoraka plodista
iste vrste u etanolu, vrijednosti koli¢ine ukupnih fenola bitno su vece (Jayakumar i sur. 20009,
Cilerdzi¢ i sur. 2015) ili manje (Arora i sur. 2013) od onih dobivenih ovim istrazivanjem. UoGene
razlike u rezultatima mogu se objasniti razli¢itim ekstrakcijskim postupkom. Primjerice,
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Jayakumar i sur. (2009) uzorke osusenih plodista gljiva uzgojenih u laboratoriju ekstrahirali su u
95%-tnom etanolu koriste¢i Soxhlet aparat, uparili ih pod snizenim tlakom i pri 50 °C, osusili ih u
vakuumu te tako dobivene krute ekstrakte koristili u analizama. S druge strane, Arora i sur.
(2013) su ekstrahirali uzorke vodenom otopinom etanola, dobivenom mijeSanjem vode i 70%-
tnog etanola u omjeru 9:1, koriste¢i Soxhlet aparat tijekom 2-3 dana. Dobiveni ekstrakti su
liofilizirani i ¢uvani na -20 °C do analiza.

Folin-Ciocalteu metoda je izrazito osjetljiva na monohidri¢ne fenole, flavonoide i tanine,
no kako reagens uz fenolne spojeve reagira i s drugim lako oksidiraju¢im spojevima poput Secera,
askorbinske kiseline i aminokiselina dobivene vrijednosti sadrzaja ukupnih fenola ¢esto mogu biti
vise (Barros i sur. 2009; Palacios i sur. 2011). Stovise, fenoli koji imaju vise vezanih hidroksilnih
grupa ocekivano ¢e udvostruciti molarni doseg obojenja. Medutim, steri¢ki ucinci ili zamjene
unutar aromatskog prstena mogu promijeniti o¢ekivani odgovor posto hidroksilne grupe nisu
dostupne reagensu (Palacios i sur. 2011). Razlike u rezultatima dodatno se mogu povezati s
podrijetlom gljiva i edafoklimatskim uvjetima te stresnim uvjetima poput UV zracenja, infekcija

patogena i parazita, ozljeda, onecis¢enja zraka i izloZzenosti ekstremnim temperaturama (Toledo
2016).

Fenolne kiseline se dijele na dvije osnovne grupe: hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline, nastale iz benzojeve odnosno cimetne kiseline, spojeva koji nisu fenolne strukture
(Ferreiraisur. 2009). Derivati hidroksibenzojeve kiseline obi¢no se pojavljuju u vezanom obliku
kao tipi¢ne sastavnice slozenih struktura poput lignina i hidrolizabilnih tanina. Takoder, u hrani
biljnog podrijetla mogu biti prisutni kao derivati Secera ili organskih kiselina. S druge strane,
derivati hidroksicimetne kiseline najcesce se javljaju u vezanom obliku, spojeni na strukturne
sastavnice stanicne stijenke kao Sto su celuloza, lignin 1 proteini, ili povezani s organskim
kiselinama esterskim vezama (Liu i sur. 2004). Dosad je dokazana prisutnost brojnih fenolnih
kiselina u plodistima gljiva medu kojima su p-hidroksibenzojeva, protokatehinska, galna,
vanilinska, siringinska, cimetna i kavena kiselina (Ferreira i sur. 2009).

Fenolne kiseline pripadaju grupi polifenolnih spojeva za koje su istraZivanja pokazala da
znacajno utjecu na biolosku aktivnost gljiva (Ferreira i sur. 2009, Palacios i sur. 2011). U okviru
ovog rada utvrdeno je kako su postojale varijacije u sadrzaju fenolnih kiselina medu vrstama te su
vrste Psathyrella piluliformis, Craterellus cornucopioides i Agaricus sylvicola imale vece
vrijednosti, dok je najmanji sadrzaj zabiljezen kod vrste Pleurotus dryinus. Zbog nedostupnosti
podataka otezana je izravna usporedba dobivenih rezultata s rezultatima drugih autora. U velikom
broju istraZivanja antioksidacijskih svojstava plodista gljiva upotrebom tekucinske kromatografije
s odgovaraju¢im detektorom kvantitativno su odredivane pojedine fenolne kiseline koje se
javljaju u gljivama, no limitirana su istrazivanja kojima je utvrden sadrzaj ukupnih fenolnih
kiselina u plodiStima gljiva.

4.2.2. Triterpenoidi

Triterpenoidi su clanovi skupine izoprenoida derivirani iz C30 prekursora, skvalena. Sam
skvalen nastaje iz dviju molekula farnezil difosfata, prekursora seskviterpena (Kushiro i Ebizuka
2010). Prvi razlikovni korak u biosintezi triterpenoida je ciklizacija 2,3-oksidoskvalena
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katalizirana oksidosvalen ciklazom (OSC). Op¢enito, zivotinje i gljive imaju samo jednu OSC,
lanosterol sintazu, za biosintezu sterola za razliku od biljaka koje ih imaju nekoliko (Ohyama i
sur. 2009). Veéinu terpenoida izoliranih iz gljiva ¢ine triterpenoidi lanostanskog tipa (Oztiirk i
sur. 2015). Prijasnjim istrazivanjima je dokazano kako prirodni triterpenoidi inhibiraju rast
tumorskih stanica, poticu apoptozu te inhibiraju angiogenezu i metastazu (Salvador i sur. 2014).
Nadalje, pokazalo se da ganodermadiol, lucidadiol i aplanoksidi¢na kiselina G imaju izrazeno
antiviralno (Mothana i sur. 2003), ganoderi¢na, lucideni¢na, ganodermi¢na, ganoderenicna,
ganolucidi¢na i aplanoksidi¢ne Kiseline, kao i lucidoni, ganoderali i ganoderoli antikancerogeno
(Li i sur. 2005), a astraodori¢ne kiseline (A-D) antibakterijsko djelovanje (Arpha i sur. 2012).

Ovim istrazivanjem nije dobivena visoka varijacija u sadrzaju triterpenoida u razli¢itim
vrstama te su vrste Psathyrella multipedata, Psathyrella piluliformis i Leucoagaricus leucothites
pokazale vise vrijednosti, dok je najmanja koli¢ina izmjerena kod vrste Laetiporus sulphureus.

Sadrzaj ukupnih triterpenoida u plodistima gljivljih vrsta analiziranih u ovom radu do sada
nije istrazivan. Prema rezultatima ovog rada, triterpenoidi su bili prisutni u svim ispitivanim
vrstama dok su npr. Arora i sur. (2013) na temelju analize vodenih i etanolnih ekstrakata plodista
vrsta Macrolepiota procera i Pleurotus ostreatus zakljucili kako terpenoidi nisu bili prisutni u tim
vrstama gljiva.

Rezultat o sadrzaju triterpenoida u uzorku plodista vrste Lepista nuda (1/7291) nije
naveden jer je doslo do pojave velikih odstupanja vrijednosti, pri ¢emu je moguci razlog
interferencija vode, zaostale u uzorku prilikom njegove pripreme, tijekom reakcije i mjerenja
apsorbancije.

4.2.3. Alkaloidi

Osim polifenolnih spojeva i triterpenoida, specijalizirani metaboliti s potencijalnom
bioloskom aktivnoscu su i alkaloidi. U praksi pojam alkaloidi oznacava bazi¢ne spojeve koji
sadrze vise dusikovih atoma (obi¢no u heterocikli¢cnom prstenu). Prisutni su u biljkama (npr.
atropin, morfin i kofein) i odreduju se standardnim kvalitativnim testovima (Evans i Evans 2009).
Za gljive je kao i za biljke uobicajeno da proizvode velik broj razli¢itih alkaloida. Vjeruje se da
alkaloidi imaju vrlo vaZznu ekoloSku ulogu jer osiguravaju obranu i interakciju s okoliSem
organizmu proizvodacu (O’Connor 2010). Gljive u svojim tkivima sintetiziraju strukturno
razlicite tipove alkaloida: indolne alkaloide, piridinske alkaloide, hidrazinske alkaloide, alkaloide
nukleozidnog tipa, muskarinske egzociklicke amine, alkaloide betalainskog tipa i peptidne
alkaloide (Antkowiak i Antkowiak 1991). Alkaloidi reguliraju Na* ione i kanale te mikrobnu
aktivnost, imaju stimulativno djelovanje te poti¢u imunogensku stani¢nu smrt. Takoder, poznato
je da inhibiraju angiogenezu te su zato korisni u sprje¢avanju rasta tumorskih stanica (Aniszewski
2015). S farmaceutskog i industrijskog stajalista, alkaloidi su vjerojatno najvazniji metaboliti
gljiva (Wieczorek i sur. 2015).

Prema dobivenim rezultatima, vrste Psathyrella piluliformis, Psathyrella multipedata i
Lycoperdon perlatum pokazale su najvise vrijednosti, dok je najmanji sadrzaj zabiljezen u
plodistu vrste Lepista nuda.
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Istrazivanja o sadrzaju ukupnih alkaloida u plodiStima samoniklih gljiva prilicno su
limitirana pa nije bila moguéa izravna usporedba rezultata u okviru ovog rada s literaturnim
podacima. Ipak, Arorai sur. (2013) su, na temelju analize vodenih i etanolnih ekstrakata, utvrdili
da su alkaloidi prisutni u plodistima vrsta Macrolepiota procera i Pleurotus ostreatus. Takoder,
utvrdeno je da i plodiste vrste Agaricus bisporus sadrzi alkaloide (Dhamodharan i Mirunalini
2013). Nadalje, u plodistima vrsta iz roda Macrolepiota odreden je sadrzaj alkaloida koji se
kretao u rasponu 0,048-0,103 mg/g s.t. (Kumari i Atri 2014) $to je niZe od vrijednosti dobivenih
u okviru ovog rada. Plodista vrste Podaxis pistillaris iz porodice Agaricaceae sakupljena na
podrucju Indije (Mridu i Atri 2017) imala su sadrzaj ukupnih alkaloida u iznosu 0,85+0,12 g/100g
s.t. §to je u prosjeku dvadesetak puta manje od vrijednosti (134,936+8,040 do 205,665+16,218
mg BE/g s.t.) izmjerenih u okviru ovog rada za vrste Agaricus sylvicola, Coprinus comatus,
Leucoagaricus leucothites, Lycoperdon perlatum i Macrolepiota procera koje pripadaju istoj
porodici. Ovako velike razlike mogu se pripisati prilicno velikoj genetskoj razlici izmedu
promatranih vrsta, ali i bitno razli¢itom geografskom i klimatskom podruc¢ju (Indija) iz kojeg
potjecu uzorci gljiva. Takoder, razlike u izmjerenim vrijednostima mogu biti i zbog razli¢itog
pristupa u pripremi, ekstrakciji uzoraka plodista te analitickoj metodi za odredivanje ukupnih
alkaloida.

Prema rezultatima drugog istrazivanja (Unekwu i sur. 2014), sadrzaj ukupnih alkaloida u
plodistima vrsta Lactarius deliciosus, Pleurotus ostreatus i P. pulmonarius iznosio je 52,99+0,07,
81,51+0,73 i 46,90+0,73 pg/g sto su bitno manje vrijednosti od onih za vrste L. deterrimus i P.
dryinus dobivenih u okviru ovog rada. Ovdje se radi o razli¢itim vrstama iz istih rodova pa se i
rezultati stoga razlikuju, ali koriSten je i drugaciji pristup pri ekstrakciji. Plodista su prvo osusena
na zraku i usitnjena te ekstrahirana u metanolu refluksom tijekom dva sata. Potom su ekstrakti
filtrirani 1 upareni u rotacijskom uparivacu. Konacno, polusuhi ekstrakti uskladiSteni su u
hladnjaku do daljnjih analiza.

Metoda koristena u ovom radu dosad nije bila primjenjivana za odredivanje ukupnih
alkaloida u gljivama.

4.3. Antioksidacijska aktivnost

DPPH radikal (C18H12NsOs, M=394,33) je stabilni slobodni radikal pri sobnoj temperaturi
koji prima vodikove radikale i postaje stabilna diamagneti¢éna molekula (Kedare i Singh 2011,
Arora i sur. 2013). DPPH je hidrofoban radikal pa se njegove reakcije nuzno moraju odvijati u
organskim otapalima (Schaich i sur. 2015). Prisutnost slobodnog elektrona koji se delokalizira po
molekuli DPPH sprjecava dimerizaciju radikala te mu daje tamnoljubicastu boju (Kedare i Singh
2011). Reakcijom s drugim radikalima, elektronima ili vodikovim atomima dolazi do obezbojenja
reakcijske otopine uz apsorpcijski maksimum pri 515 nm (Schaich i sur. 2015).

Ovo istrazivanje pokazalo je kako vrsta Agaricus sylvicola ima mnogo vecéu
antioksidacijsku aktivnost nego druge analizirane vrste, dok se kod ostalih vrsta vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti uglavnom nisu medusobno bitno razlikovale.

Smolskaite i sur. (2015) zabiljezili su antioksidacijsku aktivnost 0,13+0,03 umol TE/gs.t.
u plodistu vrste Agaricus bisporus sto je mnogo niZa vrijednost u usporedbi s rezultatima ovog
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istrazivanja za vrstu Agaricus sylvicola. Osim Cinjenice da se ovdje radi o razli¢itim, ali srodnim
vrstama roda Agaricus, razlog ovim razlikama moze biti to §to su uzorci plodista ekstrahirani u
cikloheksanu, diklorometanu i metanolu i upareni u rotacijskom vakuum uparivacu do krutog
ekstrakta, dok su ostaci ekstrahirani u kipucoj vodi te su dobiveni vodeni ekstrakti liofilizirani.
Nadalje, Smolskaite i sur. (2015) navode kako je plodiste vrste Pleurotus ostreatus imalo
antioksidacijsku aktivnost u iznosu 0,74+0,21 pumol TE/g s.t., §to je otprilike dvostruko manje od
aktivnosti (1,587+0,03 umol TE/g s.t.) izmjerene za vrstu P. dryinus u okviru ovog rada.

Kako bismo dobili §to to¢nije rezultate o antioksidacijskoj aktivnosti, uz DPPH metodu
koristili smo i FRAP metodu. U literaturi naj¢esc¢a je praksa da se koristi nekoliko metoda
istovremeno (Piljac-Zegarac i sur. 2011, Witkowska i sur. 2011, Petrovié i sur. 2014, Sharma i
Gautam 2015, Yahia i sur. 2017). FRAP metoda se temelji na nespecifi¢noj reakciji, pri cemu ¢e
svaka polureakcija s manje pozitivnim redoks potencijalom od Fe**/Fe?*-TPTZ polureakcije u
reakcijskim uvjetima potaknuti redukciju Fe**-TPTZ-a. Tijekom reakcije trode se suvisni Fe**
ioni, a limitirajuéi faktor za Fe?*-TPTZ, a time i pojavu plavog obojenja, je redukcijska
sposobnost bioloSkog uzorka (Benzie i Strain 1999).

Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom ovog istrazivanja pokazali
su sli¢an trend kao i kod DPPH metode i ¢injenicu da vrsta Agaricus sylvicola ima mnogo vecu
antioksidacijsku aktivnost od drugih ispitivanih vrsta, dok kod ostalih vrsta nije postojala jako
visoka varijacija u vrijednostima antioksidacijske aktivnosti.

U prethodnim istrazivanjima na plodistima gljivljih vrsta Agaricus sylvicola i Lepista
nuda zabiljezena je antioksidacijska aktivnost U odgovaraju¢em iznosu 1,41+0,00 i 1,36+0,0
pmol Fe?*/g s.t. (Sharma i Gautam 2015) $to su manje vrijednosti u usporedbi s rezultatima ovog
rada. S druge strane, plodista vrsta Lactarius deliciosus (iz iste sekcije kao i analizirana L.
deterrimus) i Macrolepiota procera pokazala su antioksidacijsku aktivnost 21,9+1,9 i 41,4+3,6
umol Fe?*/g s.t. (Witkowska i sur. 2011) $to su vise vrijednosti u usporedbi s rezultatima ovog
istrazivanja. Razlog tome moze biti §to su plodista ekstrahirana u metanolu, a potom su ostaci
dodatno ekstrahirani mjeSavinom vode i acetona (CH3COCHj3), te su naposljetku metanolni i
acetonski ekstrakti pomijeSani i takvi ekstrakti koriSteni su u analizi. Drugi razlog je da su
navedene vrste rasle u drugacijim klimatskim uvjetima, a okolisni ¢imbenici snazno utje¢u na
sintezu specijaliziranih metabolita i posljedi¢no na antioksidacijsku aktivnost.

Rezultati provedenog istrazivanja slijede trend da je kod vrste Agaricus sylvicola, koja je
pokazala visok sadrzaj ukupnih polifenola, izmjerena i najvisa antioksidacijska aktivnost te
mozemo zakljuciti da polifenoli snazno doprinose antioksidacijskoj aktivnosti plodista gljiva. Ta
je Cinjenica poznata u literaturi za plodiSta razlicitih vrsta gljiva (Mau i sur. 2002, Lee i Jang
2004, Elmastas i sur. 2007, Barros i sur. 2009, Piljac-Zegarac i sur. 2011). Jedino istraZivanje
antioksidacijske aktivnosti plodista gljiva na uzorcima iz Hrvatske proveli su Piljac-Zegarac i sur.
(2011). Oni su zakljucili kako su vodeni ekstrakti plodista samoniklih vrsta Auricularia auricula-
judae, Sarcoscypha austriaca i Strobilurus esculentus te uzgojenih vrsta Agaricus bisporus
(smedi i bijeli oblik), Pleurotus ostreatus i Lentinus edodes imali u prosjeku 5,8 puta veci sadrzaj
ukupnih polifenola nego metanolni ekstrakti. Takoder, vodeni ekstrakti posljedi¢no su imali i
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vecu antioksidacijsku aktivnost. Taj je zaklju¢ak donesen na temelju visih vrijednosti dobivenih
FRAP metodom i nizih vrijednosti ECso dobivenih DPPH metodom.

U ovom diplomskom radu nije dodatno provedena analiza pojedinih fenolnih spojeva i
drugih spojeva u gljivama, pa nije bilo moguce precizno odrediti pojedine polifenolne spojeve
koji doprinose antioksidacijskoj aktivnosti. lako se u starijoj literaturi spominju i flavonoidi kao
specijalizirani metaboliti u gljivama koji pridonose antioksidacijskoj aktivnosti, novija literatura
je skepti¢na prema toj ¢injenici jer je u radu objavljenom od Gil-Ramirez i sur. (2016) dovedeno
u pitanje mogucnost sinteze flavonoida u gljivama zbog nepostojanja potrebnih gena.

Iako se plodista raznih vrsta gljiva koriste u kulinarstvu i tradicionalnoj medicini, sastav
njihovih bioaktivnih komponenata jo$ uvijek nije dovoljno istrazen te se zbog vaznosti navedene
problematike o¢ekuje da ¢e u narednim godinama biti ostvaren znac¢ajan napredak u tom podrucju
istrazivanja.

4.4. Korelacije

Korelacija govori o sukladnosti dviju varijabli. Korelacija se broj¢ano iskazuje
koeficijentom korelacije Cije se vrijednosti kre¢u u rasponu od —1 do +1. Predznak koeficijenta
korelacije (+ ili —) ukazuje na smjer povezanosti. Koeficijent korelacije pokazuje u kojoj su mjeri
promjene vrijednosti jedne varijable povezane s promjenama vrijednosti druge varijable. U ovom
radu koriSten je Pearsonov koeficijent korelacije (Udovic€i¢ i sur. 2007). Prema Evansu (1996)
ako je koeficijent korelacije r izmedu 0,00-0,19 radi se o jako slaboj korelaciji, od 0,20-0,39
slaboj korelaciji, od 0,40-0,59 umjerenoj korelaciji, od 0,60-0,79 jakoj korelaciji i od 0,80-1,00 0
vrlo jakoj korelaciji.

Sluzeci se Evansovim (1996) tumacenjem korelacija, antioksidacijska aktivnost (neovisno
0 metodi) pokazuje vrlo jaku korelaciju sa sadrzajem polifenola te jaku korelaciju sa sadrzajem
fenolnih kiselina. Nadalje, vrijednost Pearsonovog koeficijenta korelacije ukupnih polifenola i
fenolnih kiselina (0,600906) ukazuje na to da fenolne kiseline ¢ine znac¢ajan udio u sastavu
ukupnih polifenola. S druge strane, jako slaba korelacija vrijednosti alkaloida i triterpenoida s
antioksidacijskom aktivno$c¢u ukazuje da ti metaboliti ne doprinose bioaktivnom potencijalu
istrazivanih gljiva.

Nowacka i sur. 2014 uocili su umjerenu negativnu korelaciju (-0,536) izmedu ukupnih
polifenola i antioksidacijske aktivnosti prema DPPH metodi u plodistima 19 vrsta samoniklih
jestivih gljiva, ukljucujuci vrste Infundibulicybe gibba, Craterellus cornucopioides, Laetiporus
sulphureus, Lycoperdon perlatum i Macrolepiota procera. Takvi rezultati upuc¢uju na zaklju¢ak
da su drugi spojevi odgovorni za bioaktivni potencijal istrazivanih plodista gljiva.

S druge strane, Puttaraju i sur. (2006) zabiljezili su vrlo jaku (0,922) korelaciju vrijednosti
ukupnih polifenola i antioksidacijske snage odredene DPPH metodom, testom inhibicije
peroksidacije lipida i testom redukcijske snage u plodistima 23 vrsta gljiva, ukljucujucéi vrstu
Macrolepiota procera, dvije vrste roda Lactarius te dvije vrste roda Pleurotus. Navedeni rezultati
ukazuju nato da su polifenoli spojevi koji ponajvise doprinose bioaktivnom potencijalu plodista
gljiva Sto je u skladu s rezultatima ovoga istraZivanja.
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5. Zakljucak

U ovom radu provedeno je istrazivanje bioaktivnog potencijala u ekstraktima svjezih
plodista 17 vrsta samoniklih jestivih gljiva sakupljenih na podru¢ju Hrvatske. Analizirane su
koli¢ine ukupnih membranskih proteina, fenolnih kiselina, ukupnih polifenola, triterpenoida i
alkaloida te antioksidacijski kapacitet (metodama DPPH i FRAP). Posebno se istice vrsta
Agaricus sylvicola c¢ija plodista sadrze veée koli¢ine fenolnih spojeva i imaju najmanje
peterostruko vecu antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s ostalim istrazivanim vrstama. Stoga je
prilikom budu¢ih istrazivanja potrebno posebnu paznju posvetiti ovoj vrsti, kao 1 vrstama iz istog
roda gljiva (Agaricus) koje su geneti¢ki sli¢ne $to bi moglo ukazivati na to da se i u tim vrstama
nalaze potencijalno vrijedne bioaktivne tvari. Nadalje, prema velikoj koli¢ini ukupnih topivih
proteina isticu se plodista Agaricus sylvicola i Coprinus comatus. Takoder, uo¢eno je kako
plodista vrsta Psathyrella multipedata i Psathyrella piluliformis imaju visok sadrzaj triterpenoida
i alkaloida za koje je utvrdeno da ne sudjeluju u bioaktivnom potencijalu plodista gljiva.
Ustanovljeno je da polifenolni spojevi, ukljucujuc¢i fenolne kiseline, najviSe doprinose
bioaktivnom potencijalu plodista gljiva. Na temelju rezultata analize moguce je zakljuciti kako
ispitivane gljivlje vrste u svojim plodistima sadrze razli¢ite specijalizirane metabolite te stoga
posjeduju znacajnu razinu bioaktivnog potencijala koju bi u buduénosti trebalo dodatno istraziti.
Bioaktivne tvari u plodiStima gljiva s makroskopskim plodistima prilicno su slabo istrazene, kako
u svjetskim, tako i u hrvatskim razmjerima $to je i razumljivo s obzirom na veliku bioraznolikost
vrsta. Stoga je potrebno povecati napore u istrazivanju bioaktivnih tvari u gljivama jer u takvom
tipu istrazivanja postoji veliki potencijal koji bi mogao rezultirati vrijednim spoznajama s
primjenom u razli¢itim poljima ljudskog djelovanja (medicina, nutricionizam, biotehnologija).
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Zivotopis

Vedran Bahun roden je 18. veljace 1993. godine u Zagrebu. Pohada Osnovnu $kolu Otona
Ivekovic¢a 1 zavrsava je 2008. godine. SrednjoSkolsko obrazovanje stjece u V. gimnaziji u
Zagrebu. Godine 2012. upisuje preddiplomski studij Znanosti o okoli$u na Prirodoslovno-
matematic¢kom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. U listopadu 2014. sudjelovao je na radionici
,DIG - 2. radionica o DlInaridskoj Glacijaciji: donje/gornjo pleistocenske oledbe SI
Mediterana - popunjavanje nepoznanica u rekonstrukciji njegove geoloske povijesti i
klimatskih promjena. Fokus na prijelaze glacijal-interglacijal (sedimenti i procesi)* u
Starigradu-Paklenici. Godine 2015. postaje prvostupnik Znanosti o okoliSu na temelju
seminarskog rada pod naslovom ,,Djelovanje one€iS¢enja na mikorizne gljive”. Tijekom
ljetnog razdoblja 2016. godine odradio je stru¢nu praksu u sklopu Erasmus+ programa stru¢ne
prakse na Sveucilistu Jagiellonian u Krakowu pod naslovom ,,Istrazivanje interakcija biljaka i
mikroorganizama®“.



