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Abstrakt
Cilem diplomové prace byla analyza obsahu B-glukant ve vybranych druzich hub, kde byla
rovnéz stanovena celkova charakterizace slozeni a obsazenych bioaktivnich latek.

V teoretické Casti byla vypracovana stru¢na reserSe o fi$i Fungi, konkrétnéji byla prace
zamé&fena na oddéleni hub Basidiomycota. V reSersi byla popsana morfologie hub a jejich
chemické slozeni. Posledni ¢ast teorie byla vé€novana analytickym metodadm, které byly
pouzity v experimentalni kapitole.

V experimentalni ¢asti byly pfipraveny extrakty z vybranych druhi hub (houZzevnatec
jedly, hliva ustfi¢na, zampion bily, zampion hnédy a boltcovitka bezova), které byly pouzity
na charakterizaci vybranych metabolitd, jako jsou polyfenoly, flavonoidy a antioxida¢ni
aktivita.

Déle bylo stanoveno mnozstvi B-glukant v houbach. S vyuzitim plynové chromatografie
bylo stanoveno mnozstvi mastnych kyselin a pomoci emisni spektrometrie byly vzorky
podrobeny analyze tézkych kovti. Dale byla u extrakta z hub testovana cytotoxicita pomoci
MTT testu na lidskych bunkach. Zavérem byla sledovana antimikrobialni aktivita extraktt,
proti grampozitivni bakterii Micrococcus luteus, gramnegativni bakterii Serratia marcescens
a kvasince Candida glabrata.

Prace poskytla ptehled o slozeni a biologické aktivité vybranych druhti hub.

Abstract

The main goal of this thesis was to analyse the amount of beta glucans in selected mushroom
species. The overall characterization of the composition and content of bioactive compounds
in mushrooms was studied too.

The theoretical part was focused on description of Fungi, especially the Basidiomycota
phyla. The overview of fungal morphology and chemical composition was elaborated.
Further, theoretical basis of analytical methods used was introduced.

In the experimental part, extracts from selected species of mushrooms (shiitake, oyster
mushroom, white champignon, brown champignon and jew’s ear) were prepared. Overall
group parameters such as polyphenols, flavonoids, antioxidant activity were determined by
spectrophotometry. The amount of beta-glucans in the fungi was measured after enzyme
hydrolysis using commercial kit. The content and composition of fatty acids was measured by
gas spectrometry. Using emission spectrometry (ICP/OES) the presence of heavy metals was
analysed in fungal extracts. Cytotoxicity was tested by MTT test on human cell lines. In the
last part the antimicrobial activity against Gram-positive bacterium Micrococcus luteus,
Gram-negative Serratia marcescens and yeast Candida glabrata was tested.

In the thesis, a complex characterization of composition and biological effect of some
mushrooms was given.
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Houby, beta-glukany, antimikrobialni aktivita, cytotoxicita, mastné kyseliny
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Fungi, beta glucans, antimicrobial activity, cytotoxicity, fatty acids
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1 UvOoD

Houby (Fungi) pfedstavuji nedilnou souc¢ast nasi zivé ptirody. Pé€stovani hub je v poslednich
desetiletich jednim z dulezitych odvétvi zemédélské vyroby, a také i houbafeni patii mezi
nejoblibengjsi konicky v Ceské republice. Diky dlouhodobym zkuSenostem houbateni
a novym biologickym poznatkiim dokaZeme rozeznat jedl¢é a jedovaté zastupce hub.

Lidé uz od pradavna konzumovali houby nejen jako potravinu, ale dokazali je vyuzit
k 1é¢ivym ucinkiim. Prvni zminky sahaji do doby starych Egyptant 3 000 pt.n. I, kdy
povazovali tuto potravinu za ,elixir zivota“. V jiném piipadé byly susené houby nalezeny
u mumie ,,ledového muze* Oetziho, staré 5 000 let [2].

Houby se tadily ve starSich systémech mezi niz$i rostliny, v poslednich desetiletich houby
tvofi samostatnou i8i, kterd stoji mezi rostlinami a ZivoCichy. Zastupce této fiSe nalezneme
po celé Zemi a n€které druhy jsou velmi vzacné pro nasi civilizaci. V soucasné dob¢€ je znamo
130 000 druhti a védci se domnivaji, ze toto ¢islo neni konecné.

Tato fiSe je vzacna diky svym uéinkiim na ekosystém. V piirod¢ se podili na rozkladu
organické hmoty na anorganické slouceniny, humifikuje ptidu, kde vytvaii humusové latky.
Pro biotechnologické vyuziti jsou to zejména niz§i houby (kvasinky — vyroba piva, vina),
vyroba antibiotik (napf. penicilin). Vyss§i houby jsou soucésti potravin, dopliki stravy a léciv.
Houby jsou nejstudovangjSim predmétem v Asii. Prvni poznatky o houbach pochazeji
z asijskych zemi. U nas v Evropé se zajem projevil v druhé poloviné 20. stoleti. Produkce hub
se rocné¢ pohybuje okolo 5 miliond tun. Na prvnim misté je produkce Zampioni (40%)
a na druhém hliva tstfiéna (25%). Mezi nejvétsi producenty patii Cina a USA.

Houby jsou nedilnou soucésti fytoterapie (I€€eni pomoci rostlinnych extrakti a tinktur).
V poslednich letech zacina byt vice popularni zdravy zivotni styl. Lidi jedi superpotraviny
(komeréni nazev pro potraviny, které maji vyssi koncentraci obsahovych latek, které
prospivaji lidskému zdravi), naez i houby patii do této kategorie. V nyné&jsi dobé je vice
preferovana prevence a lé¢ba pomoci rostlinnych extraktd nebo dopliiky z hub neZ pouziti
,,chemickych sloucenin®.

Houby jsou bohaté na obsahové bioaktivni latky. Obsahuji jak bilkoviny, sacharidy,
vlakninu, vitaminy, mineralni latky a mastné kyseliny. Specifické sacharidy v houbéach se
nazyvaji glukany, které jsou slozeny z glukozovych jednotek. Existuji n€kolik forem glukanti:
B-(1, 3)-D-, B-(1, 6)-D-, a-(1, 3)-D-glukany. Nejacinngjsi jsou B-(1, 3)-D-glukany. Tyto
houbové glukany jsou modifikatory biologické reakce a dokézi pomoct lidskému zdravi
adaptovat se na rizné neptiznivé podminky prostfedi. Diky témto poznatklim jsou glukany
oblibenym cilem studie imunitniho systému.

Piedlozena prace je zaméfena na studium vybranych aktivnich latek v houbach
a na testovani jejich biologickych u¢ink.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Houby

Houby latinsky Fungi jsou pocetnou riznorodou skupinou, patiici mezi eukaryotické
organismy. Nyni tvofi samostatnou ti8i, ale dfive tyto organismy spadaly pod fi$i nizsich
rostlin. V dnes$ni dob¢ je popsano okolo 120 000 druhd hub, ale predpoklada se, ze jejich
pocet mtize byt az desetindsobné vyssi.

Jako eukaryotické organismy maji houby prava bunééna jadra, jsou heterotrofni,
to znamena, ze se zivi organickymi latkami [1]. Organické slozky se rozkladaji vné stélky
hydrolytickymi enzymy, které jsou vylu¢ovany do okoli a $tépi tak substrat na mensi ¢asti,
které jsou nasledné absorbovany dovnitt do houbové stélky. Pomoci riiznych typi vyzivy se
pak charakterizuje tvar stélky a také zavislost hub na vlhkosti vnéjsiho prostiedi [2].
Morfologicky maji jednoduchou stavbu. Jsou tvoieny z vlaken, tzv. hyf, které jsou propojené
a rozvétvené, kde nasledné vytvori podhoubi (mycelium).

Rozdil mezi tisi hub a §i$i rostlin spociva v tom, Ze neobsahuji chlorofyl a nejsou schopné
vyuzivat energii slune¢niho zéfeni.

2.2 Rozdéleni riSe Fungi

Diky rozvoji molekularnich, biochemickych a genetickych metod je tato tise podrobné&ji
rozdélena do konkrétnich oddé€leni, napt. Mikrosporidie se fadilo prvotné mezi prvoky [3]:

» oddeleni: Mikrosporidie (Microsporidiomycota)
jednobunééni, nemycelialni zastupci. Microsporidie jsou intracelularni paraziti organel
zivocichi a prvoka [3]. Pro c¢loveéka znamenaji hlavné nebezpeéi v odvétvi
hospodatském. Jsou napt. vyznamnym puvodcem vceli Uplavice, zpusobené
hmyzomorkou véeli, ktera zptsobuje Uhyn véel [4].

» oddé¢leni: Chytridiomycety (Chytridiomycota) — patii sem mikroskopické primitivni
houby, které se snadno adaptuji ke vSem Zzivotnim podminkam. Jsou to pievazné
mikroskopické organismy, hlavné parazité a saprotrofové. Tvofi trubicovité mycelium
[5]. Stény podhoubi a vytrust jsou tvofeny chitinem a glukany. Chytridiomycety jsou
paraziti kulturnich i planych rostlin, kteti prezivaji ve vodé, nebo ve vlhké padg.
Zéstupcem je napiiklad lahvi¢kovka zelna (Olpidium brassicae), ktera parazituje
v bunikach rostlin kapusty, zeli a zpusobuje jejich padani. Chytridiomycety dokazi
prezit v pudé az 10 let [4].

> oddeleni: Houby spajivé (Zygomycota) — plisn€, které vytvareji mnohojaderné,
trubicovité podhoubi. Ve stafi se ¢asem jejich podhoubi pfeménuje na nepravidelné
piihradkové mycelium. Plisné se zivi saprofyticky nebo i paraziticky. Jsou nedilnou
slozkou pudni mikroflory, kde plni funkci rozkladu organické hmoty [6]. Jednim
ze zastupcu je naptiklad kropidlovec ¢ernavy (Rhizopus nigricans), ktery parazituje
na chlebu. Dokazou zptisobovat nemoci, jako jsou mykozy a hniloby [4]. Nékteré
druhy se mohou uplatnit i v biotechnologii. Vyuzivaji se k produkci raznych



organickych sloucenin, jako jsou kyselina mlé¢na, fumarova, citronova. Nebo se daji
také vyuzit pfi testovani komplexu vitaminu B [7].

> oddéleni: Houby vieckovytrusé (Ascomycota) — jsou jedno- i mnohobunééné
organismy s ¢lankovanym myceliem. Typickym znakem pro pohlavni rozmnozovani
je vznik viecek (asci), které se tvori v plodnicich. Viecka nasledné vyprodukuji
vytrusy (askospory) [2]. Askospory vétSinou vytvori do dvojiho tvaru (kulovité).
DalS§im typickym mikroskopickym znakem je tvorba jednoduchych port
v prehradkach hyf [8]. Ascomycota tvoii asi 60% vSech znamych hub, jedna se
o nejpocetnéjsi skupinu [8]. Mezi né patii biotechnologicky vyznamna skupina, jako
jsou kvasinky Saccharomycetes. Kvasinky jsou jednobunééné houby, které se
rozmnozuji nepohlavné pucenim, kde se vytvoii ,fetizky* — neprava podhoubi
(pseudomycelia) [9]. Vyznamnym zastupcem je kvasinka pivni (Sacharomyces
cerevisiae), kvasinka se predevS§im pouziva pii vyrob¢ lihu, ke kvaSeni sladiny, nebo
také v 1ékatstvi. Ma schopnost produkovat enzymy a vitaminy skupiny B [10]. Dalsim
vyznamnym zastupcem je kvasinka vinnd, ta je voln¢ pfitomna V piirod¢, zpusobuje
zkvaSovani ovocnych §tav [9]. Dulezitou skupinu, ktera stoji za zminku je
pododdéleni Penzizomycotina. Sem patii rod Penicillium — $tétickovec. Zastupci
tohoto rodu jsou nam v bézném zivoté znamé. Patii sem Penicillium notatum, ktery
produkuje antibiotika, kterd jsou pomoci biotechnologickych metod vyizolovana.
V potravinafstvi vyuzivame Penicillium camembertii, diky niz zraji syry [10]. Mezi
vieckovytrusé také patii palickovice nachova, kterd ma vyznamnou roli v 1ékafstvi,
jeji sklerocium (ndmel) je zdrojem alkaloidi. Alkaloidy funguji jako latky tlumici
bolest napf. v porodnictvi [10].

> oddéleni: Houby stopkovytrusé (Basidiomycota) — podle vyvoje se jedna o nejvyssi
tiidu hub. Doposud zname okolo 30 000 druhii. Mohou byt jednobunééné (kvasinky
pt. Rhodotorula) nebo mnohobunééné. Stopkovytrusé vyssi houby maji
makroskopické plodnice [4]. Jejich mycelium je vétSinou dvoujaderné. Pfi vhodnych
podminkach vytvaii kyjovité bazidie (vyvareji se v bunkach), které charakterizuje
zéakladni spole¢ny znak stopkovytrusych hub. Na nich néasledné se vytvareji vytrusy
(bazidiospory), vytrusy, které jsou navazané na koncich kyjovité zhustélych hyf.
Do této tiidy patii zejména houby s 1é¢ivym ucinkem. Mezi Basidiomycota patii fady
jako lupenotvorné (Agaricales) — patii sem vétSina péstovanych hub, napf. hliva
ustfi¢na, houZevnatec nebo zampion. Dale sem patii fady jako hiibovité (Boletales),
které jsou typickymi se sbiranymi houbami [2]. Bunétna sténa Basidiomycota
obsahuje hlavné¢ polyglukany a chitin [4]. Basidiomycota piijimaji potravu jako
saprofyti, zivi se odumielymi zbytky rostlin nebo piimo z pidy, Casto tvoii symbidozu
s koteny zelenych rostlin [11].

V této diplomové praci se hlavné budu zabyvat houbami z oddéleni Basidiomycota —
vys$S§imi houbami.



2.3 Morfologie vyssich hub

2.3.1 Stélka (talus)

Stélka je tvoiena protdhlymi rizné vétvenymi vldkny, které se nazyvaji hyfy. Stény hyf byvaji
velmi tenké a jednoduse ptijimaji zivné latky celym svym povrchem. Po rozvétveni hyf, které
se postupné zaplétaji, vznika podhoubi (mycelium) [6]. Zakladni stavba houby je hlavné
podhoubi, které muze piezit az desitky let, mohou se rozmnozovat bez vzniku plodnic
(ty vyrostou az za ptiznivych podminek) [12].

2.3.2 Podhoubi (mycelium)

Mycelium tvoii vegetativni télo houby. Jak bylo zminéno — za vhodnych podminek se mize
rozristat do substratu a tvorit nasledné plodnice. Plodnice mohou mit rtizné tvary [1].
Mikroskopickd stavba plodnic se sklddd z tenkych vlaken, které jsou pieruSované
prehradkami. Pfehradky oddé¢luji jednotlivé bunky mezi sebou, které tvoii postupné vldkénka.
Pokud jsou vlakénka nahlucené a propletené, tak se jedna o sekundarni podhoubi, které
nasledné vytvori pevné Gtvary. Primarni podhoubi tvoii pouze jemné sitové mycelium [13].
2.3.2.1 Plodnice

Plodnice je organ, ktery slouzi pro rozmnozovani hub, zde se tvoii vytrusy, diky nimz se
houby rozmnozuji [13]. Jednd se o generativni ¢ast houby, ktera je produktem rozrustani
mycelia v substratu. Plodnice mohou mit rizné tvary, ale spoleénym znakem je jejich
vytrusné rousko (hymenium), kde se ukladaji vytrusy. Vytrusy se mohou nachazet jak
z vnitini, tak 1 z vné&jsi strany [1]. Plodnice se dé€li na klobouk a tfen. Klobouk patii mezi
hlavni ¢ast plodnice. MUze mit spoustu riznych tvari jako kulovity, klenuty, plochy,
nalevkovity. Klobouky mohou mit rtizné barvy diky, kolik sluneéniho tepla pfijmou [13].
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Obrazek 1 Tvary kloboukii [1]

Dalsi nepostradatelnou casti je tfent (noha), ktera nese klobouk. Tteni délime na stfedovy,
vystiedny a bo¢ni. Tfenn mize byt vnitiné duty, plny nebo obsahovat dutiny. Povrch tfené
muze byt Supinkovity, hladky nebo sitkovity [6].



2.3.3 Dalsi morfologické ¢asti vysSich hub

Plachetka — jedna se o ,kapsu“, ve které houba rostla béhem vyvoje. Celkova plachetka
pokryva v mladi celou plodnici. BE€hem vyvoje se plachetka roztrhne a na klobouku
zanechava pouze zbytky [6].

Prsten - pozistatek po obalu, ktery ochrafioval plodnici v zemi.

Obréazek 2 Stavba téla vyssich hub [1]

2.4 Chemické slozeni hub

Houby v potravinafském primyslu patii mezi zeleninu. Casto se houby oznalovaly jako
,,maso chudych®, protoze byly volné dostupné v ptirodé [2]. Houby patii mezi idealni soucast
lidské potravy. Obsahuji cenné zdroje bilkovin, mineralnich latek, a naopak obsahuji mélo
sacharidu a tukd. Energetickd hodnota napf. u 100 g samotné hlivy Ustiicné, predstavuje
pouze 1 400 kJ, tahle hodnota fika, ze houby jsou nizkoenergetickou potravou [2]. Obsah
vody v houbach tvoii okolo 75 — 94 % celkové hmotnosti [3].

2.4.1 Sacharidy

Obsah sacharidiit mize tvorit 6 % hmotnosti suSiny. Jedna se predevSim o rezervni cukry.
Sacharidy se vyskytuji pfevazné ve form¢ oligo- a polysacharidii obsazenych v cytoplazmé.
Mezi dulezité zastupce sacharidi patii trehal6za, neredukujici disacharid, ktery se podili
na stavbé bunécné stény spole¢né s chitinem a je stabilizatorem buné¢né membrany [2]. Déle
mezi nezbytnymi zastupci cukri jsou glukany, galaktany, mannany a rozpustné cukry. Uvnitf
bungk tvori zasobni latku glykogen [2].

Chitin — linearni kopolymer, ktery se skladd N-acetyl-p-D-glukosaminu (70 —90 %) a
B-D-glukosaminu (10 — 30 %), ktery je spojovan [-1,4-glykosidovou vazbou. Jednd se
0 spole¢ny znak vysSich hub, ktery se vyskytuje v bunécné sténé. Chitin je také stavebni
latkou schranek korysi, hmyzu. Najdeme ho rovnéz v kvasinkach, fasach a bakteriich [9].
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Diky vysokému mnozstvi chitinu u nékterych vyssich hub mohou zptisobovat jejich t&ézsi
stravitelnost pro lidsky organismus. Ale také na druhou stranu, dokazou podporovat stievni
peristaltiku a pfispivat k lepsimu traveni. Obsah chitinu v susing je kolem 7 % [14].
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Obrazek 3 Chemicka struktura chitinu [14]

Trehaléza — u nékterych hub se vyskytuje jako zasobni disacharid. Tento se vyskytuje pouze
V pocate¢nim vyvoji houby, kde postupem ¢asu nasledné mizi [10]. Trehalozu $tépi enzym
zvany trehalaza. Enzym je pfitomny v lidskych stfevech, kde usnadiuje trdveni hub v téle.
Nektefi jedinci maji problém s tvorbou trehalazy, tudiz nemohou travit houbové pokrmy
a nasledné na né vznika alergicka reakce [15].
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Obréazek 4 Chemicka struktura trehal6za [15]



2.4.2 Bilkoviny

Zékladnim stavebnim kamenem Zivého organismu jsou bilkoviny. Ty se skladaji
z aminokyselin. Je zndmo, Ze celkovy pocet zakladnich aminokyselin tvofici bilkoviny
lidského organismu je dvacet. Jedenact z nich umi naSe t€lo vytvofit samo, zbylé
aminokyseliny potfebujeme ziskat v potravé (tzv. esencialni aminokyseliny). V houbéach
nalezneme az deset potfebnych aminokyselin jako lysin, leucin, prolin, asparagin, glutamin a
dalsi. Volné aminokyseliny dokazou ovlivnit chut houby [2]. Obsah bilkovin v suSiné je
v rozmezi 8 — 36 %, zalezi na staii a druhu houby [16].

2.4.3 Tuky

Mnozstvi tukd v houbach je zanedbatelné. Lisi se od druhu a na podminkach, kde se houba
vyskytuje. Patii sem zastoupeni glykolipida, fosfolipidd, steroida. Hlavnim mistem vyskytu je
v bunééna membrana, kde plIni ochrannou a zasobni funkci [2].

Obsah lipida v susiné je v rozmezi 1-3 %. Diky nizkému obsahu tukid patii houby mezi
nizkoenergetické potraviny, které jsou vhodné hubnuti [1].

Fosfolipidy maji vliv na funkci jaternich bungk. Zajist'uji spravnou ¢innost jater a zvysuji
detoxikaéni ¢innost. Dokazi opravit poSkozené bunky buné¢né membrany [2].

2.4.4 Mineralni latky

Vyskyt mineralnich latek v houbéch je bohaty. Obsah minerélnich latek zavisi na podminkéach
a charakteru pudy. Nejvice zastoupen je draslik, dusik, fosfor, sira, hoi¢ik a také selen,
kterého mize byt v houbach az 100x vice nez v zelenych rostlinach [2]. Obsah minerélnich
latek stoupa se staiim houby, nejvice mnozstvi drasliku maji napi. lanyze (Tuber). Houby
maji negativni schopnost vstiebavat jedovaté, Skodlivé latky jako rtut, arsen, kadmium [2].
Hladina toxickych prvki mize dosdhnout nékolikandsobné vyssi nez je koncentrace v pude.

2.5 Vybrané specifické latky obsazené ve vyssich houbach

Houby obsahuji fadu specifickych latek, které maji 1é¢ivy Gcinek. Nékteré specifické latky
slouzi jako priméarni (enzymy) nebo sekundarni (vitaminy) metabolity [2].

2.5.1 Vitaminy

Houby patii mezi vyznamny zdroj vitamina jako B1, B2, Bs, Bs, Bs, také i vitamin A, D [1].
U nékterych hub je i pfitomny [-karoten. Rostlinny steroid, ergosterol, kterym je
provitaminem D, se podili na tvorbé bunéné membrany a je také jejich soucasti. Zajimavy je
hlavné tim, Zze dokaze byt zachovan i po ususeni, coz souvisi s jeho lipofilnim charakterem.
Vitamin By je nezbytny pro tvorbu nukleovych kyselin a krvetvorbu [2].

2.5.2 Enzymy

Vyskytuji se v houbach hojné. Dokazi v malém mnozstvi urychlit prab¢h urcité biochemické
reakce v téle. Mezi zastupce patii superoxiddismutaza, kterd je vyznamnym ochrannym
Cinitelem pfed volnymi radikdly. Spolu s peroxidazou a katalazou ucinné rozklada
kancerogenni peroxid vodiku. Obecné zvySuji antioxidacni aktivitu kterd je €inna pii lécbé
rakoviny nebo kardiovaskularnich chorob. Nejvétsi obsah enzymt najdeme napt. u outkovky



pestré (Trametes versicolor), lesklokorky lesklé (Ganoderma lucidum), trsnatce lupenitého
(Grifola frondosa) [2].

2.6 Glukany

Patii mezi nejvyznamnéjsi obsahové latky vyskytujici se ve vyssich houbach, které maji
1é¢ivé ucinky. Radi se mezi sacharidy, které jsou slozeny z jednotek glukézy [2]. Glukany
muzeme také najit u pivovarskych, pekaiskych kvasnic, v obili. Tyto sacharidy jsou v dnes$ni
dob¢ velmi oblibenym tématem ve vyzkumu, jelikoz jsou silnym antioxidantem, ktery by
mohl mit uplatnéni v Iékafstvi. Glukany slouzi jako zasobni polysacharid hub [17].

Tabulka 1 Konkrétni nazvy glukanii u vybranych hub|[1]

Nazev Latinsky nazev Cesky nazev Sfupen,
glukanu vétveni
zymosan Saccharomyces cerevisiae | kvasinka pivni 0,03-0,2
lentinan Lentinus edodes houzevnatec jedly (shii-také) 0,23-0,33
HA (pleuran) |Pleurotus ostreatus hliva Ustficna 0,25
AM-ASN Amanita muscaria muchomitirka gervena 0,3
grifolan Grifola frondosa trsnatec lupenity 0,33
beta-glukan | | Auricularia auricula-judae | boltcovitka bezova (ucho jidasovo) 0,75

2.6.1 Stavba glukani

Glukany se rozdéluji podle mista glykosidické vazby. Jsou to siln¢ vétvené makromolekuly.
Stavebni jednotkou je cyklicka D-glukosa, ktera je vazana do formy . U vysSich hub vytvaii
vazbu v mistech 1,3 a 1, 6. Konkrétné ve vyssich houbach jsou to B-(1, 3)-D-glukany,
B-(1, 6)- D-glukany a a-(1, 3)-D-glukany [2]. Nejaktivnéjsi formou glukand jsou B-(1, 3)-D-
glukany, které se nachazi v postrannim fetézci v pozicich 1, 6 a dale se rozvétvuji z hlavniho
B-1, 3- glukanového ftetézce. Tercialni strukturu stabilizuji vodikové mustky[17]. Glukany
maji v oblib¢ se vétvit do postrannich fetézcu, diky nimz ziskavaji vysokou biologickou
aktivitu. Nejvyssi biologickou aktivitu vykazuji glukany se stupném vétveni v intervalu
0,20 az 0,33 [17]. Také diky své konformaci ve tvaru Sroubovice se zvySuje biologicka
aktivita. Tyto Sroubovice bud’ maji jednoduchy; polysacharidovy fetézec nebo tii fetézce
spojené vodikovymi mustky (,triple helix*). Biologicka aktivita je schopnost neutralizovat
volné radikaly, které §kodi lidskému organismu [17].
B-glukany se vyskytuji pouze v malém mnozstvi U vy$sich hub oproti kvasinkam [15].

2.6.2 Mechanismus pusobeni glukanu v organismu

Glukany podporuji systémy jako imunitni, nervovy, hormonalni. Uplny princip piisobeni
B-glukanti neni doposud jesté zcela objasnény. Pravdépodobné glukany funguji na bazi
interakce se specifickymi glukano-pyrasonovymi receptory na leukocytech [1].

Konkrétné napomahaji ¢innosti fagocytozy a zesiluji proliferativni aktivitu fagocytujicich
bun¢k (granulocyty, monocyty, makrofagy, dendritické bunky). Makrofagy patii mezi
efektorové bunky, které sehravaji funkci obrany organismu proti bakteriim a viram [18].
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Princip fungovani makrofagu spoc¢iva vtom, ze na jejich povrchu existuji vzory, které
dokazi rozeznat konzervované mikrobidlni struktury, tzv. PAMPs (Pathogen Associated
Molecular Patterns), do které beta-glukany patii. Pomoci receptoru TLR-2 (toll-like receptor
2), lactosylceramidu, CR3 (complement receptor type 3), které jsou piitomné na povrchu
makrofagt, dokazi rozpoznat beta-glukan. Podle dosavadniho vyzkumu receptor CR3 patii
mezi nejdulezitéjsi pro rozpoznani beta-glukant [18].

Receptor CR3 je dvoufetézova molekula, kterd nese nékolik biologickych domén. Beta-
glukan se vaze na lektinové misto (sacharidové). Po navazani se aktivuje fagocytoza.
Glukanova aktivace je slozena z né¢kolika procest tzv. chemokineze (netizeny pohyb bunck);
chemotaxe (fizeny pohyb na chemicky podnét); postupné postupovani makrofagt
k cizorodym c¢asticim, dale degranulace a dalsi prostup do tkani. Po dobé stimulace nastane
sekrece primarnich a sekundarnich cytokin a aktivace T a B lymfocytd (imunocyty).
Mezi nejdulezitéjsi zastupce lymfocytu patii Thl a Th2. Thl je odpovédna za imunitu vici
intracelularnim parazitim a Th2 udrzuje imunitu extracelularni. Pokud nastane pieruSeni
rovnovahy mezi lymfocyty, dochazi k autoimunitnim reakcim [19]. Makrofagy, které jsou
aktivované, postupné likviduji zarodky, které vyvolavaji jejich aktivaci a také potom zac¢nou
nic¢it cizorodé Castice [18].

OH OH

OH

B-1,3 B-1,6

Obréazek 5 Chemicka struktura R-glukanu [17]

Beta-glukan dokaZe fungovat nejen jako stimuldtor imunocytl, ale také dokaze regulovat
jejich pocet. Stimuluje produkci prekurzorovych bunék, z kostni diené, zejména to jsou
hematopoetické kmenové buiky. Napiiklad pii stresovych situaci organismus ztraci
imunocyty a klesa obranyschopnost. Diky beta-glukanu vznikne vétsi pocet nové vytvorenych
imunocyti v krevnim ob&hu a v dalSich organech, diky tomu méa organismus dohled nad
imunitou. Glukany pini roli jak v nespecifické, tak specifické imunité. Vyuziti specifické
imunity dochazi béhem aktivace makrofagy a pti nespecifické imunité je vyuzivana produkce
imunocytu [18].
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Clovék pfijima B-glukany hlavné v potravé. Glukany jsou odolné vidi riznym typtim
enzymim. B-1,3-glukan je odolny vici kyselému prostfedi Zaludku, po peroralni aplikaci
dochéazi k postupnému prostupu do organu az k dvanactniku [20].
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Obréazek 6 Aktivace makrofaga beta-glukanem [21]

2.6.3 Lécivé ucinky beta-glukant

Utinky glukantl jsou rozsahlé. Jsou silnym antioxidantem, maji imunomodulaéni uéinky,
slouzi jako prevence proti kardiovaskularnim onemocnénim, podporuji rast koznich bunék.
Glukany se vyuzivaji dokonce u veterinait, v zemédélstvi, nebo v kosmetice.

2.6.3.1 Vyuziti beta-glukani v protinddorove terapii

Rakovina je onemocnéni, pii kterém se nekontrolovatelné rozmnozuji bunky, které vznikly
porusenym délenim nebo diferenciaci. Dusledkem vzniku mize byt z hlediska fyzikalniho
napf. ionizujici zafeni, chemického — tabakovy kouf nebo z biologického zapfi¢inéni napf.
produkty plisni. Tyto faktory patii mezi externi karcinogeny, dale mezi externi faktory patii
onkogenni viry. Mezi interni faktory patii napiiklad genetické mutace [21].

Glukany napomahaji v 1é¢bé rakoviny diky aktivaci a zvySeni po¢tu imunocytt, zejména
makrofagi. Ty jsou pak schopné rozpoznat a znicit rakovinné buiky. U lentinanu, pleuranu
byla pravé zaznamenand vysoka hodnota protinadorove aktivity [21].

Pii 1é¢bé rakoviny vznikaji vedlejsi ucinky, hlavné u ozafovani a chemoterapie. Tyto
faktory glukany dokazou snizit, a to diky vytvofenym novym buikam, které posiluji imunitni
systém a chrani pfed infek¢nim onemocnénim. Konzumace extrakti z hub napomaha prevenci
proti karcinogennim onemocnénim [19].

Hlavni studie o léCeni rakoviny pomoci glukant pochazi z Japonska, kde se podavaji
pravidelné vyluhy z houZevnatce jedlého pacientim, ktefi se 1€¢i s rakovinou.

2.6.3.2 Infekce
Utinky proti infekci patii mezi prvni vlastnosti, které byly sledovany u glukani. U nékolika
studii bylo potvrzeno, ze glukany stimuluji imunitni systém po infekci viry, bakteriemi.
Muiizeme potom snizit davku podanych antibiotik nebo antivirotik a pfitom se zvySuje u€inek
antimikrobialni 1é¢by [22].

Studie zatim jen prob&hly na bazi klinickych zkouSek u zvitat, kdy se jednalo o infekce
jako viry Herpes simplex, mysi hepatitida [1].
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2.6.3.3 ZvySena hladina cholesterolu
ZvySena hladina cholesterolu je velkym problémem pro na$ organismus, je to problém
pomérné rozsahly a nejednoznaény. Ma vliv na kardiovaskularni onemocnéni. Rada hub
obsahuje latky, které ovliviuji hladinu cholesterolu. Jde naptiklad o lovastatin, ktery je
obsazeny v plodnicich hlivy Gstfi¢né [2]. Mechanismus neni zcela objasnény, ale u¢inek se
vysvétluje tim, ze B-glukany vytvoii v tenkém stfevé viskdzni vrstvu, ktera snizuje absorpci
ZluGovych kyselin. Zlu¢ové kyseliny jsou produktem odbourani cholesterolu [21].

Beta-glukany snizuji hladinu cholesterolu, tuku a cukru v krvi, aniz by se snizilo mnoZzstvi
inzulinu, jsou vhodné pro diabetiky. Vysokou hladinu cholesterolu snizuje i purinovy alkaloid
eritadenin, ktery je zastoupeny v boltcovitce bezové, lesklokorce leskle, zampionu brazilském
[2].

Cholesterol patii mezi organické latky, ktery se u teplokrevnych Zivoichii vyskytuje
Vv jatrech, zlu¢niku, v nadledvinkach a ovliviiuje metabolismus tukt. V burce je syntetizovan
cholesterol v izoprenoidni draze a je regulovan pomoci specifického enzymu (HMG-CoA
reduktaza, hydroxymethylglutarylCoA-reduktdza). Pii vyskytu nadmérného mnozstvi
cholesterolu v lidském organismu, dokaze cholesterol zptisobovat poruchy metabolismu tuki
a vznik cévnich onemocnéni (aterosklerozy) [1].

NHE

OH
CO,H
OH
Obrazek 7 Chemicka struktura eritadeninu [23]

2.6.3.4 Hladina cukru v krvi
Cukrovka je chronické onemocnéni, které je vyvolané uplnym nebo ¢astecnym nedostatkem
inzulinu. Pokud si télo nedokaze vytvotit inzulin, nazyvame toto onemocnéni tzv. diabetes.
Inzulin se vytvati v slinivce bfiSni (pankreat). Existuji dva typy onemocnéni. Prvni typ
cukrovky je zavislé pouze na injekéni podavani inzulinu. U diabetu 2. typu jde o ¢aste¢ny
nedostatek inzulinu. VétSinou je to zpusobené diky $patné funkénosti Slinivky nebo $patnému
uvolnovani inzulinu [2].

Mechanismus snizovani hladiny cukru v krvi je také stale nepotvrzeny. Podle starSich
vyzkumu glukany dokazi ovlivnit stievni peristaltiku. Nékteré studie tvrdi, ze B-glukany jsou
ptirodni latky, které maji hypoglykemicky ucinek citace. Nejnovéjsi studie z Japonska se
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zabyvaji glukany jako preventivnim lékem pii diabetu. Tyto studie probihaji na laboratornich
krysach, které maji v téle vysoky wvyskyt glukézy. Po podani glukani se hodnota
hyperglykémie (zvySeni o 43,3 %) snizila na 6,7 %. Z vyzkumu vyplyva, Ze glukany
predstavuji néjaké autoimunitni mechanismy, které souvisi s ovliviiovanim ¢innosti
Langerhansovych ostrtivkn a tim mohou zpomalovat rozvoj diabetu [21].

2.6.3.5 KozZni onemocnéni
Vyrobky s obsahem (B-glukant ptispivaji k revitalizaci kiize a pasobi lokalng. Jsou vhodné
k 1é¢eni povrchovych zranéni. Slouzi i k vyhlazeni vrasek a redukci vlhkosti kiize, diky t€émto
ucinkiim se beta-glukan ¢asto pridava do asijskych krémi s pyknogelem na plet’ [22].
Epidermalni makrofagy aktivuje glukan rovnéz a pusobi fotoprotektivné (ochrafuje kazi
pted zafenim), tim zabrani mikrobtim proniknout pies poranéni. V roce 2005 bylo potvrzeno,
ze glukan prostupuje do kozniho epidermu a v men$im mnozstvi i do dermis (misto, kde
vznikaji vrasky). V dermis se stimuluji fibroblasty a uklada se kolagen. Glukany se vétSinou
ptidavaji do vyrobku jako krémy na opalovani, na plet’ proti vraskam [24]. Pro tyto aplikace
se glukany vétSinou izoluji z ovsa, méné z hub.

ANTICELLUUTE

Obrazek 8 Kosmetickad rada od f-GLUCAN [25]

2.6.4 Negativni Gcinky vysSich hub
Na druhé strané vSech pozitivnich u¢inkt existuji i negativni uc¢inky. Houby maji schopnost
kumulovat z vnéjsiho prostiedi tézké kovy, které se uchovavaji v myceliu nebo v plodnicich.
Tézké kovy mohou negativné ovlivnit nas zdravotni stav. Jedna se hlavné o akumulaci olova,
kadmia a rtuti [2].
Plodnice, mycelium a vytrusy mohou zptsobovat rizné alergické reakce u nékterych lidi.
Velkou hrozbou je také i pfitomnost toxind v houbach, naptiklad polypeptidy amanitiny (o-
amanitin). Po poziti toxinti se mize dostavit otrava, ktera mize dojit do faze smrti [2].

Existuji potraviny i houby, které nemohou byt konzumovény s alkoholem, napt. u hnojniku
inkoustového, Coprinus atramentarius. Plodnice obsahuji latku, coprin, ktery ma v lidském
téle funkci blokace enzymu Stépiciho alkohol. V lidském organismu nasledné zpisobuje
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nevolnosti a zazivaci potize. Coprin ma stejny G¢inek jako znamy antabus, ktery je pouzivany
v protialkoholovych 1é¢ebnach [2].

2.7 Vybrani zastupci hub

2.7.1 Hliva astfi¢na (Pleurotus ostreatus)

Hliva pochazi z Ciny, ale v dnesni dobé je rozsifena po celém svété. Druhové jméno ziskala
diky tvaru ptipominajicimu tvar Ustiice [26].

Pleurotus ostreatus je dievokazna lupenitd houba, ktera ma Sedivy masity klobouk
0 velikosti 5-35 cm. M4 lasturovity, bokem pfirostly nebo protazeny kratky tien. Plodnice
tvori bohaté trsy, které jsou fazeny stupiiovité nad sebou, mohou dosdhnout az do hmotnosti
1 kg. Pokozka ma hladkou a lysou strukturu. Zbarveni pokozky je od Sedé, pies Sedohnédou
az po Cernou barvu, jen u tiené je béle plstnata, lupeny bilé az do nasedlé. Velikost tfené méti
1-4cm a je 2 cm tlusty, valcovitého bilého tvaru. Duznina je bilého zbarveni. Pokud je
plodnice mlada, ma mékky tvar, kde postupem stafi tuhne [2].

Obrazek 9 lupeny hlivy ustricné [5]

Hliva roste v mirném klimatickém pasu, parazituje na mrtvych i zivych kmenech,
predev§im na listnatych stromech. Poskozuje kmeny bilou hnilobou. Roste od konce léta
az do zimy (srpen az prosinec). Patii mezi zimni houby, které ani mraz neposkodi [27].

Péstovani hlivy je velkou komeréni zileZitosti. Ro¢né se v Ciné vypéstuje 85 % svétové
produkce. Mezi velmoci v Evropé patii také Madarsko. Pti velkovyrobnim péstovani
je dualezité dodrzet par zasadnich podminek. Hliva roste na péstebnim substratu, vétSinou
na Spalcich slamy, nebo na odpadcich obsahujici lignin a celulézu, napt. kukuti¢na vietena,
piliny, kokosova vldkna [2]. Mohou také rust na dievé listnatych stromt, hlavné dubu, buku,
topolu. DilezZitou zasadou pii vytvareni plodnic je skute¢nost, ze substrat nesmi byt vysuseny.
Abychom dostali, co nejvétsi produkci, je nutné dodrzovat vétraci a tepelny rezim
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jednotlivych kroki. Je potfeba dodrzet nizkou hodnotu oxidu uhli¢itého ve fazi prortstani
mycelia, nasazovani a tvorbé plodnic. Pro rist je optimalni pH prosttedi 5-6,5. Hliva pro svij
rust vyzaduje relativni vlhkost vzduchu v rozmezi 80-90 %. Zajimavosti je, ze pii vyvoji se
hliva chrani pomoci vypousténi plynu ve formé methoxybenzaldehydu, ktery zabranuje rastu
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a hub. Zastavuje tim rtst konkuren¢nich hub.
Plodnice konkrétn¢ tuhle latku nevylucuji, ty jsou chranény pomoci oktenolu, ktery poskytuje
antibakterialni ochranu. Plodnice mohou bez komplikaci dozravat a uvoliovat vytrusy [1].

Je nutné pfi péstovani ve velkych péstirnach pouzivat ochrannou masku, ktera je vybavena
ventilatorem a filtrem. Pfi dozravani hlivy dochdzi Kk postupnému vytvateni spor. Citlivé
osoby mohou vdechnout spory a ty mohou zpusobit alergickou reakci. Spory vniknou
do plicnich sklipkii a zpusobuji onemocnéni, tzv. alveotilidu. Alergicka reakce se dostavi
po 6-8 hod po vdechnuti spor, charakteristickym znakem alergie je suchy kasel, bolest hlavy,
zvySena teplota, nevolnost [1].

(14

Obrazek 10 Hliva ustiicna [5]

Nejvice obsahovych latek nalezneme v plodnicich, asi 2,5 % bilkovin, 5% sacharida
a pouze 0,1-0,2 % tuku. Doposud bylo zjisténo, ze hliva obsahuje 18 mastnych kyselin,
zejména kyselina linolenova a kyselina olejova. Hliva je obohacenda o Sirokou skalu
aminokyselin, nejvétsi zastoupeni ma kyselina glutamova [2].

V plodnicich hlivy byl zjistén specificky B-(1,3)-D-glukan, nazyvany pleuran
(B-D-glukopyranoza), ktery ma hlavné vyrazné protinadorové ucinky a podporuje imunitu [2].
Déle byl objeven lovastin (mevinolin, monakolin K, levastacin), ktery aktivné pasobi proti
odbouravéani cholesterolu. Lovastin spadd do skupiny statind, které patii mezi inhibitory
HMG-CoA reduktazy [2].

Dale jsou piitomny steroly, napt. ergosterol a nizké obsahy vitamin skupiny B, C, K.
V hlivé je ptitomny alkaloid eritadenin, ktery mé& schopnost regulace hladiny cukru
a cholesterolu v krvi. V hlivé je ptitomny terpen pleurotin, ktery vykazuje antimikrobialni a
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protirakovinnou aktivitu. Déale je nezbytnou soucasti houby chitin, ktery zachycuje
cholesterol [2].

Z mineralnich latek je ptitomno hlavné Zelezo, draslik, fosfor a ze stopovych prvki jsou to
selen, zinek bor, jod [2]. Diky obsahu drasliku, ptispiva hliva k rozkladu hlist. Hliva tstfi¢na
je specifickd masozrava houba. Specializuje se hlavné na drobné hlisty (had’atka), ktefi
prezivaji v dievu [1]. Rozklada jejich téla pomoci smycek houbovymi vldkny. Vylu€uje se
latka toxin (ostreatin) do prostiedi, ktery ma za ukol imobilizovat télo had’atka. Vlakna
pronikaji a proristaji do téla, kde ho potom postupné vysaji. K pruniku hyf dochazi
od 1 do 7 hodin a do vzdalenosti az 400 mikrometrti, po inaktivaci hlistu. Pomoci
asimilativnich proristajicich hyf je had’atko casem straveno hlivou. Po straveni kofisti
dochazi k zvysené aktivité rustu hyf houby a v okoli se zvysi pocet sekre¢nich bunék, ktery
ptispiva k zvySené dostupnosti zivin v prostiedi [1].

HO O
O

Obrézek 11 Vzorec lovastinu [2]

Hliva Ustfi¢na ma Siroké spektrum pro vyuziti. Je zdrojem glukant, na vyrobu imunitnich
ptipravku. Pouzivaji se pii 1é¢b¢é dermatdz jako alergie, vyrazky napf. produkt Dermovital.
A jsou také nezbytnou soucasti v pfipravé pokrmu piidavaji se do polévek, omacek.
Doporucena denni davka je 5-10 g suSené nebo drcené hlivy [2].
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Hliva astricna

800 mg

Hliva Gstriénd

Obréazek 12 Dopinek stravy Imunit [29]

2.7.2 Houzevnatec jedly (Lentinula edodes, jap. shiitake)

Latinsky Lentinula edodes, japonsky shiitake je houba pochézejici z Japonska. Shiitake se
péstuje uz vice nez 2 000 let. Jedna zndma japonska legenda pravi o opicich, které nikdy
netrp€ly rakovinou, vysokym krevnim tlakem ani diabetem, nebot’ pravidelné konzumovaly
houzevnatce jedlého [2].

Oznaceni shiitake znamena ,houba z dubu“. Prvni zminky o téhle houbé sahaji
do 10. stoleti. Uz v tomhle stoleti se véd¢lo, ze houba ma blahodarné ucinky a byla nazyvana
jako ,.elixir zivota“ nebo ,,houba dlouhovékosti* [2].

Houzevnatec je lupenata dievni houba, jeji plodnice maji velikost o priméru 5-10 cm.
Zbarveni klobouku je do svétlé az tmavé hnédé s Cervenohnédym nadechem, zalezi podle
dostatku svétla, na povrchu klobouku se objevuji Supiny. V mladi maji podvinuty okraj, ktery
se vyvojem pomalu zveda vzhiru. Lupeny jsou velmi husté naskladany na sebe, zietelné
odsedlé od tfené. Lupeny jsou na zacatku vyvoje bélavé, pozdé&ji az naruzovélé zbarveni
s hnédymi skvrnami. Tten houby je tuha, vlaknita na povrchu. Spory maji bilé zbarveni [2].

RozliSujeme dva typy houzevnatce, prvni typ ,,donko* ma siln€j$i duzninu a vyrazné
popraskany povrch klobouku, na trhu je povazovan za kvalitnéj$i a drazsi druh. Druhy typ se
nazyva ,,koshin“, ma klobouk se slab$i duzninou a na povrchu je méné popraskany [1].
Duznina ma pfipominat chut’ ¢esneku, v Asii se fika téhle chuti umami [1].

Shiitake najdeme v mirném klimatu, vyskytuje se samostatné nebo v trsech na odumielych
listnatych stromech. Radi se mezi saprofytické organismy. Saprofytické houby ptijimaji
ziviny pomoci podhoubim ze svého okoli. Poté pftispivaji k mineralizaci a humifikaci
odumielé¢ dfevni hmoty. Shiitake obsahuji specifické enzymy, které ptispivaji k rozkladu
ligninu [30].
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Obréazek 13 Houzevnatec jedly [31]

Svétova produkce shiitake je kolem 150000t za rok, tenhle zdznam je z roku 2000.
Nejvétsim producentem jsou zemé z Asie jako Cina, Japonsko. 80 % vypéstovanych shiitake
se vysu$i a nasledné se zpracovava napft. v Iékafstvi [1].

Shiitake je dfevokazna houba, ktera rada roste v pfirodnich podminkach na dubech
a habrech. Prvni plodnice se objevuji po 2 letech. Na extenzivni péstovani jsou pouzivany
Spalky, které jsou plnény z ryZzové slamy nebo z pilin buku, které jsou namacéeny ve vytazku
sojovych bobu, aby se Setfilo dfevem a hodnoty Zivin byly stale optimalni. Dievo je v Asii
velmi vzacné. Podhoubi za¢ne proristat dievem, 6-18 mésict v zavislosti na odridé shiitake a
podminkach inkubace. Aby se ziskala nejvétsi kvalita houby, vyzaduje se pravidelné maceni
Spalkti ve vodé, obsah vody na klatech ma byt 35-55 %. Cyklus plodnosti trvad 2-6 let.
Maximalni denni piirGstky se vytvari za teploty 20-27 °C. Celkova doba péstebniho cyklu
trva 3-6 mésict v zavislosti na udrzeni optimalnich podminek [1].

Obréazek 14 Péstovani Shiitake na umélém substrdtu [1]
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Plodnice shiitake obsahuje kolem 85-95 % vody, 20 % bilkovin, pfedev§im albumin a
prolamin. Dale se v shiitake vyskytuje 8 zakladnich aminokyselin, které jsou nepostradatelné
pro lidsky organismus a to hlavné leucin, lysin. 43-78 % sacharidu je pfitomno v susiné. Tuku
je ptitomno okolo 2 %, shiitake je nizkoenergeticka potravina [2].

V celkovém obsahu houby jsou zastoupeny mineralni latky, hlavné draslik, vapnik, Zelezo,
hoi¢ik, zinek, ktery zlepSuje kvalitu kuize a nehtii. Vzacné jsou pfitomny podily vitaminu
skupiny B jako thiamin, riboflavin, niacin a kyselina pantotenova [2].
pozornost polysacharidy izolované z shiitake. Byly vyhodnoceny statistiky, které ukazovaly,
ze ve dvou regionech Japonska s nejhojnéjSim mistem péstovani a konzumace této houby byl
nejmensi vyskyt nadorovych onemocnéni. V roce 1975 byl izolovan polysacharid lentinan
(B-D-glukan) a vyroben prvni imunitni lék s touto aktivni latkou. Izolace lentinanu je obtizn4,
protoze pro zisk ¢istého glukanu je potfeba znaéné mnozstvi shiitake. Pro ptedstavu z 200 kg
Cerstvych shiitake je ziskano pouze 31 g Cistého glukanu. Optimélni davka pro lidsky
organismus je 1-5mg na kg vahy, podavad se intravendzné, pii peroralnim podavani
organismus piijme méné Ucinné latky. Pfi katastrofé v HiroSimé byly podavany pacientim
rizné podpirné latky, nejacinngjSim latkou byl lentinan z plodnice shiitake. Lentinan a jeho
derivaty podporuji tvorbu bilych krvinek, zvySuji jejich aktivitu a stimuluji tvorbu interferonu
(chrani zdravé bunky pted vlastni infekci) a zabranuji mnozeni vird. Lentinan spolu s Kininy
pozitivné ovlivituje imunitni systém [30]. Lentinan dale vykazuje aktivitu proti parazitim
jako Schitosoma japonicum a Schitossoma mansoni, proti bakteriim Bacillus subtilis,
Staphylococus aureus, Micrococus luteus, proti kvasinkdm Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae a proti plisnim Physalospora piricola. Lentinan je v poslednich 20 letech
pfedmétem riznych studii, které postupné piechazi do klinickych vyzkumi. Shiitake je
povazovana za zazracnou houbu, ktera by mohla bojovat s fady onemocnéni v€etné riznych
druht rakoviny, velmi dobré vysledky byly dosazeny pii 1é¢bé nadoru krku, tlustého stfeva.
Extrakt z plodnic se podava jako preventivni imunitni 1€k proti toxickym latkam pii 16€bé
pomoci chemoterapie, nebo radioterapie. Dale ma potencial v 1é¢bé kardiovaskularnich a
infek¢énich onemocnénich. V nejnovéjsich ¢lancich se objevuje studium Géinku na potlaceni
replikace viru HIV [31].

Obrazek 15 Chemicka struktura lentinanu Error! Reference source not found.
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V plodnicich je ptitomen eritadenin, u kterého byla prokdzéna protivirova aktivita
a snizuje hladinu cholesterolu v krvi. Tyhle 0c¢inky byly potvrzeny jak u zvirat, tak i
u Cloveéka. Také nechybi pfitomnost obsahu chitinu a enzymu, které maji za ukol rozlozit
bilkoviny a skrob. Enzym asparaginaza, ktera je pfitomna v shiitake se vyuziva k 1é¢bé
nékterych druhi leukémie. Extrakty z shiitake se mohou zevn¢ vyuzivat na kozni onemocnéni
jako jsou ekzémy, akné [2].

Z houZevnatce jedlého jsou nyni pro komeréni trh ziskdny jak roztoky, nebo tablety
obalené cukrem, kapsle, tinktury, ¢aje, sirupy, vino. Tyhle komer¢ni pfipravky najdeme
na mnoha mistech jako obchody se zdravou vyzivou, nebo v Iékarnach. Také jsou
nejpouzivanéjSim surovinou pro piipravu pokrmil v Asii diky svému cesnekovému aroma.

-oMedica’
jicinding houby

- .

Obrazek 16 Shiitake tablety jako doplnék stravy [32]

2.7.3 Boltcovitka - ucho Jidasovo (lat. Auricularia auricula-judae, jap. Kikurage)

Boltcovitka je znama uz 300 let pfed n. 1 v Ciné. Ve stfedovéku se vyuzival jeji extrakt jako
obklad na zanéty o¢i a krku. V CR je houba znama pod ,JiddSovo ucho“ [2]. Nézev
boltcovitka se vyuziva diky podobnosti s lidskym boltcem.

Plodnice nema rozliSenou ¢ast na tien a klobouk. Plodnice je pruzna do boltcovitého tvaru,
ktery je ruzné zprohybany. Plodnice dosahuje velikosti 2-12 cm a jeji tloustka dordsta do
velikosti 0,1-3 cm. Jeji télo je ¢aste¢né prusvitné, zbarveni plodnice je skoficové hnédé az
cervenohnédé. V mladi je poharkovitd, pozdéji nepravidelné miskovitd a riizné pokroucena,
vrascita. Je jednim mistem pfirostla k substratu. Ve vlhkém prostfedi je velmi pruzna, za
sucha ma velmi tuhou aZz rohovitou strukturu. Z jedné strany méa povrch hladky, leskly
(vytrusoroda vrstva s vytrusy). Vnéjsi strana je drsna, jemné ochlupena, plstnata. Chut’ houby
je velmi nevyrazna. Duznina je rosolovita a chrupavcitd, diky tomu maji své oblibené misto
v asijské kuchyni [1].

21



Obrazek 17 "Jiddsovo ucho" v cerstvé a susené podobé [33]

Boltcovitka je rozsifena v mirném klimatickém pasmu (Evropa, Severni Amerika, Asie).
Roste pfedevsim na uschlych patezech bezu cerného, buku, dubu. Vyrastaji bud’ jednotliveé
nebo v trsech. U nés se vyskytuji v 1ét¢ nebo na podzimu hlavné po silnych destich, kdy se
substrat dostate¢n¢ nasyti vodou a plodnice se zac¢inaji zvétSovat [1].

Pfi extenzivnim péstovani se pouziva podobny substrat jako pti shiitake. Podhoubi dfevem
proroste za 30-40 dnu. Aby plodnost byla neja¢innnéjsi, je potieba namocit na 24 hodin
Spalky do vody. Pfi péstovani je nutno dodrzet 85-95% vlhkost. Optimalni prostiedi pro rust
je pH 7. Na $palcich dokaze boltcovitka plodit 3-5 let [1].

V houb¢ je pritomna pestra $kala chemickych sloucenin, ale dosud zndme jen maélo
informaci. Pfedevs$im je dulezité zminit Se 0 pfitomnosti polysacharidi - B-glukanu 1. Déle
najdeme Vv plodnicich obsah kyseliny glukuronové, ergosterol, lecitin. Celkové mnozstvi
bilkovin je 10,6 % bilkovin a 0,2 % tuku. Z vitaminu je zde zastoupeni vitaminy skupiny B
a Z mineralnich latek je to draslik, zelezo [2].

Uplatnéni boltcovitky bezove najdeme i v 1écbé. Nejvice zminiovanou 1é¢bou je zastaveni
krvaceni, napt. pfi krvaceni z nosu, hemoroidni krvaceni, kie¢i koncetin, ma antikoagulac¢ni
schopnosti. Doporucuje se ¢asta konzumace boltcovitky bezové jako prevence proti infarktu
myokardu. Dale od stiedovéku se jeho extrakt pouzival jako obklad pii zanétech o¢i a krku.
Podporuje spravné fungovani stfev a napomaha pii 1€cbé hemoroidi. Ma ptiznivé vlastnosti
pro kvalitu vlasti a nehtl. Doporuc¢end davka je 5-10 g suché houby denné. Na piipravu
extraktu se namoc¢i 3 g houby do 0,5 litru vody a necha se ptes noc stat. Potom se necha
uvarit, ziskany odvar se pije 1-2 Salky denn¢ pied spanim, mizeme dosladit medem [2].

Na trhu nalezneme komeréni produkty jako doplnék stravy pro posileni cév, nebo také ve
form¢ krému pro revitalizaci pleti. Pro kulinafské vyuziti najdeme JidaSovo ucho v susené
podobg.
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Obrazek 19 Doplinék stravy pro posileni krevnich cév, krém na revitalizaci pleti s extraktem
z boltcovitky bezové [34][35]

2.7.4 Zampion dvouvytrusy ( lat. Agaricus bisporus)

Latinsky Agaricus bisporus je druh houby, ktera ve volné ptirodé roste jen vzacné
na vyhnojenych mistech jako jsou pastviny, hnojena pole. Plodnice dokazou pusobit velkou
silou, kterd je schopna nadzdvihnout dlazbu pfi ristu [1]. Zampion u nas roste od léta
(ervence) do konce zafi [1].

Klobouk Zampionu je v praméru 4-15 cm polokulovitého tvaru, ktery ma bilé zbarveni.
V mladi byva pokryty blanou, kterd& mé okraj podvinuty. Klobouk je na povrchu suchy,
hedvabné leskly a hladky. Jeho lupeny jsou na zacatku rizové, pozdéji se zbarvi do hnéda.
Tten je bily, plny a valcovity, na délku méti okolo 3-5 cm, kolem tfené se vyskytuje bily
prstenec [2].

Vytrusy maji tmavohnédé zbarveni. Existuje vice kmend Zampionu vytrusného, ktery se
lisi tvarem, povrchem klobouku, zbarvenim a chuti plodnice. Jednim ze zastupci, ktery se
péstuje, je zampion hnédy. Forma hnédého Zampionu (Agaricus brunnescens), ma vyrazngjsi
chut’ a vini, ale také vyssi obsah susiny [36].
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Obrazek 20 Kmeny zZampionu vytrusého (bily a hnédy) [37]
Tradice umé&lého péstovani zampionu saha do Francie na prelomu 16.a 17. stoleti. Prvni
pestovani zacala na pafenistich pomoci kotiského hnoje. Prvni spory prosly koiiskym traktem
a zacaly kli¢it v zeming [38]. Z dosavadnich zaznamu prvni péstirna zampionti vznikla v roce
1915 vUSA. V ptilce 20. stoleti, po druhé svétové valce, se zacaly rozSifovat péstirny
po celém svété. Nejvétsim producentem je stadle USA, Francie, Holandsko. Na extenzivni
pestovani se pouzival nejvic konsky hnilj, postupem Casu se zacal pouzivat substrat smesi
ze slamy a driibeziho trusu. Zampion dvouvytrusy je nejvice péstovanou houbou na svété [2].
Pii ristu mycelia se preferuje vyssi teplota (optimalné 30 °C). Dilezitou podminkou pro
produkei je kvalitni, selektivni substrat. Pti takové optimalni teploté se Casto vyviji i jiné
plisné. Plodnice se vytvaii pii optimalni teploté 24-25 °C. Optimalni vlhkost pro rist plodnic
je 90-95 %. Proristani podhoubi trva necelé 2 tydny pii optimalnich podminkach. Dutlezitym
kritériem je, aby substrat byl neustale vlhky. Po 6-8 dnech se zac¢ne podhoubi proristat
zeminou a na povrchu se za¢nou objevovat bilé mycelia. Po prorastani plodnic se ndhle musi
zmeénit teplota na 19 °C (teplotni Sok). Pii péstovani je nutné dodrzet i koncentrace oxidu
uhli¢it¢tho 0,08-1 %, ktery se reguluje vétranim. Zampiony se sklizeji v4 vinéch.
Nejvynosnéjsi sklizent je prvni vlna, poté se zemina zalije vodou a po tydnu se sklizen
uskuteéni znovu. Vytézky ¢asem klesaji [39].

V ¢erstvych plodnicich nalezneme hlavné vodu 80 %. Déle jsou bohaté na bilkoviny

4,8 %, obsahuji 13,6 % sacharidu, 0,2 % tuku, 0,8 % vlékniny a 0,8 % minerélnich latek jako
draslik. Az 16 druh aminokyselin je zastoupeno v zampionech napt. lysin, leucin, kyselina
glutamovd, nechybi ani kyselina linolova, lektin (proteiny neimunitniho pavodu, bez
enzymové aktivity) a chitin. Hlavni slozku hub tvoti polysacharidy, glukany, 90 % z nich
tvori a-glukany. Uginek o-glukanii je zanedbatelny, protoze vytézek glukanti z Agaricus je
nizky. Soucasti Zampiont nechybi ani ergosterol a vitaminy skupiny B [2].
Mezi specifickymi obsahovymi latkami v zampionu nalezneme i latky jako agaritin,
psalliotin.  Agaritin  (1-(y-L-glutamyl)-2-[(4-(hydroxymethyl)fenyl]-hydrazin), ktery je
pfitomny pouze v zampionech, potencialné zpusobuje karcinogenni a mutagenni ucinek, ktery
byl prokazan pouze in vitro. Cast agaritinu je pfeménéna Vv metabolismu na vysoce
karcinogenni diazoniovy derivat. U péstovanych Zampionu je obsah agaritinu velmi nizky.
Clovék se nemusi bat rizika p¥i konzumaci zampionti. Pii varu se agaritin zcela rozklad4 na
neskodné latky [40].
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Psalliotin je u¢inna latka, ktera se uziva pii alergickém astmatu, ekzémech a jinych
koznich alergiich. Jako antibiotikum pisobi proti v§em strepktokokim. Déle bylo izolovano
antibiotikum, kampestrin, ktery puisobi proti piavodci tyfu [2].
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Obréazek 21 Chemicka struktura agaritinu [41]

Plodnice jsou vhodné pro diabetiky, snizuji hladinu cukru v krvi a jsou ideélni potravou
pro redukci vahy. Také se diky pfitomnosti psalliotinu uziva zevné pti koznich ekzémech
a jinych alergii. Uziva se pii prevenci rakoviny prsu, protoze dokaze snizit hladinu estrogent.
Vodny extrakt z Zzampioni napomaha k posileni imunitniho systému. Mize se uzivat jako
suseny prasek, nebo i jako tinktura, kdy 100 g cerstvych plodnic se zalije 0,5 litrem
60 % ethanolu. Necha se 10 dni louhovat, poté se scedi a ulozi se do tmavé lahve. Uziva se
4krat denng, 25 kapek. Zampion dvouvytrusy je nejoblibengjsi houbou, ktera se piipravuje
v kuchyni [2].

2.8 ANALYTICKE METODY
2.8.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je metoda, ktera je zalozena na Lambert-Beerové zakonu. Spada mezi
optické metody. Definuje vztah, ktery uréuje meze absorpci svétla a vlastnosti urcité latky,
kdy svétlo prochazi skrz vzorek. Celé znéni zakona fika, ze intenzita zbarveni roztoku
(absorbance) je pii konstantni tloustce optické vrstvy (délka kyvety), pfimo Gmérné
koncentraci ¢, kde A je naméfena absorbance vzorku, ¢ koncentrace roztoku [mol- dm3], ¢ je
molarni absorpéni koeficient [dm3.cm™-mol], d je délka kyvety [cm] [41].

A=¢-c.d
Rovnice 1 Lambert - Beeriv zakon

UV-VIS spektrofotometr

Ptistroj je zaloZen na interpretaci elektronovych spekter jednotlivych molekul latek, které
absorbuji elektromagnetické zéatreni (absorbance) v rozmezi 200 az 800 nm. VInova oblast
mensi nez 380 nm se nazyva UV - oblast. Lidské oko vnima latky v téhle oblasti jako
bezbarvé. Latky, které absorbuji z bilého slune¢niho zafeni v rozmezi vinové délky
od 380-770 nm jsou pro lidské oko vnimaneé jako barevné roztoky [44].
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Obréazek 22 Instrumentace spektrofotometrie [43]

2.8.2 Plynova chromatografie (GC — FID)

Plynovd chromatografie spolu s kapalinovou chromatografii patii mezi nejpouzivanéjsi
analytické metody v biotechnologii. V GC dochazi k rovnovazné separaci slozek, které jsou
obsazené ve vzorku. Stanovuje jak kvalitativni, tak i kvantitavni informaci jednotlivych latek.
Kvantitativni informace se ziska z plochy piku nebo jeho vysky a udava mnozstvi latky
ve vzorku. Pro kvalitu vzorku se vyhodnocuji reten¢ni ¢asy a maximum piki [45].

Jedna se o jednoduchou metodu s citlivou a vysokou ucinnosti separace [46]. Plynova
chromatografie je hlavné vhodna pro organické latky, které maji bod varu do 400 °C.
Aby probéhla uspésna separace, latky se nesmi pii odpafovani rozkladat. Metoda je spolehliva
napf. pii separaci tukt a t€kavych esterd mastnych kyselin [43], [46].

GC se sklada ze zdroje nosného plynu, Cisticiho a regula¢niho zatizeni, davkovaciho
zatizeni (injektor), chromatografické kolony, termostatu, detektoru a vyhodnocovaciho
zafizeni [47].

Nosny plyn slouzi jako mobilni faze, ktery transportuje vzorek kolonou. Musi byt
zpravidla inertni a nesmi reagovat s analyzovanou latkou. Nejpouzivangj$im nosnym plynem
pii separaci MK je dusik. Dusik méa stabilni signal a rychlou odezvu. Nosné plyny jsou
uchovany v tlakovych lahvich. Separace slozek probiha vzdy v plynné fazi. Separace spoc¢iva
na zaklad¢ riznych interakci slozek vzorku se stacionarni fazi, kde jsou postupné eluovany
inertnim plynem. Jednotlivé sloZky jsou pak detekovany detektorem a vychozim zdznamem je
signal [48].

Injektor slouzi jako nastfik vzorku. Vzorek mizeme zavést pomoci mikrostiikacky pies
silikonové septum, nebo pomoci davkovaciho ventilu, ktery lIze nastavit jako autosampler.
Rozlisujeme nékolik typt kolon: kapilarni, naplinové. U kapilarnich kolon jsou stény kapilary
pokryty stacionarni fazi. Vnitini pramér kolon dosahuje velikosti 100 — 700 um a délka
kolony mé&fi 15— 100 m. Materidl kolony byva nejcastéji z taveného kiemenu, ktery
je pokryty polyimidovou vrstvou. Naplnové kolony jsou trubice, které jsou naplnéné
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adsorbentem. NejpouzivanéjSim adsorbentem je silikagel, alumina. Délka kolony méfi
1-3 m a pramér je 2 — 3 mm [48],[49].

Termostat ma za tikol udrzovat dostatecné vysokou teplotu davkovace, kolony, aby vzorek
byl stale v plynném skupenstvi [49].

Pti stanoveni lipidd je Casto vyuzivan FID (plamenové ionizacni) detektor. Patii mezi
destruktivni detektory. Pfi FID dochazi ke spalovani vzorku kysliko-vodikovym plamenem,
ktery hofi mezi dvéma elektrodami (anodou a katodou). V plameni dochézi k vytvoreni
radikalt, které prechazi na ionty. Dochazi ke zvySeni ionizace a elektrického proudu.
Detektorem nésledné prochézi proud, ktery je umérny koncentraci jednotlivych slozek.
Posledni ¢asti instrumentace je vyhodnocovaci zafizeni naptf. pocitag, slouzi
ke zpracovani signalu, kde se zakresli chromatogram, ktery se vyhodnoti pomoci software.

Rorak vystup plynu do atmosféry
| 4 signal detektoru
_9 \
\ \ N vyhodnocovaci
zarizeni
davkovad - detektor
regulacni
systéem
\ termostat

Cistici zarizeni

zdroj nosného plynu

Obrazek 23 Instrumentace plynového chromatografu [49]

2.9 Vyuziti mikroorganismi k testovani antimikrobialni

2.9.1 Kultivace mikroorganismi

Kultivace je metoda péstovani mikroorganismu, kterd spada mezi mikrobiologickou praci.
Mezi hlavnimi faktory uspé$né kultivace je spravna volba zivného (kultivaéniho) média,
optimalni teploty a pfistup vzduchu (zalezi na mikroorganismu) [50].

Zivna média mtizeme rozdélovat napft. podle skupenstvi (pevna, polotuha, tekutd), ptivodu
(ptirodni, syntetickd, uméld). Hlavni slozkou vSech médii je pfitomnost uhliku, dusikatych
latek, mineralni latek, vody, selektivni ¢inidel a latek, co upravuji pH. Do tuhych médii
se prevazné pridava agar. Agar je polysacharid, ktery se ziskava z motskych tas. Tuhne pti
teploté 40 °C a stava se tekutym pti 96 °C. Tyhle informace vyuzivame pfi sterilizaci médii.
Tuha média se kultivuji vtermostatu, aby doSlo k vyméné vzduchu. Tekuté médium
se kultivuje na tiepacce, zajisténi piisunu kysliku [50].
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2.9.2 Vybrané testovaci mikroorganismy

Na stanoveni antibakteridlni aktivity byl vybran jeden kmen kvasinky Candida glabrata a dva
druhy bakterii. Jeden druh bakterie zastupuje grampozitivni a druhy patii mezi gramnegativni
bakterie [50].

Bakterie jsou jednobunééné mikroorganismy S prokaryotickym typem bunky. Ma
bunécnou sténu, ktera chrani pred chemickym nebo mechanickym poskozenim. Dale udrzuje
burice tvar a proudéni osmotického tlaku [51].

pouzdro
bunécéna sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

pili

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrazek 24 Bakteridlni buiika [54]

Bakterie se nejCastéji déli podle Gramova diagnostického barveni na grampozitivni
a gramnegativni bakterie. Krystalovd violet s roztokem jodu plsobi na tepelné fixované
bunky bakterii. Poté se buiikky nechaji oplachnout organickym rozpoustédlem (aceton,
ethanol). Jako rozdil jsou fialové obarvené buriky (grampozitivni) a buiky, které jsou
odbarvené (gramnegativni) [51].

Buné¢na sténa gramnegativnich bakterii je slozena z vrstvy peptidoglykant. Vrstva
petidoglykantl je velmi tenka. Vnéjsi strana se sklada z fosfolipidt, lipoproteind, strukturni a
enzymové proteiny [53]. Buné¢nou sténu grampozitivnich bakterii tvoii velmi silnd vrstva
peptidoglykant, ktera je vyplnéna kyselinu teichoovou. U gramnegativnich bakterii kyselina
teichoova neni piitomna ve vrstvé bunééné stény. Diky téhle kyseliné u Gramové
diagnostického testu zptisobuje fixaci fialového zbarveni [53].

2.9.2.1 Serratia marcescens

Gramnegativni bakterie pattici do rodu Enterobakterie. Z hlediska morfologického méa tvar
ty¢inkovity. Jedna se pohyblivou bakterii, ktera je fakultativné anaerobni. Zivi se chemotrofné
a netvori spory. Specifickou vlastnosti bakterie, Zze produkuje cerveny pigment
tzv. prodiogiozin.
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Obrazek 25 Serratia marcescens [55]

Pacienti, ktefi maji oslabenou imunitu, mohou byt napadeni touhle bakterii. Serratia
marcescens zpisobuje infekci dychacich cest, meningitidu nebo infekei ran [52].

2.9.2.2 Microccocus luteus

Patii mezi aerobni grampozitivni bakterie. Vyskytuje se v shlucich nebo v parech. Netvoii
spory a nemaji biCiky. Morfologicky maji kulovity tvar. Charakteristickym znakem je
produkce barviva lutein, ktery patii mezi karotenoidni barviva, typickou barvou luteinu je
zluta. Microccus luteus je rozsifeny, nalezneme ho na kuzi nebo v dutiné Gstni. Povazuje se
za neSkodnou bakterii pro zdravého ¢lovéka, mize zpisobovat infekce u pacientt s oslabenou

imunitou [56].

Obréazek 26 Micrococcus luteus [54]

29



2.9.2.3 Candida glabrata
Patfi do rodu kvasinek Candida. Kvasinky jsou eukaryotni mikroorganismy, které maji
rozsifené uplatnéni v potravinafstvi. Z morfologického hlediska maji tvar valce. Buiku tvori
cytoplazmatickd membrana s cytoplazmou, obal buné¢na sténa. Buné¢na sténa u kvasinek,
neni zcela objasnénd. Sténu tvofi tii vrstvy. Vnitini vrstva udrzuje tvar buniky. Vnéjsi strana
reguluje propustnost [57].

AZ donedavna byla C.glabrata povazovana za nepatogenni mikroorganismus.
Ale s ptibyvajicim ristem jedinci s oslabenou imunitou se ukazalo, ze Candida glabrata se
vyskytuje v mo¢ovych cestach a mize zpusobovat povrchové infekce [58].

AR

Obrazek 27 Candida glabrata [54]

2.9.3 Antibakterialni stanoveni — Agarova difuzni metoda

Metoda, kterda urcuje miniméalni uc¢innou koncentraci MIC, kterd inhibuje rist
mikroorganismtl. Princip metody spociva v piidani presného objemu testovane latky
do kultivaéniho média (pevné médium). Po zaockovani se sleduje rist MO a vytvoreni
inhibi¢nich zo6n. Metoda vétSinou slouzi jako srovnavaci metoda pro nové antimikrobialni
latky [59].

2.10 Stopové prvky v houbach

2.10.1 Prehled vybranych téZkych kovu pritomnych v houbéach

Houby mohou kumulovat toxické stopové prvky, které ¢erpaji z organické hmoty substratu.
Prvky ziskéavaji ve formé¢ iontd nebo soli, které jsou rozpusténé ve vodé a diky zvétravanim
pudy se kumuluji napt. v plodnicich hub. Houby maji schopnost pfijimat mnohem vétsi
mnozstvi stopovych prvkil nez zelené rostliny, které se nachazi ve stejnych podminkéach [60].

Nejveétsi ¢ast stopovych prvkd ptijima podhoubi a mycelium. V plodnicich nalezneme
nejvetsi zastoupeni prvki jako kadmium a rtut. Déale mohou obsahovat prvky jako arsen
a olovo. Tyto prvky patii do skupiny téZkych kovu. Obsahy téchto latek jsou vyjadiené
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v jednotkach ppm (parts per milion = miliontina z celku; 1 ppm = 1 mg.kg? = 1 pg.g?)
Vv susin¢ plodnice [61].

Podstatné je zminit, ze stopové prvky se vyskytuji pouze v malych koncentracich, které
by lidskému zdravi nemély ublizit. Vys$si obsah téZkych kovii se mohou objevovat u hub,
které rostou u zatizengjSich mist, kde je zneCisténé ovzdusi. Pii konzumaci komeréné
vypéstovanych hub je riziko a pfitomnost t€zZkych kovii minimalni az nulova.

Arsen (As) — arsen se nejcastéji kumuluje v plodnicich. Tento prvek nepiedstavuje velké
riziko otravy. Je vézany v slouéeninach, které nejsou natolik toxické napi. arzenobetain.
Smrtelna davka arsenu je okolo 120 mg. V houbéach se arsen vyskytuje v jednotkdch ppm
[61].

Kadmiun (Cd) — kadmium patii mezi nejvétsi rizika pfi konzumaci hub. Jeho obsah je
rozloZzen nerovnomérné, dosahuje desitky az stovky ppm. Nejvice kadmia je pfitomno ve
vytrusové vrstvé a nejméné v tfeni. Kadmium nalezneme hlavné u né€kterych druht zampiont
(Agaricus). V zapadoevropskych statech se nedoporucuje konzumovat Agaricus arvensi,
ktery obsahuje nejvetsi zastoupeni kadmia [61]. Rizikova davka kadmia se pohybuje okolo 10
mg. Pii piekroceni davky muzeme zpozorovat zvraceni, nevolnosti a v nejhorsich pfipadech
dochéazi k poskozeni jater [62].

Olovo (Pb) — obsah olova se pohybuje pouze okolo 5 ppm. Nizky obsah olova nepiedstavuje
zadné riziko pro lidské zdravi. Piijjem olova nad 0,5 mg/den muze dojit ke kumulaci
v organismu, ktery se muze ptimo ukladat do jater a ledvin [63].

Rtut’ (Hg) — relativni obsah rtuti v houbach je okolo 5 ppm. Vyssi koncentrace se pohybuje
kolem desitek ppm. Vys3i zastoupeni rtuti se miize objevit v zampionech (Agaricus) a bedlach
(Macrolepiota). Tento prvek se pievazné vaze na vysokomolekularni bilkoviny ve formé
methylrtuti. Tyto houby se nedoporuéuji k sbirani na volnych mistech, kde se nachazi
zne¢isténa puda. Rtut’ se dokaze kumuluvat piimo z pudy. Agaricus bisporus, zampion
dvouvytrusy, ktery je vypéstovany v péstirnach, ma mnohem nizs§i obsah rtuti nez na volnych
mistech. Je doporuc¢eno konzumovat tyto houby z péstiren [61].

2.10.2 Stanoveni téZkych kovii pomoci ICP- OES (emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem)

Jednd se o multielementarni analyzu. Vyhodnocuje prvkové slozeni biologickych materiald.
Principem metody je emise fotonl z excitovanych atomu, které se preménuji na ionty. Béhem
nadavkovani vzorka se vzorek pfeméni na aerosol, ktery je nasledné veden do plazmatu, kde
dojde k vypafovani a vzniku volnych atomt v plynném stavu. Volné atomy jsou nasledné
excitovany do vySSich energetickych hladin. Energetické stavy jsou nestabilni, a tak dochézi
k rychlé deexcitaci do nizsich energetickych hladin. Poté dochazi k emisi fotoni, které jsou
pak pfidéleny ke konkrétnim vlnovym délkam jednotlivych prvki. Pocet fotond je rovny
koncentraci prvka ve vzorku. Vyhodou ICP-OES je $iroky dynamicky rozsah stanoveni
jednotlivych prvku [64].
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Instrumentace ICP-OES se sklada z generatoru vysokofrekven¢niho proudu, ICP hofaku,
systému vnaseni vzorku, spektralniho pfistroje (zobrazovaci optika, disperzni prvek, detektor)
a vyhodnocovaciho systému. Vyhodnocenim ICP jsou spektralni Cary, tzv. série, které
vznikaji ndvratem elektronu do stejné hladiny z libovolného vyssiho stavu. Hrana série
odpovida vinové délce energie, ktera je potiebna k ptechodu elektronu z dané energetické
hladiny do volného stavu [65]. Identifikace polohy spektralnich ¢ar nam umoziuje stanovit
kvalitativni analyzu. Intenzita jednotlivych ¢ar odpovida stanoveni koncentrace prvku ve
vzorku — kvantitativni analyza [65].

2.11 Testovani toxicity a cytotoxicity

Vyznam cytotoxicity je schopnost buné€k, nebo chemickych latek usmrtit jiné bunky
Testovani cytotoxicity patii mezi bezpeénostni hodnoceni, které se musi stanovit vzdy pied
uvedenim doplitku stravy nebo potravinového produktu na komeréni trh, vyhodnocuje se
bezpecnost pro lidské zdravi. K testovani se vétSinou pouzivaji testy in vitro, které
se stanovuji mimo zivy organismus, provadi se ve zkumavkach. Metoda je rychla a levna.
Vyhodou stanoveni je test bez pouziti zvifat [66].

Cytotoxicita se vyhodnocuje pomoci hodnoty ICso, ktera ptedstavuje stiedni inhibi¢ni
koncentraci. Mirou cytotoxicity se stanovuje pomoci kiivky dose-responce. Na osy kiivek se
vynasi koncentrace toxické latky a zastoupeni piezivSich bunék. Pti pouziti logaritmického
vyjadieni ziskame sigmoidni kiivku, kde se hodnota 1Cso se vyhodnoti jako inflexni bod [67].
O houbach je znamo, ze nekteré druhy obsahuji toxiny, které mohou zpusobit potize lidskému
organismu. Jedna se o jedovaté houby, které by se nemély konzumovat, patii sem napf. druh
muchomurek (Amanita). Ty mohou dokonce zpusobit umrti. Jejich peptidy (amanitiny)
dokazou inhibovat RNA polymerazu. Kone¢nym duasledkem jsou stfevni potize, poskozeni
jater, ledvin [66].

Toxiny nalezneme také v houbach, které dennodenné vyuzivame v kuchyni, napf. Zampion
dvouvytrusy (Agaricus bisporus). Ten obsahuje toxin tzv. agaritin, ktery ma karcinogenni
ucinky. V zampionech se vyskytuje pouze v nizkych koncentracich, kde pii tepelné uprave
ztraci svou aktivitu o0 85 %, proto konzumace zampiont je zcela bezpecna. [2].
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3 CILPRACE

Hlavnim cilem diplomové prace byla celkova charakterizace aktivnich latek se zvlastnim
zaméfenim na mnozstvi beta-glukand pfitomnych ve vybranych druzich vyssich hub. Prace
byla konkrétné¢ zaméfena na 4 druhy hub (houZevnatec jedly, hliva ustficna, boltcovitka
bezova, zampion dvouvytrusy). V ramci prace byly feSeny nasledujici dil¢i roky:

e Strucna reserSe zaméetfend na vyssi houby a jejich dosavadni studie

o Uprava vzorki a pfiprava extrakti

e Charakterizace aktivnich a obsahovych latek

e Stanoveni mnozstvi 3- glukand ve vyssich houbach

e Stanoveni antimikrobialni aktivity

e Cytotoxicke test (MTT test)

e Stanoveni tézkych kovi pomoci ICP-OES.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemikalie, pouzité pristroje a material

41.1 Chemikélie

Acetonitril, p.a., LachNer (CR)

ABTS - 2,2-azinobis(3—-ethylbenzothioazolin-6-sulfonoova kyselina), Sigma Aldrich (SRN)
Agar Powder, Himedia (India)

Albumin 98% — Sigma-Aldrich s.r.o.

Diethylether, p.a., LachNer (CR)

Dodecylsiran sodny Serva (DEU)

Dusitan sodny, p.a., Lachema (CR)

Etanol pro UV-VIS, Lachema (CR)

Fenol, p.a., LachNer (CR)

Folin-Ciocalteau cinidlo, Serva (SRN)

Hydrogen uhli¢itan sodny- p.a., LachNer, (CR)
HexakyanozZeleznatan draselny, Penta (CR)
Heptahydrat hydrogen arsenitu sodneho - Lachema
Hydroxid draselny, p.a., LachNer (CR)

Hydroxid sodny, p.a., LachNer (CR)

Chlorid hlinity, p.a., LachNer (CR)

Chlorid sodny, p.a., Lachema (CR)

Chloroform, VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)
Kyselina chlorovodikova (35%), LachNer (CR)
Kyselina dusiéna 67 %, p.a Analytika (Praha, CR)
Kyselina sirova (96%), LachNer (CR)

Metanol, p.a., Lachema (CR)

Molybdenan amonny — LachNer (CR)

Nutrient Broth (NB), Himedia (India)

Octan sodny, p.a., Lachner (CR)

Peroxodisiran draselny, p.a., Sigma Aldrich (SRN)
Peroxid vodiku 30 %, p.a Lachner (CR)

Prvkové standardy 1g/L, Analytika (CR)

Siran zinecnaty heptahydrat, p.a., LachNer (CR)
Siran méd’naty pentahydrat — Lach-Ner s.r.o. (CR)
Siran sodny - — Lach-Ner s.r.o. (CR)

Standardy jednotlivych prvka G/1 Analytika (CR)
Uhligitan sodny, p.a., LachNer (CR)

Uhligitan vépenaty, p.a., LachNer (CR)
Ultradeionizovana voda Pure Lab Water

Vinan sodno-drasleny tetrahydrat p. a. - PENTA s.r.0. (CR)
Yeast extract — LachNer (CR)

34



4.1.2 Plyny

Dusik 5.0 SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem
Vodik 5.5 SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem
Vzduch 5.0 SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem

4.1.3 Standardy

Enzymatic Yeast B-Glucan Assay Kit - Megazyme (Ireland)
Glukosa monohydrat, p.a., LachNer (CR)

Katechin- Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina gallova, Sigma Aldrich (SRN)

Trolox, Sigma Aldrich (SRN)

DME/High Glucose (USA)

4.1.4 Pristroje

Analytickeé vahy Boeco (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

ELISA reader BioTek EIx808, BioTek (Némecko)

Inverzni biologicky mikroskop, Laboserv (CR)

Jednotka pro ptipravu ultradisté¢ deionizované vody Pure Lab Classic UV (UK)

Mikrovinny rozkladny sytém Milestone 1200 s karuselem na 6 vzorki (USA)

Opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Horiba Ultima 2 (Horiba
Scientific, Francie)

Plynovy chomatograf TRACE GC (ThermoQuest Italia S. p. A, Italie) s plameno - ioniza¢nim
detektorem (Thermo Scientific, USA)

Spektrofotometr VIS, Helios 8, Unicam (GB)

Trepacka IKA Yelow Line (SRN)

Vodni lazen EL-20, Merci a.s. (CR)

Vortex, TK35, Kartell spa (USA)

4.1.5 Bunécné linie

Pouzité bunécné linie byly ziskany ve sbirkdch The European Collection of Cell Cultures a
American Type Cell Collection (ATCC).

HaCaT - keratinocyty — imortalizované (schopnost neomezeného bunééného déleni) (ECC)
B16F1 — kozni nador — melanomy (ATCC)
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4.1.6 Material
» Houzevnatec jedly - Cerstva

- Puvod: Polsko
- Dovozce: Hlivenka s.r.o

‘ol
Hlivenka

Obrézek 28 Cerstvé Shiitake [68]

= Houzevnatec jedly — suseny
- Puvod: Vietnam
- Dovozce: Non L&

= Boltcovitka bezova — susena
- Puvod: Vietnam
- Dovozce: Non L&
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Obrazek 30 Ususené Jiddsovo ucho [69]

Hliva ustfiéna — Cerstva
Ptivod: Brno, Ceska republika
Dovozce: Hlivenka s.r.o

4 — : S ¥
( - =z g, 7 R
Obrazek 31 Cerstva hliva susend dovozce Hlivenka s.r.0 [68]
Hliva ustfi¢na — suSena
Ptvod: AGRO-HURT S.P., Polsko
Dovozce: Hlivenka s.r.o
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Obrazek 32 Mileta hliva susend od Hlivenka s.r.o [68]

Zampion dvouvytrusy — Gerstvy
Pavod: AGRO-HURT S.P., Polsko
Dovozce: Hlivenska s.r.o

Obrézek 33 Zampion bily od Hlivenka s.r.o [68]

Zampion dvouvytrusy — hnédy kmen
Pavod: AGRO-HURT S.P., Polsko
Dovozce: Hlivenka s.r.o

il
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Obrazek 34 Zampion hnédy - dovozce Hlivenka s.r.o [68]

4.2 Priprava materiali - suSeni

VSechny jednotlivé houby byly zvazeny na piedvazkach v syrovém stavu. Houby byly
nakrajeny na tenké platky. Nasledné byly na pecici papir rozlozeny po jednotlivych druzich
a vlozeny do susarny, kde byly suseny pfi teploté 50 °C do konstantni hmotnosti. Po ususeni
houby byly zvazeny a hmotnosti zaznamenany pro naslednou diskuzi.

Obrazek 35 Priprava hub na suseni

4.3 Priprava vzorki

Bylo navazeno 0,5 ¢ vzorku a nasledné ptidano 10 ml destilované vody. Takto ptipravené
vzorky byly nechany na tfepacce 30 min. VVzorky byly poté centrifugovany 50000t./10 min.
Stejnym principem byly nachystany 5% etanolové extrakty.

Tyto extrakty slouzily jako vzorky pro stanoveni polyfenold, flavonoidd, proteint,
antioxida¢ni aktivity.
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Obrazek 36 Extrakty jednotlivych hub

4.4 Stanoveni a-glukani, p-glukana a celkovych glukant

Metoda byla publikovana v roce 1985 McCleary a Glennie-Holmes z Irska [70]. Tento postup
méteni B-glukand se stal celosvétovou vyuzivanou metodou pro méfeni glukani v jeCmenu,
sladu, vy$Sich houbach. Zakladnim principem je enzymatickd hydrolyza p-D-glukanu
lichenasou (glukanohydrolasa izolovanych z Bacillus subtilis) na oligosacharidy, které se
kvantitativné $tépi na glukosu pomoci -glukosidasy. Poté se glukosa méti pomoci pufrované
smési, které je smési glukosaoxidasy a peroxidasy [70].

Jednd se o enzymaticky rozklad polysacharidii az na jednotlivé D-glukdzy. Metoda je
jednoduchou pfimou metodou k $tépeni B-glukani na prvotni oligosacharidy pomoci
lichenazy a nasledné rozklad na jednotky gluk6zy pomoci B-glukosidazy.

Principem metody v prvnim kroku je hydrolyza 1,3 a 1,6 - B- glukanti solubilizovat v 12 M
kyseling sirové a poté nasledny rozklad 2 M kyselinou sirovou za zvysené teploty. Glukanové
fragmenty se nasledné¢ hydrolyzuji kvantitativné na jednotky glukézy, a to purifikovanou
smési exo-1,3-B-glukonézy a B-glukosidazy.

Pfi méfeni a-glukanli se vzorek hydrolyzuje dale pomoci pouziti amyloglukosidazy
a o-amylazy, méfeni probiha ptidanim ¢inidla GOPOD. B-glukany se vypoditaji z rozdilu

vvvvv
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G—G——G

G—G
1.3)(1.4)-beta-D-glukan
luh"n.l.ml
G—G + G—G—G + G—G—G,—G
|
G G G

beta-D-glukooligosacharidy
ln'!.u:illku\l(l.b.ul

G
D-glukosa

glukosaoxic

3—D-glukosa + O, lasa 6-D glukonolakton + Hy O,

‘ . . . » > peroxidasa A oy - v
2H,0, + p-hydroxybenzoova kyselina + 4-aminoantipyrin ————— chinonimin -4

Obrézek 37 Schéma enzymoveého stanoveni B-glukana [70]

441 Obsah kitu

Lahev 1

Lahev 2

Lahev 3

Lahev 4

Lahev 5

Lahev 6

: 2 ml suspenze siranu amonného ((NH4)2SOa4) s obsahem:
- exo-1,3-B-glukandza 100 U/ml
- B-glukosidaza 20 U/ml
: 20 ml roztoku 50% glycerolu obsahujici:
- Amyloglukosidazu 1,63 U/ml
- Invertazu 500 U/ml
: 50 ml reakéniho pufru GOPOD pH 7,4 s obsahem:
- p-hydroxybenzoova kyselina
- azid sodny.
: Reakéni smés GOPOD enzymii a substrati:
- Glukoézaoxidaza (GOD)
- Peroxidaza (POD)
- 4-aminoantipyrin
: 5 ml standardniho roztoku glukozy v 0,2% kyseliné benzoové:
- D-glukéza 1,00 mg/mi
: Kontrolni vzorek p-glukanu ~ 2 g.

1H,0
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4.4.2 Priprava pomocnych roztoki a upravy ¢asti kitu

Sodno-acetatovy pufr (200 mM, pH 5,0)

Bylo napipetovano 11,6 ml koncentrované kyseliny octové do 900 ml destilované vody a
pomoci roztoku 4 M NaOH bylo upraveno na pH 5 a nasledné dopInén celkovy objem na

1 000 ml.

Sodno-acetatovy pufr (1,2 M, pH 3,8)

Bylo napipetovano 69,6 ml koncentrované kyseliny octove do 800 ml destilovane vody a
pomoci roztoku 4 M NaOH byl roztok upraven na pH 3,8 a nasledné doplnén na celkovy
objem 1 000 ml.

10 M hydroxid draselny KOH
Bylo navazeno 561 g KOH a ptidano 700 ml destilované vody. Po rozpusténi hydroxidu, byl
roztok dopInén destilovanou vodou na celkovy objem 1 000 ml.

2 M hydroxid draselny KOH
Bylo navazeno 112 g KOH a piidano k 800 ml destilované vody. Poté byl objem doplnén
destilovanou vodou na 1 000 ml.

12M kyselina sirovd H2SO4
Byl ptipraven roztok o objemu 640 ml H2SO4 a 300 ml destilované vody, ktery byl poté
doplnén destilovanou vodou na celkovy objem 1 000 ml.

Uprava kit lahev 1:
Bylo pfidano 9 ml acetatového pufru pH 5 do objemu Kkitu (lahev 1). Roztok byl rozdélen na
vhodné alikvoty a uchovan piti -20 °C.

Uprava kit lahev 3:
GOPOD byla ziedén destilovanou vodou na celkovy objem 1 000 ml.

Uprava kit lahev 4:

Reakéni smés GOPOD byl rozpusten v 20ml v acetatovém pufru pH 5 a nasledné
kvantitativné pieveden do celkového objemu acetatového pufru pH 5. Vznikly roztok byl
obalen alobalem (ochrana pted svétlem) a uchovan pii —20 °C.

4.4.3 Solubilizace a ¢aste¢na hydrolyza celkovych glukanii (a-glukan, g-glukan, D-
glukozy v oligosacharidech, sachardze a volna D-glukoza)

Do kultivaénich zkumavek s uzavérem bylo navazeno 50 mg namletého vzorku. Bylo pfidano
1 ml 12M H2SOa4. Vzorek byl promichan a ulozen do ledové 1azné na 2 hodiny, zkumavky
byly uzaviené uzavérem. B&hem l4zn€ byl vzorek nékolikrdt promichan na vortexu.
Poté bylo piidano 2 ml destilované vody, obsah byl vortexovan 10 sekund a nasledné bylo
znovu pridano 3 ml destilované vody. Zkumavky byly vlozeny do vrouci 1lazné na 2 hodiny,
po 5 minutdch byly zkumavky zazéatkovany. Vzorek byl nasledné ochlazen na laboratorni
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teplotu a byly uvolnény uzavéry. Bylo napipetovano 3 ml hydrolyzatu a 1,5 ml 10M KOH
do 50 ml centrifugaéni zkumavky. Pomoci acetatového pufru pH 5 byl roztok vzorku doplnén
na vysledny objem 25 ml. Vzorek byl centrifugovan pii 1 500 rpm o dobu 10 minut.
Hydrolyzaty byly pfipraveny k okamzZitému méfeni.

Méieni celkovych glukani ( D-gluko6za v sachardze a volné D-glukozy)

Bylo napipetovano 50 pul hydrolyzéatu (viz. 4.4.3) a 50 ul upravené ¢asti kitu (lahev 1). Obsah
roztoku byl promichan na vortexu. Vzorek byl inkubovan na 1 hodinu ve vodni lazni
pti teplot¢ 40 °C. Poté bylo napipetovano 1,5 ml GOPOD (reakéni smés) a vzorek byl
ponechan ve vodni 1azni pii 40 °C po dobu 20 minut. Absorbance byla prométena pii 510 nm.
Vzorky byly ptipraveny v duplikatu. Slepy vzorek (blank) byl ptipraven 0,1 ml acetatového
pufru pH 5 a 1,5 ml GOPOD roztoku. Roztok D-glukézy slouzil jako standard, ktery byl
ptipraven 0,1 ml kit (1ahev ¢. 5) a 0,1 ml acetatového pufru pH 5.

4.4.4 Solubilizace a hydrolyza a- glukanu_(D-glukdzy z sachardzy a volné D-glukozy)

Do kultivacnich zkumavek bylo navdZeno na analytickych vahach 50 mg mletého vzorku.
Bylo piidano 1 ml 2M KOH. Obsah zkumavky byl promichan a ponechan 20 minut v ledové
lazni. Poté bylo ptidano 4 ml acetatového pufru o pH 3,8 a nasledné byl ihned ptidan 0,1 ml
¢asti Kitu (lahev ¢. 2). Vzorek byl promichan na vortexu a ponechan 30 minut ve vodni 1azni
pii 40 °C. Béhem inkubace byl vzorek nékolikrat promichan. Vzorek byl nésledné
kvantitativné pieveden do centrifugidlnich zkumavek. Vzorky byly centrifugovany
pfirpm 1 500 otacek na 10 minut.

Meéfeni a- glukanu (D-glukézy v sacharoze a volné D-glukézy)

Do zkumavek bylo napipetovano 50 ul hydrolyzatu (viz. 4.4.4) a 50 ul upravené casti kitu
(lahev 1). Dale bylo ptidano 1,5 ml GOPOD smési. Vzorek byl ponechan ve vodni lazni
pii 40 °C na 20 minut. Absorbance byla proméfena pfi 510 m. Vzorky byly piipraveny

Vv duplikatu. Blank a standard byly pfipraveny stejnym zptisobem jako pii méteni celkovych
glukand.
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Obrazek 38 Hydrolyza glukanii

4.5 Stanoveni polyfenoli

Polyfenoly jsou latky, které jsou odvozené od fenylpropanu. Jsou nedilnou soucasti lidské
potravy. Pii reakci s ¢inidlem Follin-Ciocalteau vznika modry komplex. Intenzita modrého
zbarveni je zavisla na koncentraci hydroxylovych latek [71].

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml Follin-Ciocaltautova ¢inidla, které bylo pfedem zitedéno
vodou (pomér 1:9). Byl dale ptidan 1 ml destilované vody a 50 ul vzorku (viz. kap. 4.2).
Obsah zkumavky byl promichan a ponechan stat pti laboratorni teploté na 5 minut. Poté byl
pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Roztok byl promichdn a ponechan
15 minut stat. Absorbance byla méfena pfi 750 nm proti blanku, kde byla misto vzorku
pfidana voda. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat. Po sestrojeni kalibrac¢ni kiivky byl pouzit
stejny postup. Jako standard byla pouzita kyselina gallova o koncentracich v rozmezi 0,1-0,7
mg/ml. Ze ziskanych dat byl sestrojen graf kalibra¢ni zavislosti.

4.6 Stanoveni flavonoida

Flavonoidy jsou pfirodni latky, u kterych se nejvice sleduje antimikrobialni aktivita. Mira
antioxida¢nich uc¢inkti je zAvisld na poctu a poloze hydroxylovych skupin v struktufe.
Flavonoidy jsou odvozené od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, ktery je tvoren
dvéma benzenovymi jadry, spojeny heterocyklickym pyranem. Patii mezi hydroxylované
aromatické slouceniny [72].

Metoda je zalozena na zméné zbarveni roztoku s hlinitou soli, kterou vyvola piitomnost
flavonoidd. Intenzita oranzového zbarveni je zavisla na koncentraci ptitomnych flavonoida.
Do zkumavky bylo ptidano 0,5 ml extraktu (viz kap.4.3), 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml
5% NaNO2. Obsah zkumavky byl promichan a ponechan na 5 minut stat. Poté bylo piidano
0,2 ml 10% AICls. Obsah byl promichan a ponechan 5 minut stat. Bylo ptidano 1,5 ml NaOH
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0 koncentraci 1 M a 1 ml destilované vody. Roztok byl promichan a nechéan stat po dobu
10 min pfi laboratorni teploté. Nasledné byla zmétend absorbance pii vlnové délce 510 nm.
Vzorky byly prométeny tiikrat.

4.7 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Pro urceni antioxidacni aktivity extraktli byla pouzita metoda, kterd vyuziva ¢inidlo ABTS
(2,2—azinobis(3—-ethylbenzothioazolin-6-sulfonoova kyselina). Principem metody je sledovat
schopnost vzorku zhaset kation- radikdl ABTS<*. Stanoveni se méfi spektrofotometricky.

ABTS se méfi spektrofotometricky pti vinové délce 734 nm. Vysledné mnozstvi se udava
v ekvivalentech syntetického derivatu Troloxu [71].

HO O

OH
O

Obrazek 39 Molekula Troloxu[65]

V prvnim kroku byl ptipraven kationt-radikal ABTS™" do 10 ml odmérné banky. ABTS byl
rozpu$tén v destilované vod¢é na koncentraci 7mM, kde byl pfidan peroxodisiran draselny
0 koncentraci 2,45 mM a banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Vzorek byl
obalen alobalem a ponechan po dobu 12 hodin stat ve tmé, pii pokojové teploté, k dalSimu
vyuziti. Pfed méfenim podle TEAC byl ABTS zifedén etanolem pro UV-VIS
na absorbanci 0,700 pti vinové délce 734 nm. Jako blank byl pouzit ethanol.

Do zuzené kyvety bylo napipetovano 1 ml upraveného ABTSe" a 10 pl pfipraveného
vzorku (viz. kap.4.3). Byla zaznamenana pocateéni hodnota absorbance (Ao) a pokles
absorbance v desaté minuté (A1o) .

Kalibrace byla pfipravena ze zasobniho roztoku Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) o koncentraci 400 pg/ml. Bylo navazeno 40 mg,
navazka byla rozpusténa ve 100 ml odmérné batice v 60% vodném roztoku etanolu pro UV-
VIS (kalibrace vrozmezi 0-400 pg/ml). Méteni probihalo stejné jako méfeni vzorki, kde
slepy vzorek byl pouzit 60% roztok etanolu pro UV-VIS [71].

Pro vypocet koncentrace byla dosazovana hodnota AA (Ao — Aio) a vysledny hodnota
antioxida¢ni aktivity byla vyjadfena jako ekvivalent Troloxu.
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4.8 Stanoveni redukujicich sacharidi podle Somogyiho — Nelsona

Metoda stanoveni redukujicich sacharidi je zalozena na principu redukce médnatych
slou¢enin poloacetalovou skupinou sacharidi pomoci Somogyiho ¢inidla. Vznik4 srazenina
oxidu médnatého, reaguje s arsenmolydenanovym cinidlem podle Nelsona, kde vznika
barevny komplex. Intenzitu zbarveni méfime spektrofotometricky pifi vinové délce 720 nm
[73].

Tabulka 2 Slozeni jednotlivych Somogyi- Nelson cinidel

Somogyi — Nelson ¢inidla

6 g bezvodého Na2COs, 4 g NaHCOs,
Somogyi-Nelson | 3 g vinanu sodno-draselného (Seignetova
sul), 36 g bezvodého Na2SO4 (siran sodny)
v 200 ml destilované vod

Somogyi-Nelson Il 4 g CuSO4 -5H20; 24 g Na2SOasiran sodny;
200 ml destilovana voda

25 g molybdenanu amonny; 21 ml
koncentrované kyseliny H2SOs, 3 g
Na2HAsO4 -7H20 heptahydrat hydrogen
arsenitanu sodného; 450 ml destilovana
voda

Somogyi-Nelson I11

K 1ml ptipraveného hydrolyzovaného vzorku bylo ptidano 0,5 ml ¢inidla I a 0,5 ml ¢inidla IL
Zkumavka byla promichana a umisténa do vrouci ldzn€¢ na dobu 10 minut. Po uplynuti doby
byla smés ochlazena na laboratorni teplotu, kde bylo piidano 0,5 ml Ccinidla III
a promichavana do rozpusténi srazeniny. Nasledné bylo pfidano 7,5 ml destilované vody.
Absorbance byla méfena pti vlnové délce 720 nm. Slepy vzorek byl piipraven stejnym
zpusobem, misto vzorku se vsak ptidala destilovana voda. Kalibra¢ni rovnice byla stanovena
podle prométeni vodného roztoku glukosy v koncentra¢nim rozmezi 0-0,025 g/l.

4.9 Plynova chromatografie — stanoveni mastnych kyselin

4.9.1 Transesterifikace lipida

Do sklenénych vialek bylo na analytickych vahach navazeno 10 mg vzorku a dale bylo
ptidano 1 ml chloroformu a 0,8 ml transesterifikaéni smési (15 % H2SO4 v MeOH (p.a.),
500 mg/ml kyseliny heptadekanové jako inertniho standardu). Vialky byly za pomoci klesti
zazatkovany vickem. Vzorky byly transesterifikovany v termobloku pii 90 °C na 3 hodiny.
Po transesterifikaci byly vialky ochlazeny na laboratorni teplotu. Do 5 ml vialek byl nasledné
kvantitativné pfeveden cely obsah vialky a bylo ptidano 0,5 ml 0,05M roztoku NaOH. Vialky
byly uzavieny vickem a obsah roztoku byl intenzivné protfepan. Nasledné bylo sledovano
dokonalé oddéleni fazi. Do novych Sroubovacich vialek bylo napipetovano
0,5ml chloroformové faze (spodni faze) a 0,5 ml chloroformu Vialky byly uchovany
v mrazéku a nasledné prométeny.
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Obrazek 40 Roztoky po transesterifikaci + chloroformu (rozdéleni do 2 fazi)

4.9.2 Stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie s plamenové
ioniza¢nim detektorem (GC - FID)

Podminky stanoveni MK (mastné kyseliny) jsou uvedeny nize.

Tabulka 3 Parametry pro stanoveni MK

Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S.p.A., Italie) Autosampler AI/AS
3000

DB-WAX o rozmeérech 30 mx 0,32 mm x

Kapilarni kolona
P olo 0,5 um

pocate¢ni teplota: 50 °C na 1 minutu
Vzestupny gradient: 25 °C/min do 200 °C s

_teplotni . .
Oven —teplotni progrm vydrzi 0 minut; 3 °C/min do 230 °C s vydrzd

30 minut
Celkova doba analyzy 47 minut
Teplota injektoru 250 °C
Splitless time 1 minuta, 1:20 pratok/min
Davkovani autosampler bez déli¢e toku (splitless), 1 ul
Nosné plyny Prutok dusiku: 1 ml/min
Vzduch 350 ml/min
Priitoky plyni v detektoru Vodik: 35 ml/min

Make-up dusiku: 30 ml/min
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4.10 Stanoveni proteinu dle Hartree-Lowryho

Toto stanoveni patii mezi spektrofotometrické kolorimetrické metody, je zalozeno na pouziti
trojslozkovych ¢inidel. Dochazi k interakci proteini s ionty médi za vzniku chelati. Pti
ptidani tfetiho ¢inidla Folin-Ciocalteau, ktery obsahuje polykyseliny fosfomolydenové
a fosfowolframové se redukuji tyrozinové zbytky proteini ve vzorku a roztok se barvi
do modra. Dle intenzity zbarveni je stanovena koncentrace proteint. Absorbance se promé&fuji
pti vinové délce 650 nm [71].

Tabulka 4 Slozeni jednotlivych cinidel pro stanoveni proteinii

0,2 g tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 10 g Na2COs,
Cinidlo A 50 ml 1M NaOH, doplnéno destilovanou vodou na objem
100 ml

2 tetrahydratu vinanu sodno-draselného, 1 g CuSQO4.5H20,
Cinidlo B 10 ml 1M NaOH, dopInéno destilovanou vodou na objem
100 ml

Folin-Ciocalteu roztok natfedény s destilovanou vodou

Mo . 1
Cinidlo €1 omeru (1:15)

K 1 ml extraktu (viz. 4.3.) bylo piidano 0,9 ml Hartree-Lowryho ¢inidla A. Poté byl roztok
inkubovan ve vodni lazni pti 50 °C. Po ochlazeni roztoku na laboratorni teplotu bylo ptidano
0,1 ml ¢inidla B. Vznikly roztok byl promichan a inkubovan 10 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledné byly pfidany 3 ml ¢inidla C. Roztok byl promichdn a inkubovan ve vodni lazni
10 minut pti 50 °C. Poté byl vzorek opét ochlazen na laboratorni teplotu. Absorbance byla
méfena pii vinové délce 650 nm. Kalibra¢ni kiivka byla sestavena stejnym postupem
s pouzitim roztoku albuminu o koncentracich 0-250 pg/ml.

4.11 Cytotoxicky test

4.11.1 Pocitani bunék

Z ptipravenych bun¢k bylo napipetovano 50 pl roztoku a 50 pl trypanové modfi. Roztoky
byly napipetovany na Biirkerovu komtrku. Pomoci mikroskopu byly spocitany bunky, které
byly spocitany v kazdém c¢tverci miizky a nasledné byl vypocitan pramér, ze kterého byla
stanovena koncentrace na 1 ml. Pro provedeni testu byl nutny celkovy pocet bunék
104100 pl.

4.11.2 MTT test

MTT 3-[4, 5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid je tetrazoliova sul
Zlut¢ho zbarveni. MTT test je Kkolorimetrickd metoda, kdy MTT v zivych bunkach
je redukovan pomoci mitochondridlnich dehydrogendz na modro-fialovou sraZeninu
tzv. formazan. Pied samotnym méfenim je nutné tuto srazeninu rozpoustét. Test je proveden
spektrometricky a vyhodnocenim se ziskd& mnozstvi formazanu, ktery vykazuje
Zivotaschopnost bunék. Cim tmavsi barva roztoku, tim je pravdépodobnéjsi vétsi piitomnost
zivych bungk [74].
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Obrézek 41 Schéma reakce MTT [74]

Pouzité bunécné linie:
HaCaT - keratinocyty — imortalizované (schopnost neomezeného bunééného délent)
B16F1 — kozni nador - melanomy

Na MTT test byla vyuzita 96 jamkova desticka, ktera je tvofena osmi fadami (A-H) a dvanécti
sloupci. Bylo napipetovano 100 ul bun¢k do kazdé jamky, do krajnich jamek byl napipetovan
pufr PBS (zamezeni vysychani bun¢k). Desti¢ka byla ponechdna na 24 hodin inkubovat
Vv termostatu pti 37 °C. Po uplynuti inkubace bylo do jamek ptidano 20 pl vzorku. Jamky byly
napipetovany s riznou koncentraci (dvojkové fedéni). Nasledné byla desticka ponechana na
24 hodin inkubovat pti 37 °C. Po inkubaci bylo ptfidano 20 pul MTT roztoku a po dalSich tfech
hodinach bylo napipetovano 100 pl roztoku SDS (dodecylsiran sodny). Pfipravena desti¢ka
byla ponechana minimalné na 24 hodin ve tmé a poté pomoci ELISA reader byla proméfena
absorbance pii vinové délce 540. Test proveden dvakrat s kazdou bunéénou kulturou HaCaT a
B16F1.
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Obrazek 43 Inverzni mikroskop na pocitani bunék

Obrazek 44 Kultivacni lahve s bunkami
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4.12 Stanoveni téZkych kovii pomoci ICP - OES — emisni spektrometrie
s vazanym indukénim plazmatem

4.12.1 Priprava vzorku

Na analytickych vahach byla navaZzeno 100 mg lyofilizovanych vzorkt do teflonovych patron.
Ke vzorkiim bylo ptidano 5 ml 67% kyseliny dusi¢né a 2 ml 30% peroxidu vodiku. Teflonove
patrony byly umistény do mikrovinné rozkladné pece Milestone, kde byl proveden rozklad
vzorkl. Mineralizované vzorky byly nasledné kvantitativné prevedeny do 25 ml odmérnych
ban¢k a doplnény ultraCistou deionizovanou vodou. Po dikladném promichani byly vzorky
prevedeny do plastovych zkumavek. Takto pfipravené vzorky byly pfipraveny na méfeni
pomoci ICP-OES.

Tabulka 5 Parametry rozkladu v mikrovinné peci Milestone

Krok Cas (min) Vykon (W)
1 2 250
2 2 0

3 6 250
4 5 400
5 5 600

—

Obrazek 45 Mikrovinna pec Milestbne
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4.12.2 Stanoveni tézkych prvki

Meéieni bylo provedeno pomoci ICP- OES na piistorji Horiba Yvone, typ Ultima 2. Jako
plazmovy plyn a plyn pro proplach slouzil argon. Plazmovy hotdk generoval plazma
v konfiguraci s radialnim ulozenim. Vzorek byl pfeveden do zmlZzovace pomoci peristaltické
pumpy. Vzorek byl zmlzovan pomoci konického zmlzovace, ktery byl zavedeny do
cyklonické mlzné komory, ktery pfimo navazoval na plazmovy hotak. Ve vzorcich hub bylo
stanoveno osm prvka: hlinik, arsen, beryllium, baryum, kadmium, kobalt, chrom
a olovo.

Tabulka 6 Parametry optické castii ICP-OES

L s Napéti Vstupni Vystupni
Prvek | Vinova delka ("m) | ¢ onsobice (v) | $térbina (um) | térbina (um)
Al 396,152 750 20 15
As 193,695 750 20 15
Ba 230,424 750 20 15
Be 234,861 750 20 15
Cd 214,438 750 20 15
Co 228,616 750 20 15
Cr 205,552 750 20 15
Pb 216,999 750 20 15
Tabulka 7 Nastaveni metody ICP-OES
Vykon (W) 1400
Otacky pumpy (ot/min) 18
Plazmovy plyn (I/min) 12,5
Stinici plyn (I/min) 0,2
Tlak na zmlzovaci (bar) 3

Kalibrace je na zakladé vytvoreného blanku, ktery se pfipravil stejné jako pti piipraveé
vzorkl. Zvoleny koncentraéni rozsah je uvedeny nize v tabulceTabulka 8. Blank byl vytvoren
rozkladem kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku (bez navazeného vzorku).

Tabulka 8 Koncentrace standardii pro ICP-OES

Prvek Koncentra¢ni rozsah (mg/1)

Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Pb 0,056-0,1-05-1

4.13 Kultivace organismu

Ke kultivaci byly pouzity bakterialni kmen Microccous luteus (grampozitivni) a
Serratia marcescens (gramnegativni) a kvasinka Candida glabrata. Prace byla provedena
ve sterilnim boxu a kultury byly ockovany na tekuté a tuhé médium. Pred kultivaci byla
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média vzdy sterilizovana v tlakovém hrnci s otevienym ventilem po dobu 60 minut.
Pro kultivaci mikroorganismii bylo pouzito 30 ml pfisluseného média do 100 ml
Erlenmayerové banky. Inkubace byla provadéna pii 37 °C.

4.13.1 Priprava vzorki na stanoveni antibakteridlni antimikrobialni aktivity

Byly vybrané urcit¢é vzorky na stanoveni antibakterialni, antimikrobialni aktivity podle
nejvyssi antioxidacni aktivity podle metody v kapitole 4.7. Byla vytvoiena koncentracni fada
a jejich navazky byly: 0,05; 0,1; 0,2 a 0,3 g/ 10 ml vzorku.
4.13.2 Priprava média pro Microccocus luteus a Serratia macescens
Na ptipravu tekutého média bylo pouzito:

e 5/l peptonu

o 39/l beef extraktu

o 3 g/ I NaCl

Na tuhé médium byl pfidan agar o koncentraci 20 g/1. Po sterilizaci bylo jesté horké médium
rozlito do Petriho misek.

4.13.3 Piiprava média pro Candida glabrata
Na ptipravu tekutého média bylo pouzito:
e 20 g/l glukosy
e 10 g/l peptonu
e 10 g/l kvasni¢ného extraktu (Yeast extract)
Na piipravu tuhého média byl ptidan agar v mnozstvi 20 g/l. Po sterilizaci bylo jest¢ horké
médium rozlito na Petriho misky.

4.13.4 Agarova difuizni metoda

Nejprve byly zaoCkovany vybrané MO kultury do tekutych médii na 24 hodin, aby doslo
k nartistu MO. Po 24 hodinach bylo napipetovano 100 ul MO na agarovou misku, které byly
rozetieny sterilni hokejkou. Misky byly ponechany na 20 minut stat. Poté bylo na miskach
vytvofeno 5 jamek. Do jamek bylo napipetovano 80 ul antimikrobialniho vzorku (vodny
extrakty hlivy ustfiné a shiitake). Jako blank byla pouzita voda. Po 24 hodinich byla
sledovana velikost inhibi¢ni zony Vv okoli jamek. Inhibiéni zoény byly zméfeny a
zaznamenany. Vzorky byly ptipraveny v duplikatu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium vySSich hub, kdy byla stanovena celkova
charakterizace obsahovych latek, pfedev$im mnozstvi 3-glukanu a vybrané biologické u¢inky.

K diplomové praci byly vybrany vzorky jako houzevnatec jedly, hliva ustfi¢na, boltcovitka
bezova a Zampion dvouvytrusy (bily a hnédy kmen). Pfi experimentalni ¢asti byly ptipraveny
extrakty vodné i etanolové, kde byl pouzit 5 % vodny roztok ethanolu.

U takto piipravenych extrakti byly sledovany obsahy aktivnich latek (polyfenoly,
flavonoidy), antioxida¢ni aktivita a mnozstvi redukujicich sacharidd, proteind. Pomoci
plynové chromatografie byly identifikovany mastné kyseliny.

V posledni experimentalni ¢asti byla vénovana pozornost antimikrobidlni a cytotoxicke
aktivit¢. Byly vybrany extrakty s nejvyssi antioxidac¢ni aktivitou, které byly podrobeny
antimikrobialnim a MTT testu. Na zavér diplomové prace prob&hla analyza tézkych kovi
ve vzorcich hub.

5.1 Priprava materiali — suSeni

Nejvhodnégjsi metodou pro uchovani hub je suseni. Nejvetsi ztratu na hmotnosti houby je
jednozna¢né voda, ktera tvori 80-95 % celkové hmotnosti. V Tabulka 9 1ze vidét procentualni
podil vody, obsazenych v jednotlivych druzich hub. Byl vypo¢itan procentualni obsah su$iny
z celkové hmotnosti pomoci vztahu viz. Rovnice 2 , ktery je vypoc¢itan pomoci hmotnostniho
zlomku, vyjadieného v procentech, kdy ma vyjadiuje podil susiny a mc je celkova hmotnost.

Rovnice 2 Vztah pro hmotnostni zlomek

— ma

mc

Tabulka 9 Hmotnosti vzorkii hub pred a po suseni

Hm?tn(?st pred Hrrvl.otnost W [%] voda [%]
suSenim [g] susiny[g]
shiitake 66 8 12,12 87,88
hliva astiiéna 72 6 8,33 91,67
Zzampion bily 83 10,5 12,65 87,35
Zampion hnédy 100 16 16,00 84,00

Nejvyssi obsah vody byl pfitomen v hlivé Gstti¢né (91,7 %) a v shiitake, kde byla naméfena
hodnota 87,9 %. Naopak nejméné vody bylo ptitomno v zampionu hnédém.

5.2 Stanoveni a-glukani, p-glukania a celkovych glukant

Podle postupu kap. 4.4 bylo stanoveno celkové mnozstvi B-glukant v jednotlivych typech
hub. Byly proméfeny absorbance celkovych a oa-glukani dle certifikované enzymatické
metody spole¢nosti Megazyme. Pied zacatkem méfeni bylo nutné hydrolyzovat (rozklad
na jednotky D-glukdzy) vzorky a nasledné byl pouzit enzymaticky rozklad. Soucasti kitu byl
od vyrobce ptilozen postup na vypocet mnozstvi celkovych, a- a B-glukanu (viz Ptiloha 2).
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Do tabulky byly potom zaznamenany hodnoty naméfenych absorbanci vzorka, standardu
a jejich navazky. Hmotnostni procento je vztazen na celkovou navazku 50 mg suché hmoty.

Tabulka 10 Obsah jednotlivych a- , - a celkovych glukanii

Celkove a-glukany B- glukany
glukany | o w) (Yowlw)
(Yow/w)
Shiitake 15,84 0,79 15,05
Shiitake koupena 22,04 3,87 18,17
hliva astfi¢na 12,65 1,63 11,02
hliva astfi¢na drcend 29,69 4,02 25,67
zampion bily 12,65 0,87 11,78
zampion krémovy 15,72 3,58 12,14
JidaSovo ucho 26,82 5,45 21,38
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Graf 1 Obsah celkovych glukanii [%]
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Dle Graf 1 je zietelné, ze B-glukany se vyskytuji ve vSech analyzovanych vzorcich hub.
Nejvice glukani bylo stanoveno V hlivé ustficné, ktera byla zakoupena u spoleCnosti
Hlivenka s. r. 0. Hliva byla dodana jako drceny prasek. Dle grafu vidime, ze obsah glukant
v Cerstvé hlivé (suSené) je rapidné nizsi. V drcené hlivé je obsah glukani kolem 29 % a
v susené hlivé 12%, coz je o vice nez 2X vy$§i mnozstvi, neZ obsah glukanti v suSené.
Duvodem rozdilu mize byt i proces suseni (podminky a ¢as) a nasledné zpracovani hlivy
ustficné, ale také rovnéZ druh hlivy. Vliv miZe mit i zpracovani hlivy do drcené formy, z niz
se glukany pravdépodobné lépe extrahuji.

Procentualni obsah celkovych glukant byl zietelné niz$i u vzorku, které byly vlastnoruéné
ususeny. Rozdil obsahii komer¢nich a volné suSenych hub muize spocivat v kone¢né fazi
zpracovani. U hlivy drcené byl material zcela rozemlety na prasek, kdezto u suSené hlivy
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mohlo dojit k nedplné homogenizaci, kdy mohly ve vzorku zistat mensi kusy houby. Obsah
glukanti je také zavisly na podminkach rustu a vyvoje.

Je pravdépodobné, ze vyssi houby neobsahuji pouze glukany, ale i jiné polysacharidy
napf. galaktany, mannany, trehal6zu.
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Shiitake Shiitake hliva hliva Zampion bily  Zampion Jidasovo
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Graf 2 Obsah « - glukanii [%]

vvr

Obsah alfa glukanti netvoii ani 1%. Naopak nejvétsi vyskyt o-glukanti byl naméfen
u boltcovitky bezové, ktery se pohybuje v rozmezi 5-6 %. Celkové je obsah alfa-glukant
v houbéch je velmi nizky. Maximalni koncentrace dosahuje pouze do 6 % susiny.

Mnozstvi beta-glukant, byl vypocitan z rozdilu obsahu celkovych a alfa-glukant. Nejvyssi
obsah beta-glukant byl pfitomen v hlivé ustéicné (drceny prasek), ktery predstavuje Ctvrtinu
z celkového mnozstvi glukanti Primérny vyskyt beta-glukani ve vysSich houbéach je
cca 15 %. Chyba méfeni mohla byt v distribuci ¢astic. U vzorku hlivy drcené byla susina
zcela namleta na prasek.

Dle dosavadnich publikaci ne vSechny P-glukany jsou rozpustné ve vod¢. Zavisi to
na predev§im na jejich struktufe. Primérny obsah f - glukanu v hlivé Ust¥i¢né je 24 % a toto
zjisténi bylo potvrzeno i v literatufe [75].
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5.3 Polyfenoly

Bylo stanoveno mnozstvi polyfenoli ve vzorcich podle postupu v kap. 4.5.. Byly pouzity
vodné a 5% etanolové vzorky, které byly pfipraveny s koncentraci 0,1 g/10 ml daného
rozpoustédla. Vzorek byl vzdy preméfen tiikrdt a z priméru absorbanci byla pomoci
kalibra¢ni kiivky stanovena koncentrace polyfenoli. Koncentrace byla dale piepocitana
na mnozstvi polyfenold na mg/g susiny.

V Tabulka 11 jsou uvedeny vSechny vysledné koncentrace polyfenold, které byly
naméteny ve vodnych a etanolovych extraktech.

Tabulka 11 Vysledné koncentrace polyfenoli v extraktech

Vodné extrakty Etanolove
¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
shiitake 6,42 £ 0,65 5,66 £ 0,49
shiitake koupena 9,24 + 0,85 8,64 + 0,87
hliva istfi¢na 11,52 £ 0,85 427 +£0,17
hliva ustfi¢na drcena 10,76 £ 0,30 7,25 £ 0,52
zampion bily 10,06 £ 1,33 9,20+0,21
zampion krémovy 13,04 + 1,57 18,90 + 1,47
Jidasovo ucho 205+1,12 1,59 +0,79
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Graf 4 Mnozstvi polyfenohi ve vodnych extraktech

Z Graf 4 je viditelné, Ze nejmensi obsah polyfenoli byl pifitomen ve vodném extraktu
boltcovitky bezové (Jidasovo ucho) 2 mg/g. Naopak nejvyssi obsah polyfenolt obsahoval
vodny roztok Zampionu krémového (hnédého) 13,04 mg/g.

Porovnanim vodnych a etanolovych extrakti u Zzampionu hnédého se koncentrace
polyfenolt zvysila v etanolovém roztoku. Naopak u hlivy se diky pouZiti etanolu sniZila
koncentrace ptitomnych polyfenoli. Moznym vysvétlenim opaéného jevu je, ze etanol mohl
zpusobit dehydrataci aktivnich slozek v hlivé Gstfi¢né.
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Graf 5 Obsah polyfenolii (etanolové extrakty)
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5.4 Flavanoidy

Pro stanoveni flavonoidii byla sestrojena kalibracni zavislost podle postupu v kap. 4.6.
Koncentrace flavonoidi byla stanovena spektrometricky a byla z koncentracni fady
vypoéitana pomoci linedrni regrese. Vzorek byl proméien tiikrdt a hodnoty byly
zprumérovany. Vysledna koncentrace je uvedana v mg/g susiny. V Tabulka 12 jsou uvedeny
vSechny vysledné koncentrace flavonoidt (vodné a etanolové extrakty).

Tabulka 12 Vysledné koncentrace flavonoidii v extraktech

Vodné extrakty Etanolové
¢ [mg/g] ¢ [mg/g]

shiitake 0,27 £ 0,05 0,49 £ 0,15
shiitake koupena 0,42 +0,11 0,33 £ 0,02
hliva tstii¢na 1,06 +0,08 0,71 +£0,06
hliva Gstfiéna drcena 0,33 +£0,08 1,02 +0,13
zampion bily 1,59 +0,25 1,38 £0,21
zampion krémovy 1,79 £0,15 3,06 +1,23
Jidasovo ucho 0,75+ 0,04 0,84 +0,09

vwvr

u shiitake, a to 0,27 mg/g. Celkov¢ flavonoidy ve vzorcich maji nizké obsahy, pohybuji se
do 3 mg/g. Flavonoidy jsou v houbdch pfitomny v minimalnim mnozstvi. Nejsou zadné
dosavadni poznatky o pfitomnosti fenolickych latek ve vysSich houbach. V obou extraktech
ma nejvyssi koncentraci zampion krémovy (hnédy). Hodnoty méfeni mohou byt zkresleny
fedénim vzorkd.
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Graf 6 Obsah flavonoidii (vodné extrakty)
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5.5 Stanoveni redukujicich cukri dle Somogyi — Nelsona

Pro stanoveni koncentrace redukujicich cukrii byla pouzita metoda dle Somogyi-Nelsona
(viz. kap. 4.8). Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky a vypocitana z kalibra¢ni
zavislosti. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat a hodnoty byly nasledné zprimérovany. Vysledna
koncentrace redukujicich cukrii byla pfepocitana na pg/ml. V Tabulka 13 jsou uvedeny
vysledné koncentrace redukujicich sacharidu.

Tabulka 13 Vysledné koncentrace redukujicich sacharidii

Vodné extrakty
C [pg/ml]

shiitake 112,55 + 7,66
shiitake koupena 140,18 + 15,00
hliva istfi¢na 106,85 + 24,70
hliva Gstfi¢na drcena 301,14 + 28,44
zampion bily 8,20 £ 3,19
zampion krémovy 74,41 + 16,39
Jidasovo ucho 165,41 +17,84

Z dosazenych vysledku dle Graf 8 je patrné, ze Zampion bily neobsahuje skoro zadné
redukujici cukry. Nejvyssi obsah byl stanoven u hlivy drcené, a to 300 pg/ml. Celkové
koncentrace redukujicich cukrt jsou velmi nizké.

Moznou odchylku méfeni si mizeme vysvétlit tak, ze sacharidy se dostate¢né nerozpadly
na redukujici sacharidy a byla detekovana pouze c¢ast sacharidd odpovidajici mnozstvi
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volnych redukujicich konct. Vy$§i houby neobsahuji pouze redukujici cukry, ale také
neredukujici, jako je napf. trehaldza.
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Graf 8 Vysledné koncentrace redukujicich sacharidii

5.6 Antioxidaéni aktivita

Dle postupu viz. kap. 4.7 byla stanovena antioxida¢ni aktivita ve vodnych a etanolovych
extraktech. Vzorky byly prométeny v triplikatu a byl z nich vypoéitan aritmeticky primér.
Vysledna antioxidacni aktivita byla pfepocitana na mg/g susiny. V tabulceTabulka 14 jsou
uvedeny vysledné koncentrace antioxida¢ni aktivity.

Tabulka 14 Vysledné koncentrace antioxidacni aktivity

Vodné extrakty Etanolové
¢ [mg/g] ¢ [mg/g]
shiitake 7,84 +203 10,91 £ 0,77
hliva ustfi¢na 10,48 £ 1,50 18,40 £ 1,59
hliva astfi¢na (drcend) 12,28 + 0,98 17,62 + 1,03
zampion bily 10,71 +£ 0,90 10,95 +1,17
zampion krémovy 14,28 £1,04 10,08 + 1,33

Z dosazenych vysledkid dle grafuGraf 9 je patrné, Ze nejvySSi antioxidacni aktivitu
vykazovaly obecné etanolové extrakty kromé& Zampionu hnédého. Nejvyssi antioxidacni
u vodného extraktu z shiitake. Obecné muzeme potvrdit, ze vSechny druhy hub maji
antioxidacni ucinky.

Nebyla vsak nalezena jednoznacna vyznamna korelace mezi antioxida¢ni aktivitou a obsahem
fenolickych latek ani glukand, i kdyz vyssi hodnoty vSech parametri byly nalezeny v drcené
hlivé a zampionu hnédém.
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5.7 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC-FID (plynova chromatrafie
S plamenové ioniza¢nim detektorem)

Mastné kyseliny byly stanovené po prevedeni na methylestery podle postupu viz. kap.4.9.2.
Identifikace metylestert byla na zakladé porovnani reten¢nich ¢asu identickych standardda.
Data byla nasledné zpracovana pomoci programu MS Excel.

Zastoupeni mastnych kyselin bylo vyjadifeno mg/g susiny. Koncentrace jsou vztaZeny
na realnou navazku a objem. Nize v tabulce jsou uvedeny obsahy MK v jednotlivych druzich

hub.

Tabulka 15 Obsah mastnych kyselin identifikovanych v Shiitake cerstvém

Nazev mastné kyseliny Symbol ¢ (mg/g)
tetradecenova (myristoolejova) C14:.0 4,76
pentadekanova C15:.0 0,80
palmitova C16:0 4,03
stearova C18:0 1,64
linolova C18:2 21,32
arachova C20:0 0,75
Celkovy obsah MK X 33,30

V Tabulka 15 jsou uvedeny mastné kyseliny a jejich koncentrace. Bylo celkem
identifikovano 6 MK, nejvétsi koncentraci méla kyselina linolova, ktera predstavovala vice
nez polovinu celkovych MK v shiitake. Pfitomnost kyseliny linolové v houbach je také
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popsana v publikaci Houby a jejich 1é¢ivé ucinky (Valicek) [2]. Kyselina linolova (omega 6)
je typickym zastupcem rostlinnych oleji. Celkova koncentrace MK v shiitake je 33,30 mg/g.

2%
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m pentadekanova

® palmitova
stearova

m linolova

® arachova

Graf 10 Zastoupeni MK v shiitake

V Tabulka 16 jsou uvedeny vSechny identifikované MK. Nejvyssi koncentraci mastnych
kyselin, ktera je ptitomna v koupené shiitake je kyselina linolova. Obsahy v obou vzorcich se
shoduji (viz. Tabulka 15). U této houby byla také naméfena kyselina kaprinova, ktera nema
Vv fetézci zadnou dvojnou vazbu. Tato kyselina se vyskytuje hlavné v palmovém oleji a slouzi
pro houby jako energeticka rezerva [76]. Celkova koncentrace MK v shiitake je 39,03 mg/g.

Tabulka 16 Obsah MK shiitake (koupeny)

Nazev mastné kyseliny Symbol | ¢ [mg/g]
dekanova (kaprinova) C10:.0 7,48
tridekanova (tridecylova) C13:.0 2,58
tetradekanova (myristova) C14:0 1,72
hexadekanova (palmitova) C16:0 4,22
oktadekanova (stearova) C18:.0 2,81
linolova C18:2 20,23
Celkovy obsah MK X 39,03
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Graf 11 Procentualni zastoupeni MK v shiitake (koupeny)

V Tabulka 17 jsou uvedeny analyzované mastné Kkyseliny, které byly pfitomny v hlivé
ustfiéné. Nejvyssi zastoupeni MK v hlivé piedstavuje Kkyselina linolova, které tvori
73 % z celkovych MK. Hliva ustfi¢éna by méla obsahovat az 18 MK [2]. Po analyze bylo
identifikovano kolem 10 MK, ale jejich koncentrace byly velmi nizké. Nize jsou uvedeny
alespon 4 MK, které byly zastoupeny nejvice. V analyzovaném vzorku byla nalezena
i kyselina myristova, ktera je pfitomna hlavné v muskatovém ofisku. Tato MK se Casto
pridava do kosmetickych piipravki, kde podporuje absorpci kiize [76].

Tabulka 17 Vysledné obsahy MK v hlivé ustricné

Nazev mastné kyseliny Symbol ¢ [mg/g]
tetradekanova (myristova) C14.0 5,16
pentadekanova C15.0 1,17
olejova Ci18:1 2,70
linolova C18:2 23,96
Celkovy obsah MK - 34,51
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Graf 12 Procentudlni zastoupeni MK v hlivé ustricné drcené

V Tabulka 18 jsou uvedené MK, které se vykytovaly v hlivé ustiiéné, konkrétné v drceném
prasku. Koncentrace je vztaZzena na mg/g. Pfi porovnani s hodnotami z Tabulka 17 si
muZeme v§imnout, ze koncentrace kyseliny linolové a olejové jsou shodné. Jedinym rozdilem
je vyskyt kyseliny palmitove, ktera byla ptitomna u praskového vzorku. Koncentrace kyseliny
palmitové je velmi nizka. Kyselina palmitova patii mezi MK, které muazou byt pfirozené
obsazeny V houbach, napf. klouzek obecny. Z Graf 13 pak mizeme vidét procentualni
zastoupeni MK ve vzorku.

Tabulka 18 Obsahy MK v hlivé ustricné (drceny prasek)

Nazev mastné kyseliny Symbol ¢ [mg/g]
myristova C14.0 5,16
palmitova C16:0 3,23
olejova C18:1 2,70
linolova C18:2 23,96
Celkovy obsah MK - 34,51
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Graf 13 Procentualni zastoupeni MK v hlivé ustiicné

V Tabulka 19 jsou vyhodnoceny vSechny mastné kyseliny, které byly detekovany
v zampionu dvouvytrusém (bily). Nejvyssi mnozstvi v Zampionu bilém je kyselina linolova,
kterd patii mezi rostlinné oleje. Kyselina linolova pusobi jako inhibitor aromatazy (enzym,
ktery napomaha télu produkovat estrogen). Konzumace hub miiZze plisobit jako prevence proti
onemocnénim, napt. rakovina prsu [77].

Déle v Graf 14 jsou vyjadfeny procentudlni zastoupeni jednotlivych MK ve vzorku

vwvr

1,94 mg/g. Celkové koncentrace pfitomnych MK je 35,06 mg/g.

Tabulka 19 Obsahy a nalezené MK v Zampionu dvouvytrusém (bily)

Nézev mastné kyseliny Symbol ¢ [ma/g]

myristoolejova C14.0 5,39
palmitova C16:0 4,91
stearova C18:0 1,94
linolova C18:2 30,18
Jiné - 1,24
Celkovy obsah MK - 43,50
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Graf 14 Procentudlni zastoupeni MK v Zampionu bilém

V Zampionu hnédém pievazuje také kyselina linolova. Celkové v extraktu byly stanoveny

velmi nizké koncentrace MK. V Tabulka 20 jsou uvedeny vSechny identifikované MK.

Do tabulky bylo vybrano 5 MK, které byly zastoupeny v nejvétsi mite. Kyselina linolova
tvori 61 % ze vSech mastnych kyselin. I kdyz kyselina linolova patfi mezi rostlinné oleje, je
jednou z hlavnich mastnych kyselin vyskytujicich se v houbach. Muzeme si to vysvétlit tim,
ze houby byly v starSich systémech zafazeny mezi fisi rostlin a nékteré obsahové latky maji

spole¢né.

Tabulka 20 Vysledné koncentrace MK v Zampionu hnedém (krémovém)

Nazev mastné kyseliny Symbol ¢ [mg/g]
kaprinova C10:.0 5,76
palmitova C16:0 3,93
stearova C18:.0 2,18
olejova C18:1 0,64
linolova C18:2 23,09
Jiné - 2,07
Celkovy obsah MK - 37,66
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Graf 15 Procentualni zastoupeni MK v Zampionu hnédém (krémovém)

V Tabulka 21 jsou uvedeny mastné kyseliny, které se vyskytuji v boltcovitce bezové
(Jidasovo ucho). Je patrné, ze obsahy mastnych kyselin v houb¢ jsou velmi nizké. Mnozstvi
v8ech mastnych kyselin jsou pod hranici 10 mg/g. Boltcovitka mé ze vsech vyhodnocenych
hub nejmensi obsah mastnych kyselin. Diky ptitomnosti tuki v houbach se méni chut’ kazdé

houby. Nyni si dokazeme vysvétlit, pro¢ chut’ JidaSova ucha je velmi mdla az zadna [78].

Tabulka 21 Vysledné koncentrace MK v boltcovitce bezové (Jiddasovo ucho)

Nazev mastné kyseliny | Symbol ¢ [mg/g]
kaprinova C10:.0 3,06
palmitova C16:0 2,69
stearova C18:0 2,78
linolova C18:2 5,69
Jiné - 2,63
Celkovy obsah MK - 14,13
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Nejvétsi zastoupeni ze vSech MK ve vzorcich hub, méla kyselina linolova, které ve vétSing
tvotila vice nez polovinu celkovych MK. Nejvétsi koncentraci mastnych kyselin byl stanoven
u zampionu dvouvytrusém (bily) 50 mg/g, naopak nejmensi byla u boltcovitky bezové -
14,13 mg/g. Obsah MK se lisi od jednotlivych druhti hub. Chut' kazdé houby je zavisly
na mnozstvi MK. Pfi porovnani chuti u Zampionu bilém a boltcovitky, mizeme fici, Ze
Zampion ma mnohem vyraznéjsi chut’.

5.8 Stanoveni celkovych proteini

Pii stanoveni koncentrace proteini byla nejdiive sestavena kalibra¢ni zavislost, a to podle
postupu Vv kapitole 0. Vzorky byly pfipraveny stejnym zpusobem a proméfeny tiikrat.
Hodnoty byly zprimérovany a vyhodnoceny v programu MS Excel.

V tabulce Tabulka 22 je zietelné vidét, Ze nejvyssi obsah proteind byl pfitomen v hlivé

proteint obsahoval vodny extrakt houby shiitake - 42,23 mg/g.

Pfi porovnani vodnych a etanolovych extrakti, je zfetelné, ze v alkoholovych extraktech je
vzdy vys$Si koncentrace. Pro pfisti méfeni je doporuceno stanovit proteiny jak
spektrometricky, tak i s jinou analytickou metodou, napf. hmotnostni spektrometrii pro
analyzu proteint.

Tabulka 22 Vysledné koncentrace proteinii v extraktech

Vodné extrakty Etanolové

C [ng/mi] ¢ [ng/ml]
shiitake 42,23 £0,40 53,62 £ 1,67
hliva tstfi¢na 84,86 £ 1,62 79,24 £ 4,04
Hliva ustfi¢na (drcend) 47,24 + 3,64 71,24 + 3,89
zampion bily 46,48 + 5,32 55,05 + 5,52
zampion krémovy 56,10 + 4,75 57,14+ 7,78
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Graf 17 Porovnani obsahu proteinii ve vodnych a etanolovych extraktech

5.9 Antimikrobialni testy

Antimikrobialni aktivita byla testovana na 2 kmenech bakterii — Micrococcus luteus a
Seratia marcescens a na kvasince Candida glabrata. Byl provadén difazni test dle postupu
v kap. 4.13.4.

5.9.1 Testy na kmeni Microccocus luteus

Na tento kmen byl proveden antibakterialni difazni test, kdy byla pouzita koncentra¢ni fada
v rozmezi 0,005 — 0,03 g/ml vodného extraktu hlivy ustfi¢né (suSena), houzevnatce jedlého
a etanolového roztoku hlivy Ustfi€né (susend). Byly pozorovany inhibi¢ni zony, které byly
nasledné zméfeny a zaznamenany.

Dle Tabulka 23 je zfetelné, Zze antimikrobialni aktivitu vykazoval pouze extrakt shiitake
o0 koncentraci 0,01 — 0,03 g/ml. Se stoupajici koncentraci se zvétSovala i1 inhibi¢ni zoéna.
Inhibi¢ni zona u houzevnatce jedlého o koncentraci 0,01 g/ml métila 2 mm. U hlivy ustficné
se neprojevila zadna antimikrobialni aktivita. Je pravdépodobné, ze k prokazani mikrobialni
aktivity nebyly koncentrace dostate¢né vysoke.
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Tabulka 23 Vysledky difzniho testu na kmen Microccocus luteus

Microccocus luteus
Koncentrace [g/ml] 0,005 0,01 0,02 0,03

Velikost inhibi¢ni zény [mm

Hliva Gstfi¢na,

. X X X X
vodny extrakt
Hliva ustii¢na,
, X X X X
etanolovy extrakt
Houzevnatec jedly,
Jealy X 2 3 4

vodny extrakt

Obréazek 46 Difuzni test kmene Microccocus luteus

5.9.2 Testy na kmeni Serratia marcescens

Serratia marcescens patii mezi gramnegativni bakterie. Byla pouzita stejna koncentra¢ni fada
jako u kmene Microccocus luteus. Difazni testy byly vzdy provedeny dvakrat u kazdého
kmene. Z Tabulka 24 miZzeme je patrné, ze jedinou antibakterialni aktivitu vykazoval pouze
extrakt z shiitake, a to o koncentracich 0,02 a 0,03 g/ml. Velikost inhibi¢nich z6n byla
3 a4 mm. U ostatnich vzorkli nebyla prokdzana antibakteridlni aktivita. Je mozné, Ze u hlivy
ustii¢né nebyla pouzita dostatec¢na koncentrace k projeveni antibakterialni aktivity.
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Tabulka 24 Vysledky antibakteridlniho difazniho testu kmene Serratia marcescens

Serratia marcescens

Koncentrace [g/ml] ‘ 0,005 0,01 ‘ 0,02 0,03

Velikost inhibi¢ni zény [mm)]

Hliva Gstficna,

i X X X X
vodny extrakt
Hliva ustfiéna,

. X X X X

etanolovy extrakt
Houzevnatec jedly,

, ety X X 3 4
vodny extrakt

Obrézek 47 Difuzni test Serratia marcescens

5.9.3 Kmen Candida glabrata

Byl proveden difuzni test na kvasince Candida glabrata. Byly pouzity stejné koncentra¢ni
fady jako u bakterii. Test byl proveden dvakrat a byly sledovany inhibi¢ni zony.
V Tabulka 25 mizeme vidét, ze antimykoticky 0cinek se nepotvrdil u zadnych vzorkd.
Po 24 hodinéch se na testu neobjevily Zadné inhibi¢ni zony. Je pravdépodobné, Ze je potieba
vice Casu k projeveni antimykotického uc¢inku.
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Tabulka 25 Vysledky difzniho test na kvasince Candida glabrata

Candida glabrata
Koncentrace [g/ml] | 0,005 0,01 | 0,02 0,03
Velikost inhibi¢ni zény [mm)]

Hliva tstfiéna,

, X X X X
vodny extrakt
Hliva ustii¢na,

, X X X X

etanolovy extrakt
Houzevnatec jedly,

. X X X X
vodny extrakt

5.10 MTT test

Testovani cytotoxicity byl proveden podle postupu kap. 4.11.2. V tabulce .

Tabulka 26 jsou uvedeny parametry MTT testu provedeného na keratinocytech HaCaT. Jako
testovaci vzorky byly vybrany extrakty z hlivy ustficné (prasek) a shiitake. Vzorky byly
vybrany z davodu, ze vykazovaly antimikrobialni a¢inek.

Tabulka 26 Parametry MTT testu

MTT test cytotoxicity

Bunééna kultura

HaCat — neimortalizované keratinocyty

Médium

DME/High Glucose

Bunééna hustota

2,5-10 4bunek/ml

Objem na jamku (ul) 100
Cas expozice 24 hodin
VInova délka (nm) 540
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Obrazek 48 MTT test na buitkach HaCaT

Na Obrazek 48 je zietelné vidét, ze na zaCatku testu jsou buriky v jamkach zivé. Vitalni
buiiky redukuji zlut¢ MTT na fialovy formazanovy derivat, ktery zlstdva uvnitit buiky ve
formé nerozpustnych krystald. Po pfidani SDS pozorujeme, jak se krystalky rozpusti a
vznikne fialovy roztok, ktery se prométuje na ELISA readeru. Sloupec CC slouzi jako
pozitivni kontrola, kdy je pfitomna viabilita bun¢k na 100 %.

U MTT testu na keratinocytech HaCaT mulZeme pozorovat, Ze ¢im vyS$i koncentrace
extraktu, tim nam viabilita bunék klesa u obou analyzovanych vzorkt. Na obrazkuObrazek 48
muzeme vidét okamzitou zménu zbarveni. Za hrani¢ni hodnotu viability bun¢k, kdy test jeste
neni uznan za cytotoxicky, se povazuje 60 %.

Z Graf 18 je viditelné, ze viabilita bun€k zacina klesat od 4 % extraktu hlivy Gstficné. Tato
koncentrace je hraniéni pro cytotoxicitu bunék. Mizeme si vSimnout, ze od 12 mg/ml
viabilita bunék je pod 20 %. Zbarveni mrtvych bun€k je stejné jako u kontrolniho
cytotoxického agens ethanolu, kde buiky jsou zcela zabity.
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Graf 18 Zavislost bunék (HaCaT) na koncentraci hlivy ustricné — MTT test

V Graf 19 je vyhodnocen MTT test u vzorku shiitake. Hrani¢ni koncentraci
pro cytotoxicitu se povazuje 6 %. Muzeme pozorovat, ze U koncentrace shiitake od 8 %
a vySe byla viabilita velmi podobnd, pohybuje se okolo 20 %. Z obrdzkuObrazek 48 si
muZeme v§imnout, Ze oba extrakty maji podobny pritb¢h pii stanoveni MTT. Viabilita bunék
Klesa s rostouci koncentraci.
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Graf 19 Zavislost bunék (HaCaT) na koncentraci shiitake — MTT test
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V tabulceTabulka 27 jsou uvedeny parametry stanoveni MTT testu na bunénych liniich
melanomt. Byly vybrany dva stejné vzorky jako u MTT keratinocyt. Test byl proveden
podle postupu viz. kap. 4.11.2.

Tabulka 27 Parametry MTT testu na melanomy B16F1

MTT test cytotoxicity
Bunécna kultura B16F1
Médium DME/High Glucose
Buné&¢na hustota 2,5-10 *bungk/ml
Objem na jamku (ul) 100
Cas expozice 24 hodin
VInova délka (nm) 540

Na Obrazek 49 muzeme pozorovat vizualni vyhodnoceni MTT testu na melanomovych
bunkach. Jako za vzorky byly pouzity vodné extrakty hlivy ustficné a shiitake. Béhem testu je
znatelné, ze s vyssi koncentraci nam klesa viabilita bunék. MiZeme si v§imnout, ze u extraktu
hlivy ustficné klesd viabilita bunék rovnomérné. U nejvysSi koncentrace hlivy je
zivotaschopnost bunék na hodnoté 60 %.

V grafu Graf 21 mtzeme vidét, ze pii 12 % extraktu z shiitake viabilita bun¢k klesa
na hrani¢ni limit 60 %. Prib&h vykonnosti bunék u shiitake je strmé&jsi nez u hlivy. Nemame
zatim ovétené, jestli s vySsi koncentraci extraktu shiitake; by se viabilita bunék dostala
pod hranici 60 %. Je pravdépodobné, Ze extrakty z shiitake a z hlivy s vyssi koncentraci by
mohly zabijet melanomy a pfinést pozitivni ucinky v lé¢bé karcinogennich onemocnéni. Tato
problematika bude studovana v navazujicich pracich.
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Graf 21 MTT test shiitake (B16F1)

Na zéklad¢ pouze provedenych testil je obtizné posoudit diivod cytotoxicity extrakti hub.
Vyraznéjsi efekt extrakti na HaCat buiky je zfejm¢ dusledkem toho, ze bunky mysiho
melanomu rostou rychleji a jsou podstatné zivotaschopnéj$i nez humanni keratinocyty. Prace
vyZaduje dalsi testovani.
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5.11 ICP-OES

Pii identifikaci tézkych kovii ve vzorcich hub, byla analyza provedena pomoci emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES). Parametry byly nastaveny podle
postupu viz. kap. 4.12.2.

Tabulka 28 Vysledné koncentrace prvkii ve vzorcich (mg/l)

Prvek Al As Ba Be Cd Co Cr Pb
Shiitake | 00741 | <LOD | 0,0138 | <LOD | <LOD | <LOD | 0,0013 | 0,003 7
Shiitake | 716 | 0004 | 00151 | <LOD | 0,009 | <LOD | <LOD | 0,001 0
koupeny
Hliva 0 1697 | 00012 | 00124 | <LoD | 00013 | <LoD | <LoD | <LOD
ustricna

Hliva

ustfiéna 0,0112 [{0,0001 | <LOD |<LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
drcena

Zagillljy;on 00148 | 0,001 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
Zﬁlélg;’“ 00341 | <LOD |0,0254 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | 0,0028
Jliac;?o 00205 | <LOD | 0,0233 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD

*LOD = limitni detekce

V tabulceTabulka 28 jsou uvedeny detekované tézké kovy a jejich koncentrace, které byly
stanoveny ve vzorcich hub. Je zfetelné, Zze ani jeden vzorek neni zavazné toxicky. Nalezené
koncentrace jsou minimalni a nemaji zadny negativni vliv na lidské zdravi.

Mizeme si v§imnout, Ze byl detekovan prvek olovo v shiitake a v zampionu hnédém, tyto
vyrobky byly dodany firmou Hlivenka s.r.0o. Mnozstvi olova je podle vyhlasky Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 53/2002 Sb zcela v normé. Prvek kadmium se vyskytoval v shiitake a hlivé
ustii¢né, koncentrace tohoto prvku je rovnéz zcela minimalni.

Ve vSech vzorcich byl detekovan hlinik. Nejvyssi vyskyt hliniku byl v shiitake. Mnozstvi
hliniku v mensi mife je pro lidské télo netoxické. V roce 2008 byl stanoven Evropskym
ufadem pro bezpecnost potravin (EFSA) limit hliniku pro lidsky organismus 143 mg/kg.
Obecné je mozno fici, ze t€Zko kovy se v analyzovanych houbach vyskytovaly v minimalni
koncentraci a nepiekra¢ovaly povolené mnozstvi.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na stanoveni obsahu vybranych charakteristickych
bioaktivnich latek ve vyssich houbach. Sledovany byly R-glukany, polyfenoly, flavonoidy,
proteiny, mastné kyseliny, tézké kovy a rovnéz vybrané biologické ucinky — cytotoxicky a
antimikrobialni efekt.

Houby jsou znédmy jiz tisicileti. Byly vyuzivany uz starymi Egyptany, nebo v ¢inské
tradi¢ni mediciné. Tato skupina byla soucasti fise rostlin. Diky vyvoji biotechnologickych
metod a poznatki o houbach, byla samostatné zatazena jako fise Fungi. V teoretické casti
byla vypracovana stru¢na reSerSe 0 morfologii hub a jejich vyuziti. Také byly popsany aktivni
slozky hub, zejména glukany a mechanismus jejich u¢inku na imunitni systém. Soucasti teorie
jsou i stru¢né zaklady metodickych postupt, které byly v praci pouzity.

Na zacatku experimentalni Casti byly vzorky podrobeny procesu suseni. Nejvétsi podil
vody Vv susin¢ byl nalezen u vzorku hlivy Ustfiéné. Poté byly pfipraveny vodné a etanolové
(5% vodny roztok etanolu) extrakty, které byly pouzity na stanoveni metaboliti. Byly
stanoveny polyfenoly, flavonoidy a antioxidacni aktivita. Pfi stanoveni polyfenoli bylo
zjisténa u boltcovitky bezové (1,59 mg/g). Nejvyssi koncentrace flavonoidi byla namétena
Vv etanolovém roztoku zampionu hnédého (3,06 mg/g). Nejsilngjsi antioxida¢ni aktivitu
vykazovala hliva Gstfi¢na (18,40 mg/g).

Obsah glukant byl izolovan a analyzovan podle doporuceni vyrobce kitu (Megazyme), kdy
vzorky byly nejprve hydrolyzovany kyselinou sirovou a nasledné byl proveden enzymaticky
rozklad. Spektrometricky byly proméfeny absorbance celkovych glukanii a o -glukant.
Mnozstvi B - glukantl bylo vypocitano jako rozdil mnozstvi celkovych a o -glukanti. Nejvyssi

cvvr

Vv

opét bylo v hlivé ustfiéné (susena), a to 11,02 %. Moznou pfi¢inou rozdilu muze byt odlisna
homogenizace vzorka hlivy a jejich zpracovani.

Nasledné bylo sledovano mnozstvi redukujicich sacharida ve vzorcich hub. Mezi tyto
sacharidy patii vSechny monosacharidy (glukéza, galakt6za). Charakteristickym znakem
redukujicich sacharidi je pfitomnost volné aldehydové funk¢éni skupiny. Nejvyssi obsah
obsah byl v zampionu dvouvytrusém (bily) o koncentraci 8,20 pg/ml. Vyss§i houby neobsahuji
pouze redukujici sacharidy, vétSinu z celkovych sacharida tvoii pravé neredukujici sacharidy
napf. trehaldza.

Z hlediska antioxida¢ni aktivity vynikaly spise etanolové extrakty hub. Z jednotlivych hub
u vodného extraktu shiitake (7,84 mg/g).

Pomoci plynové chromatografie byly identifikovany mastné kyseliny v houbach. Ve vsech
vybranych druzich hub byla pfitomna Vv nejvy$§im mnozstvi kyselina linolova, ktera méla
nejvétsi zastoupeni ze v8ech mastnych kyselin. Kyselina linolova patii mezi polynenasycené
mastné kyseliny a je béznou soucasti rostlinnych olejt, coz je spole¢ny znak fiSe rostlin a hub.
Ve vzorku shiitake bylo nalezeno 6 hlavnich mastnych kyselin, a to kyselina linolova,
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palmitova, stearova, myristoolejova, myristovd a arachova. Nejvyssi koncentraci mastnych
kyselin ze vSech zkoumanych vzorki mél Zzampion dvouvytrusy (bily) - 43,50 mg/g.
Nejmensi koncentrace celkovych mastnych kyselin byla stanovena v boltcovitce bezoveé
14,13 mg/g.

Nasledné byla pozornost vénovana studiu biologickych U¢inkti hub. Byly provedeny
antimikrobialni testy vié¢i grampozitivnimu kmenu Microccocus luteus, gramnegativnimu
Serratia marcescens a kvasince Candida glabrata. Na testy byl pouzit vodny i etanolovy
extrakty z hlivy ustficné (drceny) a shiitake. Nejvyssi antimikrobidlni ucinek u kmene
Micrococcus luteus mél vodny extrakt z shiitake. U¢inek se projevoval od koncentrace
0,01 g/ml, kdy velikost inhibi¢ni zony byla 2 mm. Shiitake také pusobil antimikrobialné u
kmene Serratia marcescens. Inhibi¢ni zéna se vytvotila od koncentrace 0,02 g/ml. Zadny
z extrakti nevykazovaly antimykoticky ucinek vuci kvasince Candida glabrata. Problematika
bude dale rozvijena v navazujici praci.

Zavér diplomové prace byl vénovan studiu cytotoxicity a stanoveni tézkych kovil
v extraktech hub. Obecné je znamo, ze houby dokazi kumulovat té¢zké kovy z prostiedi. Diky
tomuto poznatku byla provedena analyza prvkii pomoci ICP-OES. S tim miize souviset
i cytotoxicita hub, kde byl proveden MTT test. V extraktech hub byl nalezen hlinik, ktery neni
vmensi mife pro télo toxicky. Nejvyssi koncentrace hliniku byla v Zzampionu bilém
0,034 1 mg/l. VSechny hodnoty tézkych kovii se nachazi pod limitem vyhlasky
MZ ¢. 53/2002 Sb.

Z MTT testu lze vyhodnotit, Zze s vzrustajici koncentraci extrakti klesd viabilita
testovanych humannich bunék, a to jak u keratinocyti HaCaT, tak u bunék mysiho melanomu
B16F1. S vyssi koncentraci roste cytotoxicita. Je mozné pozorovat vyraznéjsi cytotoxicky
efekt u keratinocytli oproti bunkam melanomu. Hrani¢ni koncentraci extraktu z hlivy pro
cytotoxicky efekt na keratinocyty byly 4 %. Viabilita bunék mySiho melanomu se i u nejvyssi
pouzité¢ koncentrace extraktu udrzela na hranici 60 %. Na zakladé provedenych testi je
obtizné posoudit diivod cytotoxicity extraktl hub. Vyraznéjsi efekt extrakti na HaCat bunky
je zfejm¢ dusledkem toho, Ze builky mysiho melanomu rostou rychleji a jsou podstatné
zivotaschopnéjsi nez humanni keratinocyty.

Prace vyzaduje dalsi testovani jak obsahovych latek, tak i biologickych uc¢inka hub.
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SEZNAM ZKRATEK

8

A absorbance

A vinovéa délka

m  hmotnost

V  objem

ABTS™" 2,29-azinobis-(3- etylbenzotiazolin-6-sulfonova kyselina)
nm nanometr

GC plynova chromatografie

FID plamenové ioniza¢ni detektor

UV oblast — ultra fialova oblast

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

ICP-OES  emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
MTT 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
SDS dodecylsiran sodny

MK mastné kyseliny
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9 PRILOHY

Priloha 1 : Kalibrac¢ni kifivky
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Priloha 2: Postup pro vypodet obsahu glukani od vyrobce kitu Megazyme

CALCULATIONS:

Total Glucan (% wiw) =AE xFx100x | x 100 x 162
(+ oligomers etc) 0.1 1000 W 180

= AE xF/IW x 90

o-Glucan (% wiw)= AE xFx 1000 x _I x 100 x 162
(+ oligomers etc) (or 103) 1000 W 180

AE x F/W x 90 (final volume 100 mL)
AE x FIW x 9.27 (final volume 10.3 mL)

B-Glucan = Total Glucan - o-Glucan

(*+ oligomers etc.) (+ oligomers etc.)
where:
AE reaction absorbance — blank absorbance.

F = a factor to convert absorbance to ng of D-glucose.
= 100 (ng of the D-glucose standard)
GOPOD absorbance for 100pug of D-glucose standard.
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