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Abstrakt

Cilem bakalafské prace je otestovat a charakterizovat komeréné dostupné produkty s
deklarovanym obsahem [-glukand.

V teoretické ¢asti jsou popsany B-glukany, jejich mozné zdroje, vlastnosti a vyuziti. Déle
se v teoretické Casti nachdzi ¢ast zaméfend na stanoveni obsahu B-glukand. Jako zdroje B-
glukant jsou v teoretické Casti dale popsany kvasinka Saccharomyces cerevisiae a houba
hliva Gstfi¢na. Popsany jsou také jednotlivé stanovované skupiny aktivnich latek a principy
metod pouzitych pro jejich charakterizaci.

V experimentalni ¢asti této prace byly charakterizovany extrakty z péti komercné
dostupnych zdroji B-glukant. Stanovena byla antioxidacni aktivita, celkové polyfenoly,
proteiny a sacharidy, u vybranych produktl téZ obsah vitaminu C za vyuziti HPLC a dale
obsah lipidii za vyuziti GC-FID. Ke stanoveni obsahu B-glukant byla vyuzita enzymaticka
metoda.

U dvou vzorkl s nejvyssi antioxidacni aktivitou byly poté provedeny antimikrobialni a
MTT testy.

Abstract

The aim of the bachelor thesis is to test and characterize commercially available products
with declared B-glucans content.

The theoretical part describes B-glucans, their possible sources, properties and utilization.
Further, the theoretical part is focused on methods for determination of B-glucan content.
Saccharomyces cerevisiae yeast and oyster mushroom fungus are available as commercial
sources of B-glucans. Next individual groups of the active substances and principles of the
methods used for their characterization are described too.

In experimental part of this work the extracts from five commercially available sources of
B-glucans were prepared and characterized. Antioxidant activity, total polyphenols, proteins
and carbohydrates were determined. For selected products, the content of vitamin C using
HPLC and the lipid content using GC-FID were determine as well. An enzymatic method
was used to determine the B-glucan content.

Two samples of the highest antioxidant activity were then subjected to antimicrobial and
MTT tests.
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1 UvVoD

Beta-glukan je unikatni pfirodni komplexni polysacharid, schopny podporovat obranné
reakce organismu. Biologické ucinky glukanu jsou znamé jiz delSi dobu, védci se na n¢j
soustiedi uz od poloviny minulého stoleti. V soucasné dobé€ je beta glukan povazovany za
ucinny doplnék stravy, ktery zlepSuje stav imunitniho systému. Beta glukan je také velmi
silnym antioxidantem.

Beta glukan je polysacharidovd molekula extrahovand z bunécné stény rostlin, hub a
kvasinek. Pfi mistnim i1 celkovém podani je zcela netoxicky a bezpecny. Americka
organizace pro kontrolu 1é¢iv a potravinovych dopliikti FDA ho klasifikuje jako GRAS
(obecné povazovan za bezpecny) potravinovy doplnék. Neni znama jakakoliv toxicita nebo
negativni reakce po poziti beta glukanu nebo kombinace beta glukanu s jinou latkou. V
soucasnosti neexistuji studie prokazujici jakykoliv negativni efekt u autoimunitnich reakci.
Siroké spektrum antiinfekéni aktivity beta glukanu je moZno vysvétlit tim, Ze aktivace
imunitniho systému je nespecificka.
nalézt u vSech druhi zvifat — v€etné savcu a clovéka — a ryb. Soucasné poznatky ukazuji, ze
ptirodni beta glukan nejvice pisobi na evoluéné nejstarsi buiiky imunitni kaskady organismu
— makrofagy. Po vstupu beta glukanu do makrofagu dochazi k jeho aktivaci, kterd spociva v
zahédjeni morfologickych zmén a k produkci rznych druht tzv. cytokinind (informacnich
proteini imunitniho systému) a ty funguji jako vnitini reguldtory imunitniho systému.
Aktivovany makrofadg rozpoznava a zabiji nddorové bunky stejnym zpiisobem jako kdyz
odklizi cizorody material z téla.

Zdroje beta glukanti jsou hlavné houby, kvasinky a je¢men, oves. Beta glukan ziskany z
obili nebo jiného zrna (vazba 1,4) se ukazuje jako netcinny pii aktivaci makrofagt, ale mtze
pomoci snizovat cholestrol. Pouze glukany odvozené hlavné z hub nebo z kvasnic maji
stimulujici u€inek na imunitni systém. Z nékolika typl beta glukanti je beta 1,3 D glukan z
hub jednim z nejsilnéjSich modulatord imunity. Psobi také proti starnuti, stresu, podporuje
hojeni ran, preventivné pusobi proti rozvoji rakoviny, HIV a proti negativnim uCinktim
volnych radikalt.

V této praci budou charakterizovany produkty s obsahem beta-glukani a také bude
testovana jejich antimikrobidlni aktivita, v€etné testli vii€i keratinocytim a melanomovym
buitkam.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Beta-glukany

Beta-glukany jsou Siroce zastoupeny v piirode, obzvlasté v fasach, houbach a kvasinkach,
ale také ve vysSich rostlindch. Zajistuji riznorodé biologické funkce. Jsou hlavni slozkou
bunéénych stén, slouzi jako zdroj energie a nékdy také plni ochranou funkci[1].

Beta-glukany jsou bezpe¢ny a velmi G€inny doplnék stravy, ktery zlepSuje stav imunitniho
systému, obnovuje obranny systém téla a tim umoznuje lepsi prevenci pfed onemocnénim,
rychlej$i rekonvalescenci a rehabilitaci, poskytuje ochranu proti zafeni rtizného plvodu
(RTG vysetfeni, ozafovani, radia¢ni smog [2].

Beta-glukan je také velmi silnym antioxidantem s vysokou vychytavaci aktivitou volnych
radikala, diky niz bojuje proti jejich nezadoucim u¢inkiim na nés$ organismus [3].

Pocet molekuldrnich variant beta-glukani je témét tak velky jako pocet zdroji, z nichz
jsou izolovany. Beta-glukany jsou strukturalni komponenty bunécnych stén bakterii, sinic,
fas, kvasinek a hub, dokonce se v hojné mife nachazeji také v zrnech obilovin. Primérni
zdroje beta-glukanti pro imunomodula¢ni studie 1 pro lécebné aplikace jsou viceméné
tradi¢ni, jen ¢astecné dané jejich vétsi dostupnosti. V Evrope a USA jde o zymozan z kvasnic
vyuzivanych v pekafstvi a pivovarnictvi, ve Francii glukany z motskych tas, v Kanad¢ a
Brazilii glukany z obilovin, v Japonsku, Ciné a Rusku jsou to nejriizngj$i druhy hub (fitake,
maitake, reisi) [4].

2.1.1 Chemické vlastnosti

Beta-glukany jsou polysacharidy s dlouhym fetézcem, jejichz jedinou strukturalni
jednotkou je glukosa. Glukosa je v fetézci vazana vazbami v pozicich 1,3 a 1,6. V pozicich
1,6 a 1,41 1,3 se z hlavniho fetézce rozvétvuji mensi postranni fetézce. Tato struktura je dale
stabilizovdna pomoci vodikovych vazeb. Nejaktivnéjsi formou B-1,3-D-glukanti jsou ty, které
obsahuji postranni fetézce v pozicich 1,6 a rozvétvuji se z delsiho B-1,3-glukanového
hlavniho fetézce. [5]

Makromolekuldrni struktura glukant zavisi na zdroji a metodé izolace. Pfirodni
B-1,3-D-glukany jsou charakterizovany primarni strukturou, rozpustnosti, stupném vétvent,
molekuldrni hmotnosti, ndbojem polymeru, konformaci v roztoku (trojita Sroubovice,
jednoduché Sroubovice, ndhodna smyckova konformace). Tyto vlastnosti hraji vyznamnou
roli v biologické aktivité beta-glukanti.

Aktivita beta-glukant se odviji podle jejich stupné vétveni. Nejvyssi biologickou aktivitu
maji glukany se stupném vétveni v intervalu 0,20 az 0,33. Aktivitu beta-glukanti ovlivituje
taky velikost glukanu z hlediska molekulové hmotnosti. Riizné studie se zabyvaly popisem
vztahu biologické aktivity a molekulové hmotnosti glukant. Nejvyssi aktivitu vykazovaly
vzorky s molekulovou hmotnosti v rozmezi 100-200 kDa, vysokou molekulovou hmotnosti,
existujici ve formé trojité nebo jednoduché Sroubovici. Naopak vzorky ze stejného zdroje o
niz§i molekulové hmotnosti, 5-10 kDa, mély nulovou aktivitu, popt. velmi omezenou. [6]



Obrazek 1: Struktura beta-glukanu [7]

2.1.2 Pfirodni zdroje beta-glukani

Beta-glukany jsou vyznamnou soucasti vlakniny ceredlii, kterou tvoii nerozvétvené
polysacharidy slozené z [-D-glukopyranézovych jednotek vazanych (1,4) a (1,3)
glykosidovymi vazbami. Ze vSech obilnych zrn, jeCmen a oves obsahuji nejvyssi mnozstvi
beta-glukand, které tvoii 3-11% (je¢men) a 3-7% (oves) suSiny. Beta-glukany jsou obycejné
koncentrované ve vnitinich bunécnych sténach a endospermu jeCmene, ovsa a pSenice [8].

DalS§im zdrojem beta-D-glukant jsou kvasinky, v nichZ se nachazi také v bunécnych
sténach spolu s mannany a chitinem. -D-glukan z kvasinek se skladé z primarniho fetézce a
rozvétvenych polymert. Strukturu primarniho fetézce tvoii glukdézové polymery vazané (1,3)
a (1,6) glykosidovymi vazbami. Rozvétvené polymery se sklddaji z hlavniho fetézce s (1,3)
glykosidovymi vazbami, ktery obsahuje v riizné mite (1,6) -pB-vétveni. PGG-glukan nebo
poly- (1,6) -B-D-glukopyranozyl- (1,3) -B-D-glukopyranosy je geneticky modifikovany
B-glukan ze Saccharomyces cerevisiae. Zymozan je nazev preparatu ziskaného ze
Saccharomyces cerevisiae (pekaiské drozdi), ktery obsahuje B-(1,3)-glukan, B-(1,6)-glukan a
jiné slozky bunécné stény jako chitin a mannoproteiny [9].

B-(1,3) a B-(1,6)-glukany jsou dualezitou povrchovou slozkou hub. Mezi nejstudovangjsi
B-glukany z hub patii lentinan z Lentinus edodes, grifolan (také nazyvany GRN a grifolan
LE) z Grifola frondosa, schizophyllan (také nazyvany SPG, sonifilan, sizofiran a sizofilan)
ze Schizophyllum commune, SSG ze Sclerotinia sclerotiorum, PSK (krestin) z Coriolus
versicolor a PSP (polysacharidovy peptid) také z Coriolus versicolor a pleuran z Pleurotus
ostreatus [10].

Molekularni vzorec lentinanu je (C¢H100s) n. Sklada se z $-(1,3)-D-glukanové kostry s -
(1,6)-glukanovymi bo¢nimi fetézci. Molekulovd hmotnost lentinanu je pfiblizn¢ 500 kDa,
stupen vétveni je 2/5 a terciarni struktura lentinanu je pravotoCivy trojnasobny helix. Grifolan
se také sklada z PB-(1,3)-D-glukanové kostry s B-(1,6)-glukanovymi bocnimi fetézci.
Molekulova hmotnost grifolanu je piiblizné¢ 500 kDa, stupenn vétveni je 1/3 a jeho terciarni
struktura je trojnasobny helix. Schizophyllan i SSG obsahuji B-(1,3)-D-glukanovou kostru a
B- (1,6) - glukanové bo¢ni fetézce, maji terciarni strukturu trojnasobného helixu. Stupen
vétveni schizophyllanu i SSG je 1/3. B-glukan izolovany z Pleurotus ostreatus, nazyvany
pleuran, mé& rozvétvenou strukturu slozenou z hlavniho fetézce tvorené¢ho
B-D-glukopyran6zovymi zbytky védzanymi (1,3) glykosidovymi vazbami, kazdy ctvrty je
substituovany na O-6 jednou D-glukopyran6zovou skupinou. Tento v zasadach nerozpustny
polysacharid obsahuje malé mnozstvi (7%) zbytkd vazanych (1,6) a (1,4) glykosidovymi
vazbami [11].

Glukany hub a kvasinek maji shodné struktury. Primarni fetézec je tvotfen (1,3) spojenymi
B-D-glukopyranosylovymi jednotkami, podél nichz se rozvétvuji vedlejsi tetézce
z B-D-glukopyranosylovych jednotek napojenych vazbou (1,6) [6].



2.1.3 Vyuziti

Vysledky mnoha studii ukazaly, ze G€inky beta-glukanti jsou velmi prospésné pro cloveka
a zvirata. Napf. beta-glukany obsazené v ovesnych produktech mohou predstavovat dilezity
prvek pfi napomahani dietnich terapii. Dale napomahaji u fady nemoci, jako jsou hypertenze,
hypercholesterolemie, gastritida, zanét Zaludec¢ni sliznice nebo diabetes [11].

Beta-glukany maji schopnost vychytavat volné radikaly a tim zmirnit zanétlivé stavy
a predstavuji tak vyznamnou ochranu proti peroxidaci lipidd v krvi nebo plazmé.
Beta-glukany ze zrn nejsou jednotnou frakei, mnohé formy téchto latek 1ze nalézt s riznou
molekulovou hmotnosti a riznymi chemickymi a fyzickymi vlastnostmi (napft. viskozita).
Riizné vlastnosti beta-glukani mizou rozhodovat o vlivu na organismy, tj. o antidiabetickém,
protizanétlivém a antioxida¢nim ucinku (tyto UCinky koreluji s molekulovou hmotnosti,
viskozitou, slozenim a chemickou strukturou) [11].

V posledni dobé se beta-glukany stale vice vyuzivaji v kosmetickém primyslu. Lokalné
aplikovany beta-glukan aktivuje epidermalni makrofagy (Langerhansovy bunky) a tim
zabranuje pruniku mikrobu ptes poranéni. Déle urychluje zotaveni poskozené tkané.

Kvili nerozpustné povaze beta-glukant (dispergovanych ¢astic 1-3 um), je velmi obtizné
podavat je nitrozilni cestou. Intravenozni infuze nerozpustného glukanu z bun¢k kvasinek
podavand krysam, méla za nasledek rychly rozvoj plicniho granulomu, slozeného téméf jen
z monocytli a makrofagii. Nékolik systémovych nemoci je charakterizovano piitomnosti
granulomu z monocytd, které se podobaji tém nalezenym v organismech potkand. Jsou to
sarkoidoza, berylioza, talkdza, Wegenerova granulomatoza [4].

2.2 Zdroje pB-glukanu ve studovanych pripravcich

2.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Jednobunécny eukaryotni druh kvasinky z oddéleni vieckovytrusnych hub (Ascomycota),
také oznacovana jako pivni ¢i pekaiska kvasinka. Tvar bun¢k Saccharomyces cerevisiae je
kulaty az ovalny o velikosti 5-10 pm. Clovékem je vyuZzivana v kvasnych procesech jiz od
neolitu [12].

U kvasinek je mozné pohlavni i nepohlavni rozmnozovani. Nepohlavni rozmnozovani
probiha pucenim, pohlavni rozmnozovani probihd konjugaci dvou haploidnich bunék. Jde
o fakultativné anaerobni a mezofilni mikroorganismus [16].

Bunééna sténa kvasinky je robustni, poskytujici fyzickou ochranu a osmotickou podporu.
Mechanickd pevnost stény je dana predev§im vnitini vrstvou, jenz obsahuje B-1,3-glukan
a chitin a predstavuje asi 50-60 % hmotnosti suché hmoty stény. Vnéjsi vrstva je tvofena ze
siln¢ glykosylovanych mannoproteinii vystupujicich z bunééného povrchu. Vnéjsi sténa
proteinti odpovida piiblizné€ jedné tfetiné suché hmotnosti stény. Proteiny bunééné stény jsou
kovalentn¢ vazany na sit’ B-1,3-glukan-chitinu bud’ nepiimo ptes B-1,6-glukanovou ¢ast,
nebo piimo. Krom¢ toho jsou nékteré proteiny disulfidové vazany na jiné proteiny
bunécnych stén.

Mechanicka pevnost bun&né stény je hlavné zplsobena p-1,3-glukanem. Retézy
B-1,3-glukanu patfi do tzv. duté helixové rodiny, tj. miize existovat v riznych stavech
prodlouzeni. Tato vlastnost vysvétluje elasticitu bunécné stény.

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae patii mezi jedny z nejprozkoumanéjSich kvasinek
a nachazi Siroké vyuziti v biotechnologiich [15].
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Obrézek 2: Saccharomyce cerevisiae [18]

2.2.2 Hliva tstFi¢na

Houba znama v Japonsku pod ndzvem hiratake, lat. Pleurotus ostreatus, jez se vyskytuje
téméf ve viech vegetatnich pasmech a je také pramyslové péstovana v Ceské republice.
Obsahuje beta-glukan pleuran, jenz pasobi aktivacné na imunitni systém [ 14].

Hliva ustficnad je dfevokaznd lupenita houba, kterd ma Siroky vé&jitkovity klobouk
v rozmezi 5-35 cm, jehoz okraj se stava ostrym. Zbarveni je zavislé na podminkach ristu,
vzdusné vlhkosti apod. Klobouky rostou podobné jako u ostatnich hliv nad sebou v trsech,
fadach nebo vrstvach. Trsy plodnic mohou dosahovat hmotnosti i n€kolika kilogram?.

Roste od konce 1éta az do zimy, pfi mirné zim¢ ¢asto i na jate, na zivych nebo odumielych
kmenech listnatych stromt, zejména na bucich, vrbach, ofeSacich, btizach, topolech nebo
jetabinach.

Konzumace hlivy diky obsahu polysacharidickému [-1,3/1-6-D-glukanu pfiznivé
ovlivituje hladinu cholesterolu v krvi, zvySuje odolnost proti infekcim, zvysSuje také tvorbu
a plistovym chorobam.

Hliva déale obsahuj krom beta-glukanti, také terpeny, zejména pleurotin, jenz je
antibiotickou a antitrombotickou latkou [17].

T D "'-.}_.—.':
4 & Py £

Obrézek 3: Hliva tstiicnd [18]
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2.3 Principy pouZitych pristroji a metod
2.3.1 Antioxidacni aktivita

Organismy je tfeba chranit pfed pilisobenim exogennich a endogennich volnych radikali.
Takové ochrany lze docilit plisobenim antioxidantti, které snizuji pravdépodobnost vzniku
radikalii, popt. snizuji jejich reaktivitu nebo je Gplné€ utlumi, ¢imz je omezen proces oxidace
v organismu nebo ve smeésich, kde se vyskytuji. Setkat se s nimi miizeme v potravinach,
napf. zabranuji zluknuti rostlinnych tukl, ale také v organismech ve form¢ enzymd.
V potravé jsou vSak pfitomnost antioxidanti nepodstatnd, protoze rychle zanikaji
a nepiezivaji travici proces [20].

Antioxidacni aktivita je stanovena pomoci metody TEAC, ktera vyuziva principu zhaseni
radikalového kationtu ABTS™, jenz vznika oxidaci 2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonatu). Tmavé zeleny roztok vykazuje vysokou absorbanci v oblasti viditelného svétla
(600-750 nm), diky cemuz je vyuzivano spektrofotometrického stanoveni. Namétena
hodnota odpovidd poctu inaktivovanych radikalovych kationti ABTS™ jednou molekulou
antioxidantu. Stanoveni je zavislé na ¢ase inkubace, mnoZstvi vzorku a koncentraci ABTS ™
[21].

2.3.2 Spektrofotometrie

Fyzikalné-chemicka disciplina, jejimz zdkladem je Lambert-Beertv zdkon, zabyvajici se
vznikem a vlastnostmi vSech druhi spekter, interakci mezi hmotou a elektromagnetickym
zafenim. Zkouma zavislost absorpce, emise a rozptylu elektromagnetického zatfeni jako
funkce vinové délky nebo frekvence.

Spektrofotometrie je zalozena na interakci elektromagnetického zafeni s analytem. Analyt
c¢ast zafeni absorbuje, ¢imz dojde ke zméné energie molekuly a vzniku excitovaného atomu.
Zateni, které roztokem projde je nasledné¢ detekovano pfistrojem. MnoZstvi svétla, které
vzorkem proslo, odrazilo se nebo bylo pohlceno jistou latkou, je zavislé na koncentraci latky
a na vlnové délce svétla.

Spektrofotometrickd stanoveni byla provedena na pfistroji od firmy Helios. V n¢kterych
piipadech bylo tieba vzorky natedit tak, aby absorbance neptesahla hodnotu 1,0 [22].

233 Enzymatic Yeast p-Glucan Assay Kit — Stanoveni p-Glukanui

Jednoducha kvantitativni metoda pro urovani (1—3)(1—4)- B-glukani v je¢menné
mouce a sladu. Poprvé byla popsana jiz v roce 1985 Barrym V. McClearem a Malcolmem
Glennie-Holmsem [23]. Metoda umoznuje piimou analyzu B-glukanid. Jejich postup je
celosvétoveé vyuzivanou metodou stanoveni B-glukanii v je¢menu, sladu a vys$sich houbach.
Dlouh¢ ftetézce P-glukani  jsou specificky depolymerizovany pomoci  Cisté
(1-3)(1—4)- B-D-glukanazy (lichenasy) na oligosacharidy. Tyto oligosacharidy jsou poté
specificky a kvantitativné hydrolyzovany na gluk6zu pomoci ¢isté B-D-glukosidasy. Glukéza
je poté stanovena pomoci reagentu GOPOD (glukosaoxidasy a peroxidasy) [23].
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Obrazek 4: Enzymatickeé Stepent f-glukanii [23]

2.34 Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem — GC — FID

Principem této metody je rovnovazna distribuce slozek mezi dvé faze: plynou (mobilni) a
kapalnou nebo tuhou (stacionarni). K separaci slozek dochazi vzdy v plynné fazi, proto je
tteba, aby vSechny slozky vzorku mohly byt vypatfeny definovanym zpisobem. Z tohoto
divodu je GC vhodna spiSe pro organické latky, které maji teplotu varu do 400 °C [24]
[25][26].

Hlavni ¢asti plynové chromatografie jsou nosny plyn, Cistici a regulacni zafizeni,
Casti pristroje se fadi kolona, na které dochazi k separaci. Slozky stanovovaného vzorku jsou
transportovany kolonou pomoci nosného plynu (mobilni faze), jenz by mél inertni vici
vzorku. Nejcastéji pouzivané nosné plyny jsou vodik, dusik, helium a argon, které jsou
uchovavany v tlakovych lahvich. Na zaklad¢ rozdilnych interakci stanovované latky ke
stacionarni fazi dochézi k separaci a pomoci nosného plynu poté k eluci vzorku, ktery je poté
detekovan.

Do pfistroje je vzorek vpraven pomoci injektoru. Nejcastéji se pouziva zavedeni pomoci
mikrostiikacky pfes septum, popf. ptes davkovaci ventil (autosampler) [27][28].

Kolony délime na naplnové a kapilarni. Naplnové kolony jsou trubice naplnéné
absorbentem, napft. silikagelem nebo aluminou, a jejich délka byvé od jednoho po tfi metry,
prumér od dvou do tfi milimetri. Kapilarni kolony jsou vyrobeny ztavené¢ho kiemene
pokrytého polyimidovou vrstvou [24].

Stalou teplotu v pfistroji zajiStuje termostat, ktery udrzuje teplotu takovou, aby vzorek
zustal po dobu analyzy neustale v plynném stavu [27][28].

Detektor poskytuje rozdilné signaly pii prichodu samotného nosného plynu a pii
prichodu smési nosného plynu s eluovanym vzorkem. Detektor volime tak, aby m¢l dobrou
stabilitu signdlu, velkou citlivost a dostatecn¢ rychlou reakci na zménu slozeni. Plamenové
ionizacni detektor se fadi mezi jeden z nejrozsifenéjSich (FID detektor, ,,Flame Ionization
Detector*). Jeho principem je ionizace molekul plynu v kyslikovodikovém plameni hoficim
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mezi dvéma elektrodami. Je-li pfitomen vzorek, dojde ke zvySeni ionizace a detektorem bude
probihat proud tmérny koncentraci slouceniny v nosném plynu. Detekéni limity tohoto
detektoru se pohybuji v pikogramech analytu. Nejcastéji se FID vyuziva pro stanoveni
organickych latek [27][28].

zesileni signalu a

vzorek zpracovani
regulator nasrik vzorku a
prutoku nosného plynu

/

r 4

chromatogram

\ detektor jednotlivych
\ slozek

termostat
(vyhrievanie kolony)

LY

\chromatograficka kolona

nosny plyn
(helium/dusik/vodik)

Obrazek 5: Plynova chromatografie Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.

235 Kapalinova chromatografie - HPLC s UV-VIS detekei

U kapalinové chromatografie je jako mobilni faze pouzita kapalina. O separaci slozek
vzorku poté rozhoduje interakce se stacionarni fazi, ale i pouzitd mobilni faize. Béhem
separace dochazi k déleni analytu mezi mobilni a stacionarni fazi, kde cas, ktery vzorek
stravi ve stacionarni, ¢i mobilni fazi, zalezi na afinit¢ analytu ke kazdé z fazi [28].

Pro zvysSeni ucinnosti kapalinové chromatografie se vyuziva dostatecné¢ malych zrnicek
sorbentu, jez kladou prostupujici kapalin¢ dostate¢ny odpor. Proto je vyuzivano vysokych
tlakd [30].

Staciondrni fadze se nachdzi v kolondch a mé rozhodujici vliv na separaci pii pouziti
napliovych kolon. Cim mensi ¢astice sorbentu v kolong, tim je separace u&inngjsi.

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni inertni, ale vyrazné se podili na separa¢nim
procesu. Slozeni mobilni faze Ize prakticky neomezené ménit a je prakticky jednodussi ménit
slozeni mobilni faze nez ménit stacionarni fazi. SloZzeni mobilni faze se méni pomoci zmény
slozeni rozpoustédel, pH, iontové sily, ¢i iontové parovymi cinidly. Mobilni fazi
charakterizuji polarita a selektivita [28][30].

Ptistroje pro kapalinovou chromatografii se skladaji ze zasobniku mobilni faze, Cerpadla,
vstiikovaciho ventilu, separa¢ni kolony a detektoru [28].

Do kolony se kapalina dostdva pomoci Cerpadel. Pouzivaji se Cerpadla pistova nebo
membranova, kterda musi byt vysokotlaka. Idedlni je, kdyz cerpadlo dosahuju pratoku
v rozsahu od mikrolitrii do desitek mililitri za minutu s méné nez 1% kolisanim pratoku pti
tlaku az 35 MPa. Cerpadlo musi byt z takového materialu, aby pii prichodu mobilni fazi
nebylo naruseno, a nesmi se zn¢j uvoliiovat zadné latky. Pratok musi byt bezpulsni,
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nekolisavy a reprodukovatelny. Pro mensi pritoky se vyuziva pistovych Cerpadel, kterd jsou
bezpulsni [28].

Davkovani injek¢ni stiikackou zplisobuje problémy s té€snosti, udrzenim tlaku a zejména
se zavedenim stop materidlu injekéni stiikacky. Materidl stiikacky by mél byt z inertnich
materidli, jako jsou nerezova ocel, titan, ¢i nékteré polymery. Existuji manudlni, ale také
automatickd injek¢ni zafizeni, v dne$ni dob& byvaji nahrazeny davkovacimi ventily se
smyckou. Objem smycky se pohybuje od desitek nanolitrii az po mililitry, vyhodou je
reprodukovatelné a snadno automatizované davkovani [28].

Kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli, skla anebo plastu. Vnitini priamér kolon
se pohybuje fadoveé od desitek mikrometrit do 1 centimetru. Délka kolon je vétSinou 10, 15,
25 centimetrti a bézny prutok eluentu je 1-2 ml za minutu. Kolony se chrani pied necistotami
a nerozpustnymi materialy pomoci pifedkolon, které jsou umistény mezi ¢erpadlo a davkovaci
smycku, popi. ochranné kolony umisténé mezi ddvkovaci zatizeni a analytickou kolonu. Pro
zlepSeni separace se miize kolona zahtivat pomoci termostatu [28].

Detektory pro kapalinovou chromatografii by mély byt selektivni pro analyt a malo citlivé
na mobilni fazi. Prito¢na cela, stejné jako Cerpadlo, musi byt vyrobena z materidlu odolného
vu¢i mobilni fazi a udrzet tésnost. NejCastéji se u kapalinové chromatografie setkdvame
s fotometrickymi, refraktometrickymi a fluorescen¢nimi detektory. Objem detektoru by mél
byt natolik maly, aby nedochézelo k rozm}'IVéni elucnich kﬁvek Signal detektoru by mél byt

-----

cv w7

by méla byt co nejvétsi, mez detekce co nejnizsi, sco nejmensim Sumem. Jednim
z nejpouzivanéjSich detektorii je spektrofotometricky. Je pomérné jednoduchy, spolehlivy,
s Sirokym rozsahem latek, které pomoci n¢ho lze detekovat a je také kompatibilni
s gradientovou eluci. Dilezité je, aby mobilni faze neméla vysokou absorbanci pii pouzité
vlnové délce. NejCastéji se vyuziva dvoupaprskovych spektrofotometrii s pratokovou
detekéni celou [28].
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Obrazek 6: Kapalinova chromatografie [31]

davlovaci

24 Kultivace mikroorganismi

Kultivace se vyuzivd, pokud chceme namnozit kultury bakterii a provadi se na
nebunécnych zivnych ptidach. Pro to, aby byla kultivace Gspésna, je tfeba spravné zvolit
zivné médium. Naroky mikroorganismi na zivna média jsou velice rozdilné. Organismy
muzeme délit podle pozadavkl na kyslik na aerobni a anaerobni a také podle narokii na
ziviny. Nej€astéji pouzivanym rozpoustédlem je voda [34].

Podle plvodu délime Zzivnd média na ptirodni (ovoce, mléko), synteticka (pfesné
definované chemické slozeni) a uméla (pfipravend, ale o nezndmém chemickém slozeni).
Déle média mizeme délit podle konzistence na pevna, polotuha a tekutd. Podle obsahu zivin,
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na zakladni a obohacené, a také podle ucelu pouziti (selektivni, universalni, diagnostické
a vybérové-diagnostické [32].

24.1 Pouzité mikroorganismy

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity byla vybrana kvasinka z kmene Candida glabrata,
gramnegativni bakterie Serratia marcescens a grampozitivni bakterie Microccocus luteus.

Kvasinky jsou eukaryotni mikroorganismy. Casto se vyuZivaji v potravinafstvi
a biotechnologiich. Maji vejcovity tvar a rozmnozuji se bud’ vegetativné ¢i pohlavné. Builky
kvasinek jsou tvofeny bunécnou sténou, cytoplazmatickou membranou s cytoplazmou a dalsi
bunécné struktury [32].

Bakterie jsou jednobunécné, prokaryotické mikroorganismy, které maji velice specificky
metabolismu, diky kterému maji rychly riist a rozmnozovani. Jejich velikost je udavéana
v mikrometrech. Velky vyznam u bakteridlni buiky ma bunécna sténa. Ta tvoii ochranny
obal pied mechanickym a chemickym poSkozenim, vysychanim, udrzuje staly osmoticky tlak
a udrzuje tvar bunky. Hlavni slozkou bunécné stény je peptidoglykan [35].

Podle struktury bunécné stény delime bakterie podle Gramma na grampozitivni (G+)
a gramnegativni (G-). U grampozitivnich je bunéénd sténa tvofena silnou vrstvou
peptidoglykanu, jez je prostoupena kyselinou teichoovou. Bunécna sténa gramnegativnich
fosfolipidli a bilkovin. Vrstvy jsou vzajemné propojeny lipoproteiny a na horni strané
membrany se nachazi lipopolysacharidy [35].

2.4.1.1 Candida glabrata

Kvasinka patfici do rodu Candida. Do neddvna byla povazovdna za nepatogenni.
Predstavuje druhy nejcastéjsi patogen v krevnim obcéhu v Severni Americe. Jeji vysoky
vyskyt je zptisobem pouzivani Sirokospektralnich antibiotik. Casto se nachazi v mo¢ovych
cestach nebo u povrchovych infekei.

Obrazek 7: Candida glabrata [39]

2.4.1.2 Serratia marcescens

Grammnegativni bakterie z Celedi Enterobacteriaceae. Ma tvar velmi kratkych tyc¢inek
o pruméru 1 pum. Tvofi kratké fetizky, anebo se vyskytuje jednotlivé. Jednd se fakultativné
aerobni bakterie a jejich charakteristickym znakem je tvorba Cervené zbarvenych kolonii.

Serratia marcescens je hlavni plivodcem cervenych skvrn na potravinach s obsahem skrobu
[36].
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Obrazek 8: Serratia marcescens [40]

2.4.1.3 Microccocus luteus

Grammpozitivni bakterie z ¢eledi Micrococcaceae. Mé kulovity tvar o primeéru
0,5 — 3,5 um. Jedna se o aerobni bakterii vyskytujici se ve shlucich, ¢i parech.
K charakteristickym znakiim Microccocus luteus je produkce barviva lutein, jenz patii mezi
karotenoidni barviva, barva je zlutd. Bakterie je velmi rozsifena, nachazi se napt. na kazi ¢i
v Ustni dutin€ a povazuje se za nesSkodnou bakterii pro zdravi clovéka [37].

Obrazek 9: Microccocus luteus [41]

24.2 Antibakterialni stanoveni — Agarova difuzni metoda

Kvalitativni metoda pro stanoveni bakteridlniho kmene k antibiotiku. Pracuje se s pevnym
kultivaénim médiem. Rezistentnost ¢i citlivost kmene vaci antibiotiku pozndme podle
zméfeni inhibi¢nich zén kolem ,,jamky* obsahujici pfesny objem extraktu vzorku. Touto
metodou stanovujeme minimalni uc¢innou koncentraci MIC, ktera zastavuje rlst kmene.
Metoda slouzi vétSinou jako srovndvaci metoda pro nové antimikrobialni latky [42].

2.5 Testovani cytotoxicity in vitro

Pojem in vitro v ptekladu do ¢estiny v piekladu znamend mimo lidské télo, ve skle. Testy
jsou provadény ve zkumavkach, na sklicku nebo na Petriho misce. K testim pouzivame
tkanové kultury nebo bunécné linie. Pomoci testi jsme schopni stanovit ucinky chemickych
a toxickych latek na bunkach. Cytotoxicita je schopnost bunék nebo chemickych latek nicit
jiné bunky [43].
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2.5.1 Toxicita

Toxicitou je mySlena mira vlivu, jakym plsobi jedovaté latky na Zivy organismus.
V soucasné dob¢ jsou veskeré latky ¢i materialy, které se zavadi do lidského organismu,
testovany na toxicitu pro butiky a tkané€. Toxicitou se zabyva védni obor toxikologie [44].

2.5.2 MTT test cytotoxicity

Cytotoxicita extrakti byla stanovena pomoci MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid) testu. Jednd se o metodu zalozenou na redukci zlut¢ho MTT,
pomoci mitochondridlnich enzymu dychaciho fetézce buné€k, na fialovy formazanovy derivat,
ktery zstava uvniti bunék ve formé nerozpustnych granuli. Pfidanim SDS detergentu dojde
k uvolnéni a rozpusténi barviva z buné¢k, tim ziskavame ciry fialovy roztok, ktery méfime
spektrofotometricky pii 540 nm [44].

3 CIiL PRACE

Cilem bakalafské prace je stanoveni obsahu aktivnich latek a mnozstvi B-glukant
ve vybranych produktech obsahujicich Saccharomyces cerevisiae a hlivu tstti¢nou.
Prace byla feSena v nasledujicich krocich:
e Struc¢na reSerSe zaméiena na B-glukany a jejich studie
e Piiprava extraktl
e Charakterizace aktivnich a obsahovych latek
e Stanoveni mnoZstvi obsahu -glukani v komer¢nich vzorcich
e Testovani extraktll vzorki na antimikrobialni aktivitu
e Testovani G¢innosti extraktl vzorkll na naddorové bunky
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Laboratorni vybaveni

4.1.1 Piistroje

Analytické vahy Boeco (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

ELISA reader BioTek Elx808, BioTek (Némecko)

Inverzni biologicky mikroskop, Laboserv (CR)

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

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

Opticky emisni spektrometr s induk¢éné vazanym plazmatem Horiba Ultima 2 (Horiba
Scientific, Francie)

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

Spektrofotometr VIS, Helios 8, Unicam (GB)

Ttepacka IKA Yelow Line (SRN)

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

Vortex, TK35, Kartell spa (USA)

HPLC-ULTIMATE 3000, DAD detektor

4.1.2 Chemikalie

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.0.

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 ¢inidlo, Serva (SRN)

Hydrogen uhli¢itan sodny- p.a., LachNer, (CR)
HexakyanoZeleznatan draselny, Penta (CR)
Heptahydrat hydrogen arsenitu sodného - 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 dusi¢na 67 %, p.a Analytika (Praha, CR)
Kyselina sirova (96%), LachNer

Metanol, p.a., Lachema (CR)

Molybdenan amonny - LachNer

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)
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Prvkové standardy 1g/L, Analytika (CR)

Siran zineénaty heptahydrat, p.a., LachNer (CR)

Siran méd’naty pentahydrat — Lach-Ner s.r.o.

Siran sodny - — Lach-Ner s.r.0.

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

Uhli¢itan vépenaty, p.a., LachNer (CR)
Ultradeionizovana voda Pure Lab Water

Vinan sodno-drasleny tetrahydrat p. a. — PENTA s.r.o.
Yeast extract - LachNer

4.1.3 Plyny

Dusik 5.0 SIAD v tlakové bomb¢ s redukénim ventilem;
Vodik 5.5 SIAD v tlakové bomb¢ s redukénim ventilem;
Vzduch 5.0 SIAD v tlakové bombe¢ s redukénim ventilem
4.1.4 Standardni chemikalie

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)
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4.2 Vybrané produkty

4.2.1 Superionherbs Betaglukan MaxCell

Produkt obsahujici beta-glukan kvasni¢ného pivodu ziskany z kvasinek Saccharomyces
cerevisiae doplnény o vytézek z aceroly a resveratrolu. Vyrobcem uddvana Ccistota
3-1,3/1,6 D-glukanu je 80 %, aceroly 25% a resveratrolu 50% (zdrojem resveratrolu je
ktidlatka japonska). Produkt je ve formé& prasku v rostlinné tobolce. Baleni obsahuje 90
kapsli, slozeni jedné kapsle je 420 mg B-1,3/1,6 D-glukanu, 50 mg aceroly a 15 mg
resveratrolu.

~  BetaGlukan

3 3
: -val-wi stravy St
tf‘- Supenonherbs \

=

Obrazek 10: Superionherbs Betaglukan MaxCell

4.2.2 APOTEX Betaglukan IMU 200 mg

Produkt obsahujici beta-glukan kvasni¢ného pivodu ziskany z kvasinek Saccharomyces
cerevisiae a s obsahem vlakniny inulin. Vyrobcem udéivana Cistota je minimalné¢ 70 %.
Produkt je ve formé& prasku v rostlinné tobolce. Baleni obsahuje 60 tobolek, slozeni jedné
tobolky je 286 mg B-1,3/1,6 D-glukanu a 124 mg Inulinu.

Betaglukan =

Cbriabah Dk Bsttapik sy & iy Win

60

Obrazek 11: APOTEX Betaglukan IMU 200 mg

4.2.3 APOTEX Betaglukan FORTE 250 mg

Ptipravek obsahujici pfirodni beta-glukany a vitamin C. Pfipravek obsahuje kvasni¢ny
beta-glukan (Saccharomyces cerevisiae) s piidavkem vitaminu C. Vyrobcem udavana Cistota
beta-glukanu je 70 %. Baleni obsahuje 30 tobolek, slozeni jedné tobolky je 356 mg
3-1,3/1,6 D-glukanu a 80 mg vitaminu C.
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Obrazek 12: APOTEX Betaglukan FORTE 250 mg

4.2.4

Finclub fin Glukimcaps
Ptipravek obsahujici patentovanou slozku WGP® beta-glukan ziskany z potravinaiskych
coz je zdrojem 250 mg B-1,3/1,6 D-glukanu. Obsah baleni je 10 kapsli.

kvasnic (Saccharomyces cerevisiae). Slozeni jedné kapsle je 335 mg WGP® beta-glukanu,

¥ finclub

international

! ~

doplnék stravy 10 cps. [l
4,58

)

vyzivovy doplnok / suplement diety

Obrazek 13: Finclub fin glukimcaps

4.2.5 Imunoglukan P4H 250 ml
Pripravek obsahujici beta-glukan z hlivy uGstficné (Pleurotus ostreatus) s obsahem

vitaminu C. Produkt je ve form¢ sirupu, 1 ml sirupu obsahuje 10 mg Imonoglukan® a 10 mg

vitaminu C. Obsah baleni je 250 ml.

Obrazek 14: Imunoglukan P4H 250 ml

zkumavek

4.3 Extrakce
Navazka obsahu tablety byla extrahovéana v destilované vod¢ a poté tiepana na tiepacce po
nasledn¢ byly vzorky pifeneseny do centrifugacnich

dobu 20 minut,
a centrifugovany pti 5000 ot./min po dobu tfi minut.
Takto ptfipravené extrakty byly vyuzity pro vSechna stanoveni, s vyjimkou lipida.
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Tabulka 1: Navazky a objemy vody pro extrakce

Metoda m [g] V [ml]
Celkové sacharidy
Redukujici sacharidy 0,09 30
ABTS 0,10 50
Proteiny
Vitamin C 0,40 10
Vitamin C pro 1,03 10
Immunoglukan
4.4 Charakterizace extrakti
4.4.1 Stanoveni neutralnich sacharidii metodou dle Duboise

Obsah neutralnich sacharidt byl stanoven metodou dle Duboise. Tato metoda je zaloZzena
na dehydrataci sacharidii pomoci koncentrované kyseliny sirové za vzniku furalu (u pentos)
nebo 5-hydroxy-methylfuralu (u hexos). Vznikly fural poté kondenzuje s fenolem za vzniku
¢erveného zabarveni. Absorbance je méfena pii 490 nm.

Kalibra¢ni fada byla sestrojena ze standardu glukosy o koncentraci 1 mg ml™!, v rozsahu
koncentraci 0 — 100 pg.ml!. Do zkumavek bylo napipetovano 1 ml vzorku, 1 ml 5% roztoku
fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirové (pfidavani fenolu a kyseliny sirové se provadi
v digestofi). Smés byla inkubovana po dobu 30 min pii laboratorni teploté. Poté byla
zmeétena absorbance pii 490 nm proti blanku. Blank obsahoval namisto 1 ml vzorku 1 ml
destilované vody.

Vodné extrakty vzorku, o neznamé koncentraci, obsahujici navazku 0,1 g byly ve
zkumavkach smichany s reakéni smési podle postupu pro sestrojeni kalibrace. Kazdy vzorek
byl analyzovén tiikrat, vypocitana primérna hodnota a smérodatné odchylka.

4.4.2 Stanoveni celkovych polyfenoli

Stanoveni celkového obsahu polyfenolit bylo provedeno standartni fotometrickou
metodou s Folin-Ciocaltauovym &inidlem. Jako standart byl pouzit 6 mol-1"! roztok kyseliny
gallové v destilované vod¢. Folin-Ciocaltauovo ¢inidlo bylo ziedéno vodou v poméru 1:9.
Dale byl pouzit roztok uhli¢itanu sodného o koncentraci 22 g na 100 ml destilované vody.

Kalibra¢ni fada roztokt kyseliny gallové o koncentraci 0,1-0,5 mg:ml! byla zméfena
spektrofotometricky pomoci UV/VIS spektrofotometru Helios. Do zkumavek bylo pfidano
1 ml Folin-Ciocaltauova ¢inidla, 1 ml destilovani vody a 50 pl vzorku. Smés byla
promichana a ponechana 5 minut stat. Poté byl do zkumavky ptidan 1 ml nasyceného roztoku
uhli¢itanu sodného. Po 15 minutéch stani byla zmétena absorbance pii 750 nm proti slepému
vzorku. U slepého vzorku bylo nahrazeno 50 pl vzorku 50 pl destilované vody. Kazdy
vzorek byl analyzovan tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocitany primér a smérodatna
odchylka (SD) pomoci software Microsoft Office Excel.

Pti analyza vzorka bylo na misto 50 pl roztoku kyseliny gallové pipetovano 50 pl extraktu
vzorkl. Extrakty byly pfipraveny navazenim konkrétniho podilu vzorku, ktery byl poté
extrahovan v destilované vodé po dobu 30 minut. Nésledn¢ byly extrakty centrifugovany
5 minut pti 5000 ot/min. Nasledné bylo odpipetovano pozadované mnozstvi extraktu. Vzorky
piipravkl s obsahem beta-glukanti byly opét tiikrat analyzovany stejnym zptsobem.
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4.4.3 Stanoveni redukujicich sacharidi metodou dle Somogyi-Nelsona

Metoda je zaloZena na redukci médnaté soli a ndsledovném vzniku modrozelené¢ho
komplexu. Koncentrace redukujicich sacharidi je poté vypoctena pomoci kalibra¢ni rovnice
za zméfeni absorbance.

Pro sestrojeni kalibracni kiivky byl pfipraven zasobni roztok glukosy o koncentraci
50 pg/ml. Poté byla sestrojena kalibra¢ni fada v rozmezi od 5 do 50 pg/ml.

K I ml vodného extraktu vzorku bylo ptidano 0,5 ml roztoku Somogyi-Nelson I a 0,5 ml
roztoku Somogyi-Nelson II. Zkumavky byly promichdny a po dobu 10 minut vafeny pfi
teploté 100 °C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo ptfiddno 0,5 ml roztoku Somogyi-
Nelson III. Obsah zkumavek byl vortexovan, po rozpusténi srazeniny byly zkumavky
doplnény na objem 10 ml destilovanou vodou. Zkumavky byly znovu vortexovany a poté
byla méfena absorbance pii 720 nm proti slepému vzorku. Slepy vzorek byl pfipraven
nahrazenim 1 ml vodného extraktu destilovanou vodou.

Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat a byla vypocitdna primémd hodnota a SD.
Koncentrace sacharidi byla vypoctena dosazenim do kalibrac¢ni kiivky.

4.4.4 Stanoveni proteinii metodou dle Hartree-Lowryho

K1 ml extraktu vzorku (0,1 g v50 ml destilované¢ vody) bylo pfidano 0,9 ml
Hartree-Lowryho cinidla A (1 g tetrahydrogenvinanu draselno sodného, 50 g uhli¢itanu
sodného, 50 ml 1 M roztoku hydroxidu sodné¢ho a doplnéno na 100 ml). Nasledn¢ byl roztok
inkubovan ve vodni 14zni pfi 50°C po dobu 10 minut. Nasledné¢ byl roztok ochlazen
na laboratorni teplotu abylo pfidano 0,1 ml ¢inidla B (2 g tetrahydrat vinanu
draselno-sodného, 1 g pentahydrat siranu médnatého, 90 ml destilované vody a 10 ml 1 M
hydroxidu sodného). Roztok byl promichan a inkubovan po dobu 10 minut. Poté¢ byly
piidany 3 ml roztoku Folin-Ciocaltauova ¢inidla zfedéného v poméru 1:15, promichano a
poté 10 minut inkubovano ve vodni lazni pii 50°C. Roztok byl ochlazen na laboratorni
teplotu a promichan. Zméfili jsme absorbanci vzorku pii 650 nm.

Kalibracni fada byla sestavena za pouziti stejného postupu s pouzitim standartniho
roztoku albuminu o koncentraci 0,05 — 0,25 mg/ml.

4.4.5 Stanoveni kyseliny askorbové — HPLC/UV-VIS

Vzorky s obsahem kyseliny askorbové byly analyzovany na koloné Supercosil
(25 cm x 4,6 mm) naplnéné reversni fazi NH2 (5 pm) pii 30 °C. Mobilni fazi byl roztok
0,05 M octanu sodného a acetonitrilu v poméru 95:5. Priitok mobilni faze byl nastaven na
0,6 ml/min. Vzorek byl nastfiknut na kolonu pomoci mikroinjekce pies septum. Detekce byla
méiena pii 268 nm a z vyslednych ploch pikl byla sestavena externi kalibrac¢ni kiivka pro
kvantitativné stanoveni koncentrace kyseliny askorbové.

4.4.6 Stanoveni antioxida¢ni aktivity — ABTS

Stanoveni antioxidacni aktivity bylo provedeno metodou TEAC, jenz hodnoti schopnost
vzorku zhaSet ABTS™". ZhaSeni je méfeno spektrofotometricky pii vlnové délce 734 nm.
Pozorujeme ubytek absorbance v Case. Vysledek se poté udava v ekvivalentech syntetického
derivatu Troloxu.

Vzorky pro méfeni antioxidacni aktivity byly extrahovany pomoci destilované vody
(0,1 gvzorku v 50 ml destilované vody). ABTS byl rozpustén v destilované vod¢ na
koncentraci 7 mM. Radikalovy kationt z ABTS se ziskal reakci s 2,45 mM peroxodisiranem
draselnym. Roztok se ponechal stit ve tmé pii pokojové teplot€ nejméné 12 hodin. Pied
méfenim byl roztok ABTS™" zfedén etanolem pro UV-VIS na absorbanci 0,700 (£0,02) pfi
vlnové délce 734 nm (proti etanolu pro UV/VIS).
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Do kyvety bylo napipetovano 1 ml zfedéného ABTS™ a 10 pl destilované vody, poté byla
ihned zméiena absorbance v ¢ase 0 (A = 0). Do dalsi kyvety byl pipetovan 1 ml ABTS™
a k nému poté bylo pfidalo 10 pl extraktu vzorku, vzorek byl promichdn a zméten po 10
minutach (A¢ = 10), kyveta je po dobu ¢ekani uchovavana ve tmé. Pro vypocet: A = Ao — Aio.

Pro vypocet celkové antioxidacni aktivity byla vyuzila kalibracni kiivka Troloxu
(6-hydroxy-2,5,7,8- tetramethylchroman-2-carboxylic acid) o koncentraci ¢=400 pg/ml,
navazka 40 mg byla rozpusténa v odmérné bafice o objemu 100 ml pomoci 60% roztoku
etanolu pro UV-VIS ve vod¢, vrozmezi koncentraci Troloxu 0 — 400 pg/ml. Méfeni
kalibracni kfivky probihalo stejnym zptsobem jako méteni vzorktli, kde misto vzorku bylo
pouzito standartu Trolox, misto destilované vody 60% etanol pro UV-VIS.

4.5 Stanoveni celkového obsahu p-glukant

Jednd se o metodu vyuzivajici enzymatického rozkladu polysacharidi na jednotlivé
D-glukozy. 1,3 a 1,6- B-glukany, 1,3- B-glukany a a-glukany jsou rozpustény v ledové 12M
kyselin€ sirové a poté hydrolyzovany pomoci 2M kyseliny sirové.

Zbyvajici nehydrolyzované ¢asti glukant jsou kvantitativné hydrolyzovany na glukozu
pomoci velmi Cistych enzymi: exo-1,3-B-glukandzy a B-glukosidazy. Timto zpisobem se
ziskd mnozstvi vSech obsazenych glukanti ve vzorku.

a-glukany jsou specificky hydrolyzovany pomoci amyloglukosiddzy a o-amyldzy a
nasledné jsou stanoveny za pouziti reakéni smési GOPOD.

Celkovy obsah B-Glukani je poté stanoven vypoctem z rozdilu celkového mnozstvi
glukani a mnoZzstvi a-glukant.

=( )=

Obrazek 15: Obsah balent kitu pro stanoveni [-glukanii

4.5.1 Obsah baleni kitu pro stanoveni B-glukantu
Lahev 1: 2 ml suspenze siranu amonného (NH4)>SO4 obsahujici

- exo-1,3-B-glukanazu (100U/ml)

- B-glukosidazu (20U/ml)

- Lahev je tieba uchovavat pii 4 °C
Lahev 2: 20 ml roztoku 50 % glycerolu obsahujici
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- Amyloglukosidazu (1,63U/ml)

- Invertazu (500U/ml)

- Léahev je tfeba uchovavat pti 4 °C (popt. — 20 °C)
Lahev 3: 50 ml reak¢niho pufru GOPOD o pH = 7,4 obsahujici

- p-hydroxybenzoovou kyselinu

- Azid sodny

- Lahev je tieba uchovavat pii 4 °C
Lahev 4: Reakéni smés GOPOD obsahujici

- Glukézaoxidazu (GOD)

- Peroxidazu (POD)

- 4-aminoantipyrin

- Lahev je tieba uchovéavat pii -20 °C
Lahev 5: 5 ml standardniho roztoku glukozy v 0,2 % kyseliné benzoové obsahujici

- D-glukoézu (1,00g/ml)

- Lahev je tieba uchovéavat pii pokojové teploté
Lahev 6: Kontrolni vzorek B-glukanu (cca. 2 g)

- Lahev je tieba uchovavat pii pokojové teploté

4.5.2 Piiprava reakénich roztoki z jednotlivych ¢asti kitu

Cast 1: K obsahu ldhve 1 bylo piidano 9 ml pomocného roztoku &. 1 a roztok byl poté
rozdélen na vhodné alikvoty.

Cast 2: Obsah lahve 2 neni tieba upravovat

Cast 3: Obsah lahve 3 je nafedéna na objem 1 litr pomoci destilované vody (Je tieba dbat
na to, aby se nevytvofily krystalky pufru, pokud se vytvofi, je tfeba je rozpustit).

Cast 4: Obsah lahve 4 se rozpusti v cca 20 ml pomocného roztoku ¢. 1 a poté je
kvantitativné pieveden do zbyvajiciho mnozstvi pomocného roztoku ¢. 1, ziskame tak
GOPOD reagent, ktery je potieba chranit proti svétlu (alobalem). Takto pfipraveny roztok je
tteba uchovavat pii 2-5 °C, po dobu maximalné 3 mésict, nebo pii -20 °C po dobu 12
meésict.

Cast 5: Obsah lahve 5 neni tieba upravovat

Cast 6: Obsah lahve 6 neni tieba upravovat

4.5.3 Pomocné roztoky
Pomocny roztok €. 1: Acetatovy pufr, 200 mM, pH = 5,0
- Bylo odméieno 11,6 ml ledové kyseliny sirové a 900 ml destilované vody.
Pomoci 4 M roztoku hydroxidu sodného bylo upraveno pH na 5,0. Roztok
byl nésledné doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pti 4 °C.
Pomocny roztok ¢. 2: Acetatovy pufr, 1,2 M, pH = 3.8
- Bylo odméfeno 69,6 ml ledové kyseliny a 800 ml destilované vody.
Pomoci 4 M roztoku hydroxidu sodného bylo upraveno pH na 3,8. Roztok
byl nasledné doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pii pokojové teplote.
Pomocny roztok €. 3: 10 M hydroxid draselny
- Bylo navdzeno 561 g hydroxidu draselného a odméteno 700 ml
destilované vody (provadéno v digestofi, potieba michat). Po zchladnuti na
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pokojovou teplotu byl roztok doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pfi
pokojové teploté.
Pomocny roztok €. 4: 2 M hydroxid draselny

- Bylo navdzeno 112 g hydroxidu draselného a odmétfeno 800 ml
destilované vody (provadéno v digestofi, potieba michat). Po zchladnuti na
pokojovou teplotu byl roztok doplnén na objem 1 litr. Uchovéavan byl pfti
pokojové teploté.

Pomocny roztok €. 5: 12 M kyselina sirova (72%)

- Bylo odmétfeno 640 ml 98 % kyseliny sirové a 300 ml destilované vody
(provadéno v digestofi, potieba michat). Po zchladnuti na pokojovou
teplotu byl roztok doplnén na objem 1 litr. Uchovavan byl pti pokojové
teplote.

4.5.4 Stanoveni celkovych glukani

Bylo navazeno 50 mg vzorku do kultiva¢nich zkumavek s uzavérem a poté byl pfidan 1
ml 12 M H>SO4. Vzorek byl promichdn a ulozen do ledové 1azné po dobu 2 hodin, zkumavky
byly uzavieny uzévérem. B&hem lazné¢ byly zkumavky néckolikrat vortexovany. Po 2
hodinach byly ptfidany 2 ml destilované vody, obsah zkumavek byl vortexovan 10 sekund a
nasledné se pfidaly dalsi 3 ml destilované vody. Zkumavky byly vloZzeny do vrouci lazné€ na
2 hodiny. Po 5 minutach byly zkumavky zazatkovany. Po ochlazeni vzorku na laboratorni
teplotu a uvolnéni uzavéru, byly napipetovany 3 ml hydrolyzatu a 1,5 ml 10 M KOH do 50
ml centrifugani zkumavky. Vzorek byl doplnén na vysledny objem pomoci acetatového
pufru o pH = 5. Vzorek byl néasledné centrifugovan 10 minut na rpm = 1500 otacek.
Hydrolyzaty byly pfipraveny k okamzitému méfeni.

Bylo napipetovéano 50 pl hydrolyzatu (viz. 4.5.4) a 50 pl ¢asti 1. Roztok byl promichan na
vortexu a nasledné inkubovan po dobu 1 hodiny ve vodni l4zni pfi teploté 40 °C. Poté bylo
napipetovano 1,5 ml roztoku GOPOD (¢ast 4) a vzorek byl opét ponechan ve vodni lazni,
40 °C, po dobu 20 minut. Absorbance byla méfena pti 510 nm. Méfeni se provadélo ve dvou
stanovenich proti slepému vzorku. Slepy vzorek (blank) byl ptipraven 0,1 ml acetatového
pufru pH = 5 a 1,5 ml roztoku cast 4. Jako standart slouzil roztok D-glukézy, ktery byl
piipraven napipetovanim 0,1 ml slozky 5 a 0,1 ml acetatového pufru pH = 5.

4.5.5 Stanoveni a-glukani

Bylo navazeno 50 mg vzorku do kultiva¢nich zkumavek s uzavérem a poté byl pfidan 1
ml 2 M KOH. Obsah zkumavky byl promichén a ponechan po dobu 20 minut v ledové lazni.
Naésledné byly pfidany 4 ml acetatového pufru o pH = 3,8 a ihned 0,1 ml ¢asti 2. Vzorek byl
promichén na vortexu a ponechdn 30 minut ve vodni 1azni nastavené na teplotu 40 °C, vzorek
byl nékolikrat promichdn. Po 30 minutdch byl vzorek kvantitativné pieveden do
centrifugacnich zkumavek a vzorky byly zcentrifugovany piti rpm = 1 500 otacek po dobu
10 minut.

Bylo pipetovano 50 pl hydrolyzatu (viz. 4.5.5) a 50 pl ¢asti 1. Nasledné bylo piidano
1,5 ml roztoku GOPOD (¢ast 4) a vzorek byl ponechan ve vodni 1azni po dobu 20 minut pfi
teploté 40 °C. Absorbance byla méfena pii 510 nm proti slepému vzorku. Méfeni probihalo
ve dvou stanovenich. Slepy vzorek a standart byly totozné jako v predeslé ¢asti (viz. 4.5.4.1).
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4.6 Stanoveni lipidi — plynova chromatografie
4.6.1 Transesterifikace

Na analytickych vahach bylo do sklenénych vialek navdZzeno 10 mg vzorku. Poté byl do
vialek pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml transexterifikacni smési (15 % H2SO4 v MeOH
(p-a.), 0,5 mg/ml inertntho standartu (C17 kyselina heptadekanovd)). Vialky byly
zazatkovany vickem a poté ponechany v termobloku pii 90 °C po dobu 3 hodin. Po 3
hodinach byly vialky z termobloku vyjmuty a ponechany stat, aby vychladly na laboratorni
teplotu. Poté se obsah vialek kvantitativné ptevedl do vétSich vialek (5 ml) a bylo ptidano 0,5
ml 0,05M NaOH. Vialky byly nasledn¢ znovu uzavien. Po oddéleni fazi bylo do novych
vialek odpipetovano 0,5 ml dolni, chloroformové faze. Vialky byly uschovany do mrazéku a
pfipraveny na proméfeni pomoci metody GC. Pfed métenim bylo ke vzorku ptidano 0,5 ml
chloroformu.

4.7 Antibakterialni a antimikrobialni testy

Ke kultivaci byl pouzit bakterialni kmen Microccocus luteus, z grampozitivnich bakterii,
Serratia marcescens, z gramnegativnich bakterii, a kvasinka Candida glabrata. Kultivace
byly provadény ve sterilnim boxu a o¢kovani probihalo na tekutém a tuhém médiu. Média
byla pred kazdou kultivaci sterilizovdna v tlakovém hrnci s otevienym ventilem. Sterilizace
probihala 60 minut. Do 100 ml Erlenmayerovy banky bylo pouzito 30 ml pfislusného média
pro kultivaci mikroorganismti. Nasledn¢ probihala inkubace pii 37 °C.

Na ptipravu tekutého média pro bakterialni kmeny bylo pouzito:

e 5 g/l peptonu
e 3 g/l Beef extraktu
e 3 g/lNaCl
Na pfipravu tuhého média byl pfidan agar o koncentraci 20 g/l. Tuhé¢ médium se po

sterilizaci, jesté za horka, rozlilo do Petriho misek a nechalo se zatuhnout.
Na ptipravu YPD média pro Candida glabrata bylo pouzito:

e 20 g/l glukosy
e 10 g/l peptonu
e 10 g/l kvasni¢ného extraktu

Na pfipravu tuhého média byl pfidan agar o koncentraci 20 g/l. Tuhé médium se po
sterilizaci, jesté za horka, rozlilo do Petriho misek a nechalo se zatuhnout.

Podle antioxida¢ni aktivity byly vybrany dva vzorky s nejvyssi antioxidacni aktivitou, ze
kterych se vytvofila koncentra¢ni fada. Jejich navazky byly 0,01; 0,02; 0,04 a 0,05 g na 10
ml vzorku.

4.7.1 Agarova difuzni metoda

Nejprve byly zaockovany vybrané kultury MO do tekutych médii na dobu 24 hodin, tak
aby doslo k narGstu MO. Poté¢ bylo pipetovano 100 ul na agarovou misku, kde byly rozetfeny
hokejkou (sterilni), nechdme 20 minut stat. Po 20 minutach bylo na miskach vytvoteno 5
jamek, do kterych jsme pipetovali 80 ul vzorku, do jedné jamky byl pipetovan blank
(destilovand voda). Po 24 hodinadch byl odecten primér inhibi¢nich zoén okolo jamek.
Inhibi¢ni zoény byly zaznamenany a zméfeny. Méteni probihalo ve dvou stanovenich pro
kazdy vzorek.
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4.8 Cytotoxicita a genotoxicita

Pro MTT testy byly vybrany jednak kozni buiiky — keratinocyty z linie HaCat — jedna se o
normalni buniky s aktivnim metabolismem AA, které jsou citlivé k ptisobeni cytokint, a dale
my$i melanomové bunky B16F1.

Obrazek 16: Kultivacni médium pro burnky

4.8.1 Pocitani bunék

Po nartstu bun¢k na dostate¢né mnozstvi byly pouzity pro testovani cytotoxicity pouZzitim
MTT testu. Po centrifugaci a sliti supernatantu byly pfidany 3-4 ml média, v némz byly
buniky rozsuspendovany. Do mikrobidlni desticky (jiné, nez pro testy) se napipetuje 10 pl
suspenzovanych bunc¢k a 10 ul tropanové modii. Smés se rozsuspenduje v jamce pomoci
pipety a poté nastiikne pod kryci sklicko na Biirkerové komurce. Spocita se pocet bun€k
v jednotlivych ¢tvercich, pocitaji se 1 buiiky dotykajici se levé a dolni strany, kdezto pravé a
horni ne, déle se také nepocitaji bunky lezici na délici ¢are ¢tvercl. Timto zplsobem byl
ziskan pocet bun¢k v 1 ml.

Pro zaplnéni 60 jamek v mikrotitraéni desti¢ce bylo pro test potfeba 1,3-10° bun&k celkem.
Nasledné se vypocitalo, zda vysledné mnozstvi bun¢k bude stacit na provedeni testu, pokud
pocet nevychazi, proces opakujeme s novou lahvi bunék.
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Obrazek 17: Biirkerova komurka pro pocitani bunék
4.8.2 MTT test

Na MTT test je potteba 96 jamkova desticka, kterd je tvofena osmi fadami od A po H
a dvanacti sloupci. Desticku jsme si rozvrhli tak, aby doSlo k otestovani vSech vzorki.
Okrajova mista desticky byla vyplnéna PBS (100 ul), aby desticka nevyschla. Do zbylych
jamek bylo pipetovano 100 pl suspenze bunék a na 24 hodin byla desticka ddna do
inkubatoru. Poté bylo zjamek odpipetovano médium a ptidano 100 pl vzorku do kazdé
jamky v riznych koncentracich. Poté byla desticka opét na 24 hodin inkubovana. Po 24
hodinach byl odpipetovan vzorek a do kazdé jamky jsme napipetovali 20 pl MTT o
koncentraci 2,5 mg/ml v PBS. Buinky byly po dobu 3 hodin ponechany ke kultivaci
v inkubatoru. Na zavér bylo ptidano 100 pl 10 % SDS v PBS. Desticka se ponechala ve tmé
pfi laboratorni teploté na dal§ich 24 hodin. Poté byla zméfena absorbance pii vinové délce
540 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace byla zamétena na studium vybranych komeréné dostupnych produktt, kde byla
provedena celkova charakterizace obsahovych latek, predev§im beta-glukanti. Vybrané
vzorky jsou uvedeny v experimentalni Casti (viz. kap. 4.2). V experimentalni casti byly
pouzity vodné extrakty ve vSech stanovenich. Extrakty byly pfipraveny dle Tabulka 1, v
kapitole 4.3. M¢éfeny ve vzorcich byly aktivni latky (polyfenoly), antioxida¢ni aktivita,
mnozstvi sacharidl, proteind, vitaminu C a lipidii. Na zavér byly provadény testy na
antimikrobidlni aktivitu a testy na cytotoxicitu u extraktli s nejvétsi antioxidacni aktivitou.

5.1 Stanoveni neutralnich sacharidit metodou dle Duboise

Bylo stanoveno mnozstvi neutralnich sacharidi ve vzorcich (viz. kap. 4.4.1). Pouzity byly
vodné extrakty o koncentraci 0,09 g na 50 ml destilované vody. Vzorek byl prométen tiikrat
a zpruméru absorbanci s pouzitim kalibracni kiivky (Pfiloha 9.1) byla vypoctena
koncentrace neutralnich sacharidii v jednotlivych extraktech. Vyslednd koncentrace je
uvedena v mg/g vzorku.

25
2058 21,01
20 1
13,64
.15 1
0o
S~
ob
£
° 10
5
0
Superionherbs Apotex Forte Glukimtabs

Graf 1: Obsah neutralnich sacharidii ve vzorcich

Z grafu Graf 1 je patrné, ze z vybranych tii vzorkli méa nejvétsi obsah neutralnich
sacharidii pfipravek Glukimtabs od firmy Finclub. Nejniz§i obsah sacharidii obsahuje
pripravek Superionherbs. Vyrobce uvadi u pfipravku Superionherbs obsah B-1,3/1,6 D-
glukanu 420 mg (o Cistoté minimaln€ 70 %) na jednu tabletu (485 mg), piepoctenim na 1 g,
by mél vzorek obsahovat minimalné 605 mg glukant. U piipravku Apotex Forte vyrobce
uvadi mnozstvi glukanu v tablet¢ 356 mg (Cistota 70 %), tj. 423 mg glukant v1 g. U
pripravku Glukimtabs je vyrobcem uveden obsah glukanti jako 250 mg v 335 mg kapsli, tj.
746 mg glukaniina 1 g.

Obsahy neutralnich sacharidi mohou byt v pokusu mensi z divodu nedostatecné extrakce
sacharidi do vodného prostredi (B-glukany jsou ve vod€ nerozpustné), hydrolyzy a
dehydratace a byla proto naméiena pouze ¢ast sacharidli ve vzorku. Dale miize byt vysledek
ovlivnén i pfitomnosti redukujicich sacharidu.

5.2 Stanoveni celkovych polyfenoli
Bylo stanoveno mnozstvi celkovych polyfenola ve vzorcich (viz. kap. 4.4.2). Pouzity byly
vodné extrakty (viz. tabulka 2). Vzorek byl proméfen tiikrdt a z priméru absorbanci
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s vyuzitim kalibra¢ni kiivky (Pfiloha 9.1) byla vypoctena koncentrace polyfenola
v jednotlivych extraktech. Vysledna koncentrace je uvedena v mg/g vzorku.

Tabulka 2: Extrakce jednotlivych vzorkii

Vzorky Navazka [g] | Objem [ml]
Superionherbs 0,10 10
Apotex IMU 0,70 5
Apotex FORTE 0,08 10
Glukimtabs 0,50
P4H 0,50
200 183,70
180 1
160
140
_ 120
%, 100
o
80
60
41,50
40
20
0,52 7,22 6,49
0 - —— —
Superionherbs Apotex IMU  Apotex Forte  Glukimtabs P4H

Graf 2: Obsah polyfenolit v extraktech

Z Graf 2 je patrné, Ze nejvice polyfenoli obsahuje ptipravek Forte od firmy Apotex.
Naopak piipravek od stejné firmy, Apotex IMU, obsahuje nejmensi podil polyfenolt. Vyssi
koncentrace u pfipravkll Superionherbs a Apotex Forte jsou zplsobeny piitomnosti
pridavnych latek, které obsahuji polyfenolické latky. U produktu Superionherbs se jedna
predevsim o resveratrol (benzen-1,3-diol). U ptipravku Apotex Forte je vysoka koncentrace
polyfenola zpiisobena vyssim piidavkem vitaminu C. Immunoglukan P4H ma také piidany
vitamin C, jenZe protoze se jedna o sirup, tak doslo k pfiliSnému nafedéni vzorku, a proto je
koncentrace polyfenoll nizsi.

53 Stanoveni redukujicich sacharidii metodou dle Somogyi-Nelsona

Bylo stanoveno mnozstvi redukujicich sacharidii ve vzorcich (viz. kap. 4.4.3). Pouzity
byly vodné extrakty o koncentraci 0,09 g na 50 ml destilované vody. Vzorek byl prométen
tiikrat a z priméru absorbanci s vyuzitim kalibra¢ni kiivky (Pfiloha 9.1) byla vypoctena
koncentrace redukujicich sacharidii v jednotlivych extraktech. Vysledna koncentrace je
uvedena v mg/g vzorku.
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Graf 3: Obsah redukujicich sacharidit v extraktech

Z Graf 3 vidime, Ze z vybranych tfi vzorkli ma nejvétsi obsah redukujicich sacharida

v

pripravek Forte od firmy Apotex.

5.4 Stanoveni proteinii metodou dle Hartree-Lowryho

Bylo stanoveno mnozstvi proteinli ve vzorcich (viz. kap. 4.4.4). Pouzity byly vodné
extrakty o koncentraci 0,1 g na 50 ml destilované vody. Vzorek byl prométen trikrat a
z pruméru absorbanci s vyuzitim kalibracni kiivky (Pfiloha 9.1) byla vypoctena koncentrace
proteini v jednotlivych extraktech. Vysledna koncentrace je uvedena v mg/g vzorku.
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Graf 4: Obsah proteinii v extraktech
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Z Graf 4 vidime, ze ze vzorkii ma nejvétsi obsah proteinti piipravek od firmy

v

znamena, Ze pripravek Superionherbs obsahuje nejvetsi pozistatek rezidudlni biomasy.

5.5 Stanoveni vitaminu C

Byl stanoven obsah vitaminu C ve vzorcich (viz. kap. 4.4.5). Pouzity byly vodné extrakty.
Vzorek byl proméfen po dobu 15 min na kapalinovém chromatografu a z ploch pikii byl
s vyuzitim kalibra¢ni kiivky (Pfiloha 9.2) vypocéten obsah vitaminu C v jednotlivych
extraktech. Vysledna koncentrace vitaminu C je uvedena v mg/g.
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Graf 5: Obsah vitaminu C v extraktech

Nejvétsi koncentraci vitaminu C obsahuje piipravek Apotex Forte, naopak nejméné
vitaminu C obsahoval ptipravek Imunoglukan P4H. Studovéany byly pouze vyrobky, u
kterych vyrobce deklaroval pfitomnost vitaminu C. U piipravku Apotex Forte vyrobce uvadi
pritomnost 80 mg vitaminu C v jedné tableté, tj. 242 mg vitaminu C na 1 g obsahu tablety,
u produktu Superionherbs poté¢ 50 mg aceroly (zdroj vitaminu C, 25 %), tj. ptiblizné 26 mg
vitaminu C na 1 g obsahu tablety.

5.6 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Byla stanovena antioxidacni aktivita vzorkl (viz. kap. 4.4.6). Pouzity byly vodné extrakty
o koncentraci 0,1 g na 50 ml destilované vody. Vzorek byl proméfen tfikrat a z priméru
absorbanci s vyuzitim kalibra¢ni kiivky (Pfiloha 9.1) byla vypoctena antioxidacni aktivita
v jednotlivych extraktech. Vysledna antioxidacni aktivita je uvedena v mg/ml vzorku.
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Graf 6: Antioxidacni aktivita extraktu

Z Graf 6 vidime, ze ze vzorkli méd nejvétsi antioxidacni aktivitu piipravek od firmy

v

zpusobeno pridavkem vitaminu C v piipravku FORTE, kdeZto u piipravku IMU antioxidacni
aktivitu vykazuji pouze glukany.

5.7 Stanoveni obsahu a-glukani, p-glukani a celkovych glukanii

Z rozdili naméfenych absorbanci pro a-glukany a celkové glukany bylo stanoveno
mnozstvi B-glukani pomoci certifikované metody od spole¢nosti Megazyme. Vzorky byly
nejprve hydrolyzovany a nasledn¢ enzymaticky rozlozeny. Hydrolyza a stanoveni bylo
provedeno podle postupu uvedené¢ho u soupravy. PiiloZzen byl také zplisob vypoctu mnozstvi
a-glukant, celkovych glukanti a mnozstvi B-glukant.

Tabulka 3: Vypocitané slozZeni vzorkii

Celkové
Vzorky glukany a-glukany p-glukany
[%w/w]

Superionherbs 58,37 13,68 44,70
FinGlukimtabs 57,34 4,75 52,59
Apotex Forte 37,05 0,59 36,46
Apotex IMU 28,77 6,72 22,05
Imunoglukan P4H 1,33 0,06 0,79
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Graf'7: Celkovy obsah glukanii

Graf 7 nam potvrzuje pfitomnost glukani ve vSech stanovovanych vzorcich. Nejvétsi
obsah, 58,37 % glukanu se nachdzi v produktu od firmy Superionherbs. Obsah glukant je
vys$si u produktii s obsahem Saccharomyces cerevisiae, kdezto u produktu Imunoglukan
P4H, ktery obsahuje glukany z hlivy ustficné je obsah glukanti nejnizsi.
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Graf 8: Obsah a-glukanu ve vzorcich

Podle Graf 8 vidime, Zze nejvétsi obsah a-glukani se nachdzi v produktu od firmy
Superionherbs, nejmensi obsah a-glukant je naopak v pfipravku Imunoglukan P4H.
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M Vyrobcem deklarované mnozstvi beta glukanu ve vyrobku
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Graf 9: Obsah p-glukanit ve vzorcich
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Podle Graf 9 vidime, Ze nejvétsi obsah § -glukanti se nachazi v produktu od firmy Apotex,
konkrétné produktu Forte, nejmensi obsah o-glukani je naopak v pifipravku Imunoglukan
P4H.

U ptipravku Imunoglukan P4H mize byt diivodem niz§ich obsahti stanovovanych casti
fakt, Ze se jedna o sirup, kde obsah stanovovanych latek v navazovaném mnozstvi byl nizsi.

V Graf 9 je déle znazornéno deklarované mnozstvi  -glukanti ve vyrobcich. Nejlépe
z tohoto porovnani vychazi vyrobek Imunoglukan P4H a Finclub Glukimtabs. Naopak
pripravky od firmy Apotex maji vyrazné nizsi procento 3 —glukanti, nez vyrobce uvadi.

5.8 Stanoveni mastnych kyselin

Mastné kyseliny byly stanoveny po pfevedeni na methylestery podle postupu dle kapitoly
4.6.

Identifikace methyesteri byla provedena na zakladé¢ porovnani s retencnimi casy
standardii. Data byla zpracovana pomoci programu MS Excel.

Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin bylo vyjadieno v mg/g vzorku, koncentrace
jednotlivych mastnych kyselin stanovujeme vztazeny na skutenou navazku a objem.
Vysledky jsou zpracovany v nésledujicich tabulkach a grafech.

Tabulka 4: Obsah mastnych kyselin v pripravku Superionherbs

Mastna kyselina Vzorec ¢ [mg/g]
Tridecylova C13:0 0,009
Palmitova C16:0 0,124
Palmitoolejova Clé6:1 0,041
Stearova C18:0 0,044
Olejova C18:1 0,022
Celkovy obsah - 0,240

V Tabulka 4 jsou uvedeny koncentrace mastnych kyselin v extraktu piipravku
Superionherbs. Celkové bylo identifikovano 5 mastnych kyselin. NejveEtsi koncentraci méla
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kyselina palmitova, kterd tvofi téméf polovinu vSech mastnych kyselin ve vzorku. Kyselina
palmitova miize slouzit kvasince jako zdroj energie.
Celkova koncentrace mastnych kyselin ve vzorku je 0,240 mg/g.

9% 4%

52%

m Tridecylovd m Palmitovd = Palmitoolejova Stearova m Olejova
Graf 10: Zastoupeni mastnych kyselin v pripravku Superionherbs

Tabulka 5: Obsah mastnych kyselin v pripravku Glukimtabs

Mastna kyselina Vzorec ¢ [mg/g]
Kaprinova C10:0 0,254
Palmitova C16:0 0,595
Palmitoolejova Cl6:1 1,337
Heptadecylova C17:1 0,084
Stearova C18:0 0,678
Olejova C18:1 1,936
Behenova C22:0 0,079
Celkovy obsah - 4,963

V Tabulka 5 jsou uvedené mastné kyseliny obsazené ve vzorku Glukimtabs vcetné jejich
koncentraci. Identifikovano bylo celkem 7 mastnych kyselin, kde nejvyssi koncentraci
vykazuji mastné kyseliny palmitoolejova a olejova.

Celkovy obsah mastnych kyselin ve vzorku je 4,963 mg/g.
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Graf 11: Zastoupeni mastnych kyselin v pripravku Glukimtabs

Tabulka 6: Obsah mastnych kyselin v pripravku Apotex Forte

Mastna kyselina Vzorec ¢ [mg/g]
Myristoolejova Cl4:1 0,011
Palmitova C16:0 0,080
Palmitoolejova Cl6:1 0,123
Stearova C18:0 0,215
Olejova C18:1 0,233
Linolova Cl18:2 0,013
Celkovy obsah - 0,676

V Tabulka 6 jsou uvedené mastné kyseliny obsazené ve vodném extraktu piipravku
Apotex Forte, véetné jejich koncentraci. Ve vzorku se vyskytuje 6 riznych mastnych kyselin.
Nejvyssi koncentraci maji mastné kyseliny stearova a olejova.

Celkovy obsah mastnych kyselin je 0,676 mg/g.
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Graf 12: Zastoupeni mastnych kyselin v pripravku Apotex Forte

Tabulka 7: Obsah mastnych kyselin v pripravku Apotex IMU

Mastna kyselina Vzorece ¢ [mg/g]
Tridecylova C13:0 0,017
Myristoolejova Cl4:1 0,055
Palmitova C16:0 0,336
Palmitoolejova Cle:1 0,510
Stearova Cl18:0 0,886
Olejova C18:1 0,964
Linolova C18:2 0,052
Celkovy obsah - 2,820

V Tabulka 7 jsou uvedené mastné kyseliny obsazené ve vodném extraktu ptipravku
Apotex IMU, vcetné¢ jejich koncentraci. Ve vzorku se vyskytuje celkem 7 druhti mastnych
kyselin. Nejvyssi koncentraci maji mastné kyseliny stearova (31 %) a olejova (34 %),

Celkovy obsah mastnych kyselin ve vzorku je 2,820 mg/g.
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Graf 13: Zastoupeni mastnych kyselin v pripravku Apotex IMU

Tabulka 8: Obsah mastnych kyselin v pripravku Immunoglukan P4H

Mastna kyselina Vzorec ¢ [mg/g]
Undecylova C11:0 0,001
Tridecylova C13:0 0,020
Palmitova C16:0 0,001
Stearova C18:0 0,002
Linolova Cl18:2 0,001
Celkovy obsah - 0,025

V Tabulka 8 jsou uvedené mastné kyseliny obsazené ve vodném extraktu piipravku
Immunoglukan P4H, vcetné jejich koncentraci. Ve vzorku se vyskytuje celkem 5 druht
mastnych kyselin. Nejvyssi koncentraci ma kyselina tridecylova (0,020 mg/g). Déle se zde
nachdzi také kyselina linolova, ktera patii mezi esencialni mastné kyseliny zvané omega 6
mastné kyseliny.

Celkovy obsah mastnych kyselin ve vzorku je 0,025 mg/g.

41




4% 2%

82%

m Undecylovd = Tridecylovd = Palmitova Stearova m Linolova
Graf 14: Zastoupeni mastnych kyselin v pripravku Immunoglukan P4H

Nejvetsi zastoupeni mastnych kyselin ma ptipravek Glukimtabs, od firmy Fin a to
4,963 mg/g vzorku, coz miZze byt zpusobeno vEtsi pritomnosti rezidualni kvasinkové
biomasy, kterd ve své buiice obsahuji lipidy.

Vyjma vzorku Immunoglukan P4H si byly jednotlivé vzorky sloZenim mastnych kyselin
podobné. To je zpiisobeno tim, ze mimo P4H vSechny zbylé vzorky obsahuji Saccharomyces
cerevisiae, kdezto Immunoglukan P4H obsahuje jako zdroj mastnych kyselin hlivu ustfi¢nou.

5.9 Antimikrobialni testy

Antimikrobidlni aktivita vodnych extraktii proti Microccocus luteus a Serratia marcescens
byla testovana pomoci agarésové difuzni metody. Extrakty byly porovnavany vici blanku,
tj. destilované vode.

Test byl proveden pro dva vzorky s nejvétsi antioxidacni aktivitou a o Ctyfech riiznych
koncentracich. Proti kmenu Serratia marcescens byly vSechny extrakty neuinné. Proti
kmenu Microccocus luteus doslo k utvoteni inhibi¢ni zony kolem jamky v jednom ptipadé.

U ptipravku Apotex Forte o koncentraci 2 mg/ml byla naméfena inhibi¢ni zéna ptiblizné
1 mm.

Zbylé vzorky neprojevily aktivitu vi¢i kmenim Microccocus luteus, Serrtia marcescens
a kvasince Candida glabrata. To mulze byt zpisobeno nizkou koncentraci glukanti
v testovanych vzorcich, nevhodnou formou, ¢i molekulovou hmotnosti glukand, popf.
zménou struktury glukant v pribéhu zpracovani komercniho preparatu. Rovnéz vybrané
kmeny nemusely byt dostate¢né citlivé.

Chyba mohla nastat také pii vybéru testovanych vzorki, ponévadz antimikrobialni aktivita
nemusi nutné souviset s antioxida¢ni aktivitou extrakta.
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Obrazek 18: Antimikrobialni test, Apotex Forte c=1 mg/ml, inhibicni zona Imm

510 MTT testy
MTT test byl provadén na 96 — jamkové desti¢ce, podle postupu 4.8.2. Testovany byly

extrakty ptipravkti Apotex Forte a Fin Glukimtabs. Testovany byly vodné extrakty, které
meély nejvyssi antioxidacni aktivitu. Jako blank byly pouzity neovlivnéné buiiky extraktem.

5.10.1 Testy viability pro buiiky HaCaT

Tabulka 9: Parametry MTT testu

Bunécna kultura HaCaT — imortalizované keratinocyty
Médium DME/High Glucose
Buné&éna hustota 2,5-10 * bunék/ml
Objem jamky [ul] 100
Cas expozice [hod] 24
Vinova délka [nm] 540

Stanovované vzorky nevykazovaly vici HaCaT buitkdm Zadnou cytotoxicitu. Pozorovani
znazornujici vysledky testil toxicity bunék jsou uvedeny nize.

43



o s

i

E
|
i
i
|

Obrazek 19: Test cytotoxicity na bunkach HaCaT

Z Obrazek 19 je ziejmé, ze na pocatku experimentu jsou buiiky zivé. Diky tomu, ze bunky
jsou ve vitalni formé¢, dochazi k redukci zlut¢tho MTT na fialovy formazanovy derivat, ktery
ziistava uvnitt bunék ve formé nerozpustnych krystald. Pridanim SDS doslo k rozpusténi
krystalli a vzniku fialového roztoku, jenz prométujeme pomoci ELISA readeru. Pomoci
sloupce CC kontrolujeme pozitivni vysledek testu, kdy je pfitomna 100% viabilita bun¢k.

Pozorujeme, ze se zvySujici se koncentraci roztoku dochéazi k poklesu viability bunék
u obou vzorki. Mezni hodnotou viability pro stanoveni cytotoxicity, kdy vzorek
nepovazujeme za cytotoxicky, je hranice 60 %.
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Graf 15:Viabilita bunék v zavislosti na rostouct koncentraci exraktu Apotex Forte
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Z Graf 15 je vidét, Ze viabilita bun¢k u extraktu piipravku Apotex Forte klesa pozvolna.
U zadné z testovanych koncentraci nedochazi k poklesu viability pod hranici 60 %.
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Graf 16:Viabilita bunék v zavislosti na rostouct koncentraci exraktu fin Glukimtabs

Z Graf 16 vidime, ze viabilita u ptipravku Glukimtabs je podobna jako u piipravku

vykazovala koncentrace 12 mg/ml.

5.10.2 Testy viability pro buné¢nou linii B16F1

Tabulka 10: Parametry MTT testu na bunikach mysiho melanomu

Bunécna kultura B16F1
Médium DME/High Glucose
Bunééna hustota 2,5-10 *bunék/ml
Objem jamky [pl] 100
Cas expozice [hod] 24
VInova délka [nm] 540

Stanovované vzorky opét

nevykazovaly zadnou cytotoxicitu pii
koncentracich. Pozorovani zndzoriiujici vysledky testd toxicity bunék jsou uvedeny nize.

testovanycch



Obrazek 20: Test genotoxic;'ty ha buﬁkdci-z. BI6F1

Na Obrazek 20 vidime vizudlni vyhodnoceni MTT testu u melanomovych bun¢k (B16F1).

Vzorky byly pouzity stejné jako u testu na HaCaT bunikach. S rostouci koncentraci extraktt
se snizuje rovnomérn¢ viabilita bunék.
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Graf 17: Viabilita bunék v zavislosti na rostouct koncentraci exraktu Apotex Forte
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Graf 18: Viabilita bunék v zavislosti na rostouct koncentraci exraktu fin Glukimtabs

Na Graf 17 mizeme vidét, ze u zadné z koncentraci nedochdzi k poklesu viability pod
60 %, tudiz extrakty ptfipravku Apotex Forte nejsou vic¢i melanomovym buitkam
cytotoxické.

Na Graf 18 vidime, ze nejvysSsi koncentrace extraktl ptipravku Glukimtabs maji své
hodnoty viability mirné pod 60 %, coz znaci, ze pti vysSich koncentracich by tento ptipravek
mohl vykazovat protinadorové Gcinky.
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméfena na stanoveni obsahu vybranych latek v komercéné
dostupnych pfipravcich s obsahem beta-glukanu. Mezi stanovované latky patii neutrdlni
sacharidy, redukujici sacharidy, obsah beta-glukanti, polyfenoly, proteiny, mastné kyseliny,
vitamin C a celkova antioxidacni aktivita.

Beta-glukany jsou pfirodni latky hojné se vyskytujici v ptirod€, obzvlasté v fasach,
houbéach a kvasinkéch, ale také ve vysSich rostlinach. V praci byly hlavné feSeny zdroje
z hub a kvasinek.

V teoretické Casti byla vypracovana kratka reSerSe o beta-glukanech, jejich chemickych
vlastnostech, struktuie, zdrojich a vyuziti. Ze zdroji byly blize popsany Saccharomyces
cerevisiae a hliva uGstficna, které byly pouzity v experimentalni ¢asti. Teoreticka cast
je ukoncena struénym popisem pouzitych analytickych metod stanoveni.

Na zacatku experimentalni casti byly z tobolek vzorkl pfipraveny vodné extrakty, které
byly poté vyuzity pro jednotlivd stanoveni. Takto pfipravené extrakty byly vyuzity pro
stanoveni antioxidacni aktivity, neutralnich sacharidii, redukujicich sacharida a proteinti. Pro
stanoveni polyfenolil bylo potfeba upravit poméry navazky a rozpoustédla. Pii stanoveni
antioxidacni aktivity bylo zjiSténo, Ze nejveétsi antioxidacni aktivity, 62,13 mg/ml extraktu,
dosahuje vyrobek Apotex FORTE a také vyrobek Finclub Glukimtabs s antioxidacni
aktivitou 62,03 mg/ml extraktu.

Nejvétsi obsah neutralnich sacharidi byl naméfen u vyrobku Finclub Glukimtabs,
21,01 mg/g vzorku, redukujicich sacharidi m¢l nejvétsi obsah také produkt Glukimtabs
s obsahem 663,17 mg/g vzorku. Produkt s nejvétSim obsahem proteinti, 10,90 mg/g vzorku
byl Superionherbs Betaglukan MaxCell.

Obsah vitaminu C byl stanovovan pro produkty Apotex Forte, Superionherbs
a Imunoglukan P4H. Nejvyssi obsah, 17,86 mg/g vzorku obsahoval produkt Apotex FORTE.
Obsah polyfenoll byl proveden pro vSechny vzorky, nejvétsi obsah polyfenolil byl zjistén u
produktu Apotex FORTE, 183,70 g/ml extraktu.

Pomoci specifické enzymové soupravy ,,Yeast -Glucan Assay Kit*“ od firmy Megazyme
byla provedena izolace glukanl. Nejprve doSlo k hydrolyze vzorkl kyselinou sirovou a
nasledné byl proveden enzymaticky rozklad. Pomoci spektrometru byly proméfeny
absorbance alfa-glukani a celkovych glukani. Z jejich rozdili byl vypocitan obsah beta-
glukand. NejvySsi obsah beta-glukanii byl stanoven u produktu Finclub Glukimtabs,
byl naméten u produktu Imunoglukan P4H, 0,79 %.

Nejvyssi obsah celkovych glukani byl naméfen u produkti Superionherbs Betaglukan
MaxCell (58,37 %) a Finclub Glukimtabs (57,34 %), nejniz§i u Imunoglukan P4H
(1,33 %).

Nejvyssi obsah alfa-glukant byl naméfen u produktu Superionherbs Betaglukan MaxCell
(13,676 %), nejnizsi u produktu Apotex Forte (0,593 %) a Imunoglukan P4H (0,055 %).

Mastné kyseliny u sledovanych produktli byly stanoveny pomoci plynové chromatografie.
U vsech produktii se vyskytovala kyselina palmitova a stearova, které mély také vétSinou
nejvetsi zastoupeni. Nejvetsi obsah mastnych kyselin, 4,963 mg/g vzorku, byl naméfen u
pfipravku Finclub Glukimtabs. Tento produkt obsahoval 52 % kyseliny olejové. Nejmensi
obsah mastnych kyselin byl nalezen u vzorku Imunoglukan P4H, 0,024 mg/g vzorku.

Déle byly provedeny antimikrobidlni testy vac¢i Serratia marcescens (G- bakterie),
Microccocus luteus (G+ bakterie) a kvasince Candida glabrata. K testim byly pouzity dva
ze vzorku, které mély nejvyssi antioxidacni aktivitu, Apotex Forte a Finclub Glukimtabs.
Antimikrobidlni G¢innost projevil pouze produkt Apotex Forte pii koncentraci 1 mg/ml, a to
vuci Microccocus luteus, velikost inhibicni zony byla 1 mm.
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Poslednim stanovenim v této bakalaiské praci bylo stanoveni cytotoxicity. Cytotoxicita
byla testovana pomoci MTT testd. Pro testovani byly opét vybrany produkty s nejvyssi
antioxida¢ni aktivitou. Produkty nebyly cytotoxické pro testovany rozsah koncentraci,
ponévadz nedoslo k poklesu viability HaCaT bunék pod 60 %. Viabilita klesala pozvolna
s rostouci koncentraci extraktu.

V piipadé¢ bunétné kultury mySiho melanomu (B16F1) testované vzorky rovnéz
nevykazovaly cytotoxicitu. Viabilita bunék s rostouci koncentraaci extraktu klesala, ale
v rozsahu stanovovanych koncentraci nedoslo k poklesu viability pod 60 %. U produktu
Apotex Forte doslo k pfiblizeni kifivky k hranici 60 %, 1ze tedy ptedpokladat, ze se zvySujici
koncentraci by dochézelo k thynu melanomovych bunék.

Zaverem lze shrnout, ze analyzované preparaty beta-glukanti obsahuji fadu aktivnich latek
pochazejicich jak z biologického zdroje, pripadné¢ nebo ptfidané v procesu zpracovani
preparatu. Z ptirodniho materidlu pochazi kromé deklarovanych beta-glukani proteiny,
mastné kyseliny, nékteré fenolické latky a dal$i sacharidy, zatimco vitamin C a vétsi
mnozstvi polyfenolti pochazi z pridavnych latek. S ohledem na nulovou toxicitu a vysokou
antioxidacni aktivitu lze uvedené preparaty povazovat za vhodny potravinovy doplnck
k prevenci zdravi.
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8 SEZNAM ZKRATEK

absorbance

vlnova délka

hmotnost

objem

teplota

2,29-azinobis-(3- etylbenzotiazolin-6-sulfonova kyselina)
nanometr

plynova chromatografie

plamenové ionizacni detektor

oblast — ultra fialova oblast

minimalni inhibi¢ni koncentrace

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
dodecylsiran sodny

mastné kyseliny
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9 PRILOHY

9.1 Priloha 1: Kalibrac¢ni krivky
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Kalibracni krivka — stanoveni redukujicich cukrit metodou dle Somogyi-Nelsona
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9.2 Ptiloha 2: Chromtogram HPLC stanoveni vitaminu C

Sequence: Vit C Marnie V Chromatogram
Injection #42: apotex

3] Vit C Marie V #42 [manipulated, 1 peak(s) i apotex LIV VIS 1 WVL268 nm
mAL
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HPLC chromatogram pro stanoveni obsahu vitaminu C
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