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I. UVOD

Rada nemoci, na které lidé preddasné umiraji nebo které jim ztrpéuji Zivot, je zpiisobena
ucinky volnych radikali. Ty neustale napadaji bilkoviny, uhlovodiky, tuky a nukleové
kyseliny obsazené v lidském organismu. Existuje teorie, kterd predpoklada, ze proces starnuti
je zpusoben piedevsim Uc¢inky volnych radikala. Podle ni jsou tyto latky mnohem snadnéji a
v daleko vétsSim mnozstvi produkovany v organismu starSich lidi. Avsak pro celou populaci
plati, ze neexistuje zadna moznost, jak se volnym radikdlim vyhnout. Lze vSak omezit
mnozstvi, vnémz jsou volné radikaly v lidském téle produkovany a jejich puasobeni

maximalné neutralizovat.

Lidsky organismus je vybaven ochrannymi antioxida¢nimi systémy, které mohou reaktivni
radikaly pohlcovat nebo jejich tvorbu brzdit. Mezi tyto systémy patii antioxida¢ni enzymy.
Pro jejich tvorbu a funkci je potieba dostate¢né mnozstvi nékterych vitamind, minerali a
stopovych prvki a dalSich latek s antioxida¢nimi U¢inky, které systém podporuji. Pravé tyto
dalezité latky jsou dnes dostupné v podobé€ rozmanitych potravnich doplik, jejichz mnozstvi
na trhu rok od roku pfibyva. Zaznamenavame urcitou renesanci, tedy navrat k pfirodnim
zdrojim. Moderni 1ékatské véde se podafilo vyvinout takové analytické postupy a informacni
zaklady, které ve svém dusledku vedou k pochopeni principt, jeZ po staleti pusobi v oblasti
1écCitelstvi nejriiznéjSich kultur a narodd a jejichz ucinky byly dlouho pouze empirického

charakteru.

Jednim z nadéjnych ptirodnich zdroji se zdaji byt houby. ZGzim zde okruh na pododd¢leni
hub stopkovytrusych. Na celém svété neustale probihaji tisice studii zaméfenych na obsahové
latky Basidiomycet, na jejich biologickou aktivitu zahrnujici mj. aktivitu antibiotickou,
antioxidacni, cytostatickou ale také na toxické ptisobeni hub. Touto problematikou se zabyva i

ma prace.

Diky pokroktim védy bylo mozné izolovat z hub latky typu B-glukanu a chitosanu, které maji
velmi pfiznivy vliv na zdravi. B-glukan je zafazen americkym Gfadem pro kontrolu 1éka a
potravin (FDA) do kategorie zcela bezpecnych latek pro lidsky organismus. Je to unikatni
pfirodni polysacharid, netoxicky, nendvykovy, ktery pfedstavuje prevenci a doplikové feSeni

zdravotnich potizi jako infek¢nic onemocnéni, onemocnéni zplisobené oslabenim imunitniho



systému, rakovina, alergie, kloubni a mimokloubni revmatismus, vysoka hladina cholesterolu,
syndrom chronické inavy, zaludeéni viedy a podpora krvetvorby. Uginek B-glukanu se v téle
projevuje na raznych urovnich. PfedevS§im ovliviiuje buriky zvané makrofagy a pusobi jako
imunomodulator. Stimulaci tfi dalezitych cytokini IL-2, IFN-y a TNF inhibuje rast
metastatickych rakovinnych bunék in vivo. Pusobi selektivng, tj. ni¢i jen bunky nadorové na
rozdil od klasické chemoterapie. Klinickd studie provedend u Zzen, které mély rekurentni
maligni nadory prsu po mastektomii a ozafovani, doklada, ze podavanim B-glukanu doslo ke
kompletnimu vyléCeni téchto velmi indolentnich nadorii. Navic se po 1écbé velmi rychle
obnovila kiize v mist¢ nadoru. B-glukan je také silny ,,scavenger”, vychytava¢ volnych
radikali, poskytuje ochranu proti radiaci (rentgenové paprsky, ultrafialové paprsky ze
sluneéniho zafeni, mobilni telefony, obrazovky pocitacl, vedeni vysokého napéti), urychluje

zotaveni poskozenych tkani, zvySuje ucinky nékterych 1éka.

Chitosan , dalsi pfirodni polysacharid, je nevstiebatelny a nestravitelny. M4 mohutné vazebné

schopnosti. Podporuje zazivani a pomaha snizovat piebytecny cholesterol.



II. CiL PRACE

Cilem této rigor6zni prace bylo:
—dohledat v dostupné literatute informace o obsahovych latkach sledovanych taxoni.
—pripravit lyofilyzaty z extrakti hub pro nésledny fytochemicky vyzkum.
— stanovit antioxidacni aktivitu lyofilyzati pomoci sekvenéni injek¢ni analyzy (SIA) za
pouziti DPPH testu.
— provést zakladni fytochemicky screening obsahovych latek skupinovymi detekcnimi

¢inidly na zakladni skupiny metabolitli pomoci tenkovrstvé chromatografie.



III. TEORETICKA CAST

1. Charakteristika sledovanych taxonii

1.1. Uvod

Makromycety mohou byt z hlediska ucinki na ¢lovéka jedlé nebo nejedlé, avsak téz jedovaté

rve 01
nebo naopak 1é¢ivé.

Jedlé houby jsou takové, které neskodi lidskému zdravi a maji urCity nutricni vyznam.
Kulinatské vlastnosti hub zéaviseji 1 na staii plodnic, na jejich uchovavani a také na zptisobu
ptipravy pokrmd.

Nejedlé houby jsou takové, které jsou nepoZivatelné pro hotkou nebo pal€ivou chut,
nepfijemnou vini ¢i tuhou duzninu. K nejedlym houbam, resp. houbam, které nesbirame,
pocitame také houby podezielé, o jejichz pozivatelnosti je dosud malo znamo.

Jedovaté houby jsou takové, které obsahuji latky toxické pro ¢lovéka v takovém mnozstvi,
Ze poziti mize zpusobit poSkozeni zdravi. Je nutno pamatovat na to, Ze i jedlé staré, zapatené,
nedostate¢né tepeln€ upravované nebo opakované ohtivané houby mohou zpiisobit otravy.
Lécivé houby jsou takové, u kterych bylo pozorovano, zZe maji pfiznivé G¢inky na néktera
onemocnéni. Tato problematika byla dosud pomémé malo sledovana a dasledné védecky
zkoumana. Jen nékolik malo druhii hub Ize dnes nalézt v 1ékopisech. *

1.2. Systematické zarazeni 2

Rige: Fungi — houby

Oddéleni: Eumycota — vlastni houby

Pododd¢leni: Basidiomycotina — stopkovytrusé houby
Ttida: Homobasidiomycetes

Podtfida: Hymenomycetidae — houby rouskaté

>  Rad: Cantharellales

Celed’: Hydnaceae 3
Rod: Hydnum

Druh: Hydnum repandum



> Rad: Polyporales

Celed’: Polyporaceae °

Rod: Albatrellus

Druh: Albatrellus ovinus

>  Rad: Russulales

Celed’: Russulaceae °

Rod: Lactarius

Druh: Lactarius blennius
Lactarius deterrimus
Lactarius vellereus

Rod: Russula

Druh: Russula acrifolia
Russula coerulea
Russula delica
Russula integra
Russula olivacea

>  Rad: Boletales

Celed’: Boletaceae °

Rod: Leccinum

Druh: Leccinum quercinum

>  Rad: Agaricales

Celed’: Pleurotaceae °

Rod: Pleurotus

Druh: Panus conchatus

Celed’: Strophariaceae °

Rod: Hypholoma

Druh: Hypholoma sublateritium

>  Rad: Telephorales

Celed’: Telephoraceae

Rod: Sarcodon

Druh: Sarcodon imbricatus

Pojednavané druhy hub patii tedy do sedmi Celedi:

10



1.3. Celed’: Boletaceae (H¥ibovité)

1.3.1. Rod: Leccinum, (Kozék)

Mykorhizni houby s listnatymi a jehlicnatymi stromy. Mnohé druhy na fezu Cervenaji, cernaji

3
nebo modraji.

Leccinum quercinum PiL.

Kozak dubovy

Vyskyt: v listnatych lesich, na hrazich rybnikid, pod duby,
roztrousené

Cerven az fijen

Chut’ lahodna, viin¢€ nevyrazna

Jedly *

‘\ Se -‘f

Obr. 1: Leccinum quercinum®

1.4. Celed’: Hydnaceae (LiSaKkovité)

1.4.1. Rod: Hydnum, (Lisak)

V dne$nim vyznamu je tvofen pouze tfemi druhy (H. rufescens, H. albidum, H. repandum).

Z4dny z nich neni jedovaty. 3
Hydnum repandum L. (Dentinum repandum %)
Lisak zprohybany

Vyskyt: ve vSech lesich, zvlaste jehli¢natych, roste hojné

Cervenec az fijen
. Chut’ mirnd, viiné pfijemna

- Jedly *

1.5. Celed’: Pleurotaceae (Hlivovité)

1.5.1. Rod: Pleurotus, (Hliva)

11



Stredng velké houby rostouci jednotlivé nebo v trsech na dievinach. °

Panus conchatus (BuLL. ex Fr.) Fr. (Pleurotus conchatus, Panus torulosus °)

Hliva fialova

Vyskyt: roste v trsech na pafezech listnatych stromii, hlavné
bfezovych

Na podzim

Zajimava je jeji zména barev od pekné fialové az do pletové
nebo kozove zluté

Nejedla °

it .
Obr. 3: Panus conchatus **

1.6. Celed’: Polyporaceae (Chorosovité)

1.6.1. Rod: Albatrellus, (Krasnoporka)

Pozemni, duznaté a jednolet¢ houby, rostouci jednotlivé nebo sristajici po nékolika

dohromady, jedlé.

Albatrellus ovinus (ScHaerr. ex Fr.) KoTL. et Pouz. (Caloporus ovinus, Polyporus ovinus °)

Krasnoporka mlynaika

Vyskyt: ve smréindch, zejména v podhorskych polohach,
obvykle ve skupinach, hojné

Cerven az fijen

Chut’ mirna, viné pifjemna *

Jedl4, ale tuh4 °

e

Obr. 4: Albatrellus ovinus *°

1.7. Celed’: Russulaceae (Holubinkovité)

1.7.1. Rod: Lactarius, (Ryzec)

Houby pozemni, drobné, stiedné 1 velmi veliké, raznych barev, lysé nebo chlupaté, kiehke;
pfi rozlomeni roni duznina vodnaté, zbarvené nebo bilé mléko, které se na vzduchu u

nékterych druhi réizné zbarvuje. °

12



U ryzct stejné jako u holubinek plati pravidlo ochutndvani: druhy pal¢ivé nebo nechutné se

o . 5
nejedi, ostatni ano.

Jedna se o mykorhizni houby. 3

Lactarius blennius (Fr. ex Fr.) Fr.

Ryzec zeleny

Obr. 5: Lactarius blennius *°

Lactarius deterrimus GROGER

Ryzec smrkovy

-.v;“l’ \
Obr. 6: Lactarius deterrimus >’

Lactarius vellereus (Fr.) Fr.

Ryzec plstnaty

Obr. 7: Lactarius vellereus *®

Vyskyt: v listnatych lesich pod buky, roste hojné
Cerven az listopad 4
MlIéko je bilé, zasychanim Sedozelené, palCivé >

Nejedly °

Vyskyt: pod smrky na kyselych a vapenitych ptidach, velmi
hojny

Srpen az fijen

Chut nahotkla

MIéko je oranzové Cervené, po nékolika minutich se pomalu
zbarvuje do vinové Cervena

Jedly, méné chutny *

Vyskyt: v listnatém a jehli¢natém lese, hojné€ rostouci
Srpen az fijen 3

Chut hotce pal¢iva, viin€ pfijemna

Miléko bilé, neménné, pal&ivé *

Nejedly *

1.7.2. Rod: Russula, (Holubinka)

v

Houby pozemni, vétsinou velké, kiehké. Klobouky nejrozmanitéjsich barev, s okrajem

’ s v v r 5
sehnutym, ve stafi na sttedu ¢asto prohloubené.
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Houby mykorhizni, pfi poranéni nevytékd mléko. Né&které pal¢ivé druhy jsou jedovaté. Jejich
negativni pusobeni se vSak omezuje na piechodné Zaludecni a stfevni poruchy spojené
s nevolnosti a vyskytuje se zejména pii zvySené konzumaci za syrova. Je vyvolano ostrymi
pryskyfi¢natymi latkami. 3

Rostou v 1ét& a na podzim, oby&ejné hromadné. °

Russula acrifolia Romacn

Holubinka ostra

Vyskyt: roste v listnatych 1 jehli¢natych lesich

Od 1éta do podzimu

Nejedla °

Obr. 8: Russula acrifolia *°

Russula coerulea Fr. Emenp. Cooke (R. amara, R. caerulea, R. amoenata °)
Holubinka hoika

Vyskyt: roste roztrousené v bfezovych, osikovych a hlavné
borovych lesich na vlhéich mistech

X v v 5

Cervenec az fijen

Chut’ mirnd, viin¢ nendpadna

Jedl4, po odstranéni siln€ hotké pokozky klobouku a oSkrabani

v v 4
\§ povrchu tfené

Obr. 9: Russula coerulea

Russula delica Fr. Emenp. Bres. (R. brevipes, R. chloroides °)

Holubinka bila

Vyskyt: ve vSech lesich i1 za sucha, hojné
Cervenec az fijen

Chut’ nepatrné ostra, mén¢ piijemna, viné kofenna

’ v 4
Jedla, omezené

Obr. 10: Russula delica &
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Russula integra L. ex Fr. ss. R. Mre. (R. polychroma °)

Holubinka celokrajna

Vyskyt: v lesich jehlicnatych, zejména ve smrcinach
Cervenec az fijen

e , vevo 7 o v I3 ;4
Chut ptijemna, lehce pryskyfi¢na, viin€ nenapadna

Jedla °

Obr. 11: Russula integra ©

Russula olivacea (ScHAEFF. ex SEcr.) Fr.

Holubinka olivova

Vyskyt: roste dosti hojné, hlavné na vyhtatych okrajich lest
vSeho druhu
Cervenec az Fjen °

Jedna z nejvétsich holubinek

Chut lahodna, viin¢€ nevyrazna

Jedla *

Obr. 12: Russula olivacea °

1.8. Celed: Strophariaceae (Limcovkovité)

1.8.1. Rod: Hypholoma, (Tiepenitka)

Prostfedni nebo malé, vétSinou trsnaté dievni nebo humusové houby zlutavych barev.
Klobouk je v mladi oby¢ejné spojen pavuéinatym zavojem, z néhoz pochazi tfepeni na okraji
klobouku, av§ak pozd&ji mizi beze stopy. Cast druhii je jedla (t.makova), nejedla (t. cihlova) i

jedovata (t. svazcita). ® Jedna se o saprofyty. 3

Hypholoma sublateritium (Fr.) Quer. (Naematoloma sublateritium, Hypholoma lateritium °)

Ttepenitka cihlova

Vyskyt: na tlejicich parezech a kotenech jehli¢natych i
listnatych stromd, v trsech nebo jednotliveé, hojné
Cervenec az listopad

Chut hotka, viin€ nendpadna

Nejedla *

B

f 2 &% &
Obr. 13: Hypholoma sublateritium 5 15



1.9. Celed’ Telephoraceae (Plesiiakovité)

1.9.1. Rod: Sarcodon, (Losak)

Houby pozemni, klobouk nepravidelné okrouhly, hrbolaty, ristem do sebe nezalévajici

vétvicky, listy apod. Vétsinou nejedé. °

Davaji pfednost horskym stanovistim. *

Sarcodon imbricatus (L. ex Fr.) P. Karst. (Hydnum imbricatum °)

Losék jeleni

Vyskyt: jehlicnaté lesy na pis¢itych podkladech, zejména
v podhorskych oblastech; difive bézna houba, dnes
roztrouSené

Srpen az fijen

Chut’ lehce nahotkl4, u ptestarlych jedinct hotka, viiné

v , 4
kofenna

Obr. 14: Sarcodon imbricatus ®

Jedly, ale tuhy °
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2. Chemicka skladba hub

2.1. Uvod

Vsem houbam je spolecné, ze nemaji zelein listovou (chlorofyl) jako zelené autotrofni
rostliny. Proto nejsou schopny vytvaret z jednoduchych mineralnich latek pomoci slune¢ni
energie organickou hmotu svého téla. Vyzivuji se heterotrofné, tj. stavi své télo z latek
rostlinného nebo zivoc¢isného ptivodu, pochézejicich z organismti bud’ odumfelych a tlejicich,

nebo Zivych. V prvnim piipadé jde o saprofyticky zptisob Zivota, v druhém o paraziticky. *

Charakteristickou slozkou bunéfnych stén vSech vldknitych hub je chitin. Chitin je
vysokomolekularni latka slozend z aminocukrti (zejména poly-N-acetylglukosaminu), ktera se
nachazi téz v zevni kostfe Clenovcl. Je pfitomna v podhoubi i v plodnicich. Zazivacimi
zalude¢nimi Stdvami Clovéka je téméf neporusitelnd a zplsobuje proto tézkou stravitelnost
nékterych druhii hub. !

U n¢kterych hub jsou vsak tyto stény utvoteny z polymernich (slozitych) cukrii, mannanu a

glukanu, a n&kdy i z bilkovin. >

Plazma houbovych bunc¢k obsahuje v malém mnozstvi cukry, rozpustné i rezervni, a tuky,
které dohromady tvofi hlavni bazi vyzivnych latek organismu houby. Nejvétsi procento vahy
hub tvofi voda, obsazend zejména v plazmé, jiz maji houby 70 — 95 %. Proto suSenim
pozbyvaji asi az %110 vlastni vahy. Z mineralnich latek, které se staraji o udrZeni iontové
rovnovahy v plazmé¢, jsou nejhojnéjsi slouceniny drasliku a fosforu. Vedle téchto latek, jejichz
funkce pro Zzivot organismu houby je zfejma, obsahuji vSak houby velka mnozstvi latek
s funkci dosud vice ¢i méné nejasnou; terpenické latky, tzv. pryskyfi¢naté latky, aromatické
slouceniny (zejména chinony), alkaloidy a mnoho zéastupcii jinych skupin latek, s nimiz se

v

V hojnéjsi mife setkavame az u zelenych rostlin. >
Pievazna vétsina lidské populace se o houby zajima z hledisky jejich pouziti v kuchyni.

Pokud hledime jen na energetickou hodnotu, podobaji se lesni houby nejvice zelening, jak je

ziejmé z tabulky *:
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) < é

E > E lg

3 2 2 I, = i

o = > > = o

> =) = ) > a
Hiib obecny 87,1 5,39 0,40 2,72 1,01 0,95
Zampion polni 89,7 4,88 0,20 1,11 0,83 0,82
Ryzec pravy 88,8 3,08 0,76 2,18 3,63 0,67
Liska obecna 91,4 2,64 0,43 0,99 0,96 0,74
Priumeérné slozeni hub 89,2 3,06 0,41 1,09 1,22 0,82
Hovézi maso 72,0 21,00 5,50 0,50 1,00
Veptové maso 475 14,50 37,30 0,70
Jatra 71,5 20,00 3,50 3,50 1,50
Treska 81,5 17,00 9,30 1,20
Kvétak 91,0 2,40 0,30 4,50 1,80 0,80
Spenat 934 2,20 0,30 1,70 0,50 1,90
Mrkev 86,8 1,20 0,30 9,00 1,70 1,00
Brambory 74,9 2,00 2,00 20,90 1,00 1,10

Primérné sloZeni zeleniny 89,4 2,32 0,28 0,94 1,20 1,00
Pozn.: V tabulce jsou uvedeni jen néktefi zastupci jednotlivych skupin, proto primérné sloZzeni neodpovida
pruméru z uvedenych hodnot.

Vlastni vyzivna hodnota neni ve srovnani s masem a rybami piili§ vysoka. Z hlediska lidské
vyzivy je u hub duilezity spiSe obsah mineralnich soli, fermenty podporujici traveni i dalsi
biofaktory. 3

Byly zjistény 1 latky snizujici hladinu cholesterolu a ovliviiujici krevni tlak. Pfednosti je i

nizka stravitelnost hub, zv1asté jejich stén, kterd zpisobuje veétsi peristaltiku strev. 2
2.2. Primarni metabolity

Primarni metabolismus = soubor Zivotné dilezitych metabolickych reakci, probihajicich ve

y . . s o T
vSech organismech, neboli zdkladni latkova pfeména

2.2.1. Sacharidy

Houby obsahuji 1 — 6 % cukrl, a to jednak tzv. membranové cukry (tvoii stény bunck),
jednak rezervni cukry, zejména glukany, mannany a galaktany (glukan z hub se velmi podoba
jaternimu cukru glykogenu, a proto se také nékdy nazyva glykogen) a rozpustné cukry,
z nichz nejdulezitéjsi jsou mannit a trehaléza (90 % vSech rozpustnych cukrti), doprovazena

volemitolem, sorbitolem, erythritolem a arabitolem, a v jednotlivych ptipadech i dalsimi
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slouceninami. Slizové latky jsou rovnéz tvofeny cukry: polyuronidy (glukuronidy) a

pentozany (v pruméru 7 %). >

2.2.2. Lipidy

Vedle cukrti hraji hlavni roli jako rezervni latky hub tuky. Vyskytuji se ve velkych
mnozstvich v myceliu 1 sporach. Jsou to jednak glyceridy, obdobné béznym olejim ¢i tukim,
jednak glykolipidy, obdoby voskid. Tyto lipoidni latky tvoii asi 0,5 — 1,5 % vahy houby,
nekdy vsak daleko vice. >

Dale se jedna o lipoproteidy, fosfolipidy, steroidy aj. *

2.2.3. Proteiny

Latek bilkovinné povahy je v houbach (podobné jako v zelenych rostlindch) velmi malo,
protoze pro tyto organismy maji polymerni cukry podobny vyznam jako bilkoviny pro
zivocCichy, a tudiz nepottebuji bilkoviny v tak velkych mnozstvich. Celkovy podil vSech latek
bilkovinného charakteru u hub nebo jejich zakladnich stavebnich kamenti je 0,24 — 3,89 % (4.
aminokyselin, peptidi nizSich 1 vysSich, bilkovin, betain). Do skupiny peptidi patii
nejprudsi zndmé houbové jedy, amanitiny, faloidin a faloin. Produkty rozkladu bilkovin ve

starych Zivych houbéach byvaji Casto jedovaté. Jsou tak piicinou toxicity starych jedlych hub. °
2.3. Mineraly

Nejhojnéjsi jsou slou¢eniny drasliku a fosforu. >

2.4. Vitaminy

Neobycejné bohaté jsou houby na skupinu vitaminii B a jako v jedinych zastupcich rostlinné
fiSe se v nich nachazi provitamin D. 4

Karotenoidy jsou obsazeny jen v nékterych houbach, a to v malych mnozstvich; jsou dilezité
tim, Ze jednim z produktd jejich pfemény je vitamin A. °

2.5. Tézké kovy

Houby maji obecnou vlastnost koncentrovat ve svém pletivu té¢zké kovy. Pfedevsim se jedna

0 kadmium, cesium, olovo a rtut. Analyzami bylo zjiSténo, ze je mozné konzumaci hub
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pfijmout toxické mnozstvi téchto prvki. Bezesporu se jedna o piipad sekundérni toxicity a za

bé&znych podminek tato situace nehrozi. °

2.6. Barviva

Houby jsou zbarveny fadou barviv, ktera patii do riznych skupin organickych sloucenin.
Barviva jsou pfitomna v plazmé nebo ve vakuolach bunék, anebo na jejich povrchu, kde
byvaji v podobé krystalkl. Jindy zase jsou zbarveny stény hyf. Xanthony jsou pfi¢inou
zlutého zabarveni hub, nékteré derivaty piperazinu a pyrazinu zpasobuji jejich cervené
zabarveni, jeden mutant klanolistky obecné (Schizophyllum commune), péstovany na dusikaté
zivné pudé, produkuje indigo. Nejcharakteristi¢téjSimi barvivy jsou vSak chinoidni latky:
benzochinony maji vétSinou barvu zlutou, nékdy az cervenou, naftochinony byvaji ¢ervené a
prechazeji do tmavsich tont, kdezto antrachinony jsou modré az cCerné. Nékdy mizeme
pozorovat zménu barvy duzniny po nalomeni nebo pii pomackani houby napt. modrani a opét
odbarvovani (n€které hiiby), dale Cervenani, hnédnuti, Cernani a jiné barevné zmény. Houby
totiz Casto obsahuji tato barviva v bezbarvé leukoformé: pii styku se vzdusnym kyslikem
dochazi k oxidaci leukoformy na okysli¢enou barevnou formu, vlastni barvivo. Mezi takové
latky patii napt. Cerveny boletol u hiibu, ktery se méni po okysli¢eni na modré barvivo. Tato
barviva byvaji n€kdy nestdld a bud dalSim okysli¢enim, nebo jinymi vlivy (napf.
enzymatickymi) se mohou opét dale ménit, takze barva nékdy zase zmizi. °

U ryzct je situace ponékud jind. Tyto houby maji ve svych plodnicich dlouhé hyty, zvané
mléCnice, které jsou naplnény mlékovitou tekutinou s pryskyfiénymi kapénkami. Na
ochutnani byva toto mléko nékdy piijemné, napf. u syrovinky (Lactarius volemus), jindy
trpké az palCivé, jako tieba u ryzce ry$avého (Lactarius rufus) a jinych druhd. Toto mléko u
nékterych druhd barvu neméni, zatimco u jinych ve styku se vzduchem Zzloutne, modréa az
fialovi, anebo oranzovi, jako napif. u ryzce pravého (Lactarius deliciosus). Tato houba
obsahuje seskviterpenickou latku, jez se méni na oranzovy prekursor latek modrého az

fialového zabarveni, laktarazulenu a laktaroviolinu. >

2.7. Pach a viné

Pach byva, stejné€ jako barva, pro houby velmi typicky. Je diilezitym systematickym znakem a

vetsinou je velmi staly, proto se dobie hodi k ur€ovani mnoha druhti. Tzv. typicky houbovy
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pach neni zatim pfipsan zaddné chemické sloucening, prestoze bylo této problematice
vénovano v poslednich letech zna¢né Usili. Ov§em mnoho hub mé zvlastni nehoubovy pach,
napft. kofenny (zptisobeny hoi¢i¢nymi oleji), anyzovy (anisaldehyd), ovocny (pfi¢inou jsou
estery). °

Existuji 1 zndmé viné ptipominajici Cesnek, ¢pavek, syr, strouhany kokos, spalenou rohovinu,
karbol, rybu, okurky nebo Zluklou mouku. 3

Pti¢inou odporného zapachu hub byvaji nizké aminy. >

2.8. Chut

Zatimco vini Ize vnimat snadno, pfi chutové zkousce je tieba postupovat opatrné. 3

Chut’ neni ani v nejmens$im rozhodujicim znakem pro to, zda je houba jedla nebo jedovata.
Houby s chuti za syrova nepfijemnou mohou byt po kuchynské tpravé velmi chutné a
naopak, pfijemné chutnajici houby mohou byt smrteln¢ jedovaté. Zjistovat jedlost ¢i nejedlost
podle chuti mizeme jen u holubinek a ryzcg. *

U hub se nejcastéji setkdvame s chutémi, které oznacujeme jako palciva, hotkd, moucna nebo

jen houbova. 3

2.9. Sekundarni metabolity

Sekundarni metabolismus = reakce vytvarejici latky specifické pro ur€ité taxony !

Ne zcela ke vSem zkoumanym taxonim hub v této praci se podafilo dohledat dostatek
informaci o sekundarnich metabolitech. Neékteré druhy nebyly patrné jeSt€ natolik

prozkoumany, aby se zji§téné informace daly zvetejnit ve védeckych publikacich.

2.9.1. Rod: Leccinum,(Kozak)
Celed’: Boletaceae (Hiibovité)

Houby tohoto rodu obsahuji &ty¥i typy Cag steroli °:

. Ergosterol

Systematicky nazev: ergosta-5,7,22-trien-383-ol

Je to hlavni houbovy sterol mnoha druhi hub, obsazeny jak ve vieckovytrusych tak ve

stopkovytrusych houbéch kromé rzi.
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Charakteristika: malé, hydratované, ploché, deskovité krystaly z alkoholu, hydratované
jehlicovité krystalky z etheru. Nejlepsi krystalicka forma obsahuje 1,5 molu H,O. Taje pti 168
°C. Kompletni odstranéni vody je téméf nemozné a vysledkem je amorfni hmota o rozmezi
bodu tani 166 — 183 °C. Ergosterol je prakticky nerozpustny ve vod¢. Jeden gram se rozpusti
v 660 ml alkoholu, ve 45 ml vrouciho alkoholu, v 70 ml etheru, v 39 ml vrouciho etheru a
v 31 ml chloroformu. Precipituje v pfitomnosti digitoninu. Je-li ergosterol vystaven vlivu
svétla a vzduchu, zezloutne. Kyslikat¢é formy peroxidu a vodiku mohou vytvaret
polyhydroslouceniny.

Biologicka aktivita: pisobenim UV zéfeni rozvine ergosterol silnou aktivitu vitaminu Dy °

Ergosterol

Vzorec |

. (24S)24-methylcholesta-5,7-dien-38-ol

Systematicky nazev: ergosta-5,7-dien-38-ol

Tento sterol byl nalezen u ¢etnych druhi hub rouskatych (Hymenomycetidae).
Charakteristika: krystalizuje z chloroform-methanolu, bod tani 148 — 150 °C. Acetaty
krystalizuji z aceton-methanolu, bod tani 153 — 155 °C.

Izolace: bunky z kvasnic byly odplaveny v 10% methanolovém roztoku KOH, methanol byl
odstranén za pouziti vakua a material, rozpustny v etheru, byl pfeménén na benzoové
derivaty. Benzoaty byly separovany preparativni tenkovrstvou chromatografii na silikagelu

GF254 nasledovanou TLC impregnovanou dusi¢nanem stfibrnym. ’
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HO

(24S)24-methylcholesta-5,7-dien-3-ol

Vzorec Il

. 5,6-dihydroergosterol
Systematicky nazev: ergosta-7,22-dien-33-ol; 24-methylcholesta-7,22-dien-36-ol °

5,6-dihydroergosterol

Vzorec 11

. 22,23-dihydroergosterol
Systematicky nazev: ergosta-5,7-dien-38-ol

Byl nalezen v &etnych druzich hub rouskatych (Hymenomycetidae) °

22,23-dihydroergosterol

Vzorec IV
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Ve volné rostoucich ¢erstvych plodnicich 14 taxont, mj. také v plodnici Leccinum quercinum,
bylo identifikovdno pomoci GC/MS (gas chromatography/mass spectrometry) 45 tékavych,
nestalych sloucenin. Nejvice zastoupeny byly: 1-okten-3-ol, (E)-2-oktenol, 1-okten-3-on,
oktanol, 3-oktanon, 3-oktanol, N(2-phenylethyl)acetamid, benzaldehyd, limonen, geranyl
aceton, farnesyl aceton a (E,E)-farnesol. Camphen a germacren D byly v houbach viibec

poprvé identifikovany. *°

2.9.2. Albatrellus ovinus (ScHaerr. ex Fr.) KortL. et Pouz.

Krasnoporka ov¢i
Celed’: Polyporaceae (Chorosovité)
Tento druh produkuje lipofilni fenolové derivaty grifolin (vzorec V '), skutigeral (vzorec VI

1y a kristatovou kyselinu (vzorec VII ™

) s drazdivym ucinkem na GIT (Gastrointestinalni
trakt). Jako nasledky jsou popisovany gastroenteritidy. Obvykla délka zdravotnich obtizi je 3
— 4 h a rekonvalescence trva 24 — 48 h Podrazdéni GIT se projevuje jako nauzea, vomitus,
diarea, koliky a bolesti bficha. Nékdy muze byt provazeno svalovymi kie¢emi, poruchami

cirkulace a ztratou elektrolyti. 8

OH

H.C OH
Grifolin

Vzorec V

OHC

Skutigeral

Vzorec VI

24



OH 0
/

H.C OH
COOH

Kristatova kyselina

Vzorec VII

Podle vyzkumu Institutu biologické psychiatrie ma skutigeral schopnost inhibovat in vitro

vazbu 3H-SCH 23390 k dopaminovému receptoru v membranach mozku krys. *2

V roce 1977 izolovala a identifikovala skupina ¢eskych védct z lipofilni frakce Cerstvych
plodnic Albatrellus ovinus kromé grifolinu (vzorec V ) a neogrifolinu (vzorec VIII) dalsi
fenolické meroterpenoidy E,E-5-methyl-2-(3, 7, 11-trimethyl-2, 6, 10-dodekatrienyl)-1, 3-
dimethoxybenzen, E,E-5-methyl-2-(3, 7, 11-trimethyl-2, 6, 10-dodekatrienyl)-1-hydroxy-3-
methoxybenzen a E,E-5-methyl-4-(3, 7, 11-trimethyl-2, 6, 10-dodekatrienyl)-1, 3-

dimethoxybenzen. *3

HO

Neogrifolin

Vzorec VIII

Studie provadéna v roce 2002 v Japonsku s taxonem Albatrellus ovinus byla zaméfena na
derivaty neogrifolinu vykazujici antioxida¢ni aktivitu. Z japonskych hub byly izolovany
slouCeniny: grifolin, neogrifolin, 3-hydroxyneogrifolin (vzorec IX), 1-formylneogrifolin
(vzorec X) a 1-formyl-3-hydroxyneogrifolin (vzorec XI). Jejich antioxidaéni aktivita byla
porovnavana s antioxidacni aktivitou o — tokoferolu a BHA (tert-butylhydroxyanisol). Méfeni
probihalo za pouziti klasického DPPH testu; k roztoku antioxidantu o koncentraci 20 uM
Vv ethanolu (2 ml) byl pfidan pufr (octan sodny, 2 ml) a 1 ml 500 uM stabilniho radikalu
DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) v ethanolu. Po 30 minutach byla spektrofotometrem pfi

. 1 . 14
vlnové délce 517 nm méfena absorbance roztoku.
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Zavér studie byl velice zajimavy. 3-Hydroxyneogrifolin a 1-formyl-3-hydroxyneogrifolin

vykazovaly siln&jsi antioxida¢ni aktivitu nez o — tokoferol nebo BHA. **

3-Hydroxyneogrifolin
Vzorec IX

OHC

HO

1-Formylneogrifolin

Vzorec X

OHC

HO

1-Formyl-3-hydroxyneogrifolin

Vzorec XI

2.9.3. Panus conchatus (BuLL. ex Fr.) Fr.

Hliva fialova

Celed’: Pleurotaceae (Hlivovité)

Hlavni metabolity Panus conchatus, panepoxydon a panepoxydion, byly identifikovany
jako 2B-hydroxy-4-(1B-hydroxy-3,3-dimethyl-2-propenyl)-5-oxo0-7-oxabicyklo[4.1.0]hept-3-
en a  2,5-dioxo-4-(1B-hydroxy-3,3-dimethyl-2-propenyl)-7-oxabicyklo[4.1.0]hept-3-en.
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Dalsimi obsahovymi latkami jsou isopanepoxydon, neopanepoxydol a 6-hydroxy-2,2-
dimethylchroman-4-on. *°

Isopanepoxydon a panepoxydon byly uspéSné pfipraveny racemickymi syntézami jako
vysledek pokust provadénych na americké universit¢ v Yale. To vSe vedlo také k urCeni

struktury isopanepoxydonu (vzorec XII) a znovuobjeveni struktury panepoxydonu (vzorec
X1). 1

OH OH

O

Isopanepoxydon
Vzorec XII

O OH
=

OH

Panepoxydon
Vzorec XIII

Panus conchatus vylucuje ligninolytické enzymy zejména laccasu a manganperoxidazu,

Jimiz se zabyvalo mnoho studii.

2.9.4. Rod Lactarius, (Ryzec)

Celed’: Russulaceae (Holubinkovité)

Ryzce obsahuji latex. Potencialné toxické jsou druhy s bilym latexem, bilym latexem
ménicim se ve Zluty a bilym, pozdé&ji fialovym latexem. Ostra, Stiplavd nebo pal¢iva chut’ je
nejpravdépodobnéji dana skupinou seskviterpenti marasmanové nebo laktaranové struktury
pochazejici z velutinalovych esteri, které jsou pfirozenymi metabolity houby. Mohou byt

také piicinou gastroenteritidy rozvijejici se po poziti mj. Lactarius vellereus. ®

Houby tohoto rodu obsahuji 7-dehydrocholesterol neboli provitamin D3 se systematickym

nazvem cholesta-5,7-dien-38-ol. 7-dehydrocholesterol vytvaii deskovité krystaly z ethylether
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— metanolu s bodem tani 150 — 151 °C. Je nerozpustny ve vod¢ a rozpustny v obvyklych
organickych rozpoustédlech. S chloridem hlinitym poskytuje rizové az modré,
S chloralhydratem modré a s 90% kyselinou trichloroctovou cervené zbarveni. (Acetat
krystalizuje z metanolu). 7-dehydrocholesterol byl izolovan zneutralni lipidové frakce
z kolony chromatografované na neutralnim hliniku uzitim 10%, 20%, 50% benzen/n-hexanu a
benzenu. Frakce obsahujici steroly byla analyzovdna na silikagelu pomoci TLC (platy
impregnované rthodaminem 0,1%) nebo acetylovéana s pyridin-acetanhydridem a ¢iSténa TLC
(platy impregnované 20% AgNOs3). Biologicka aktivita se projevuje ptisobenim UV zafeni na

7-dehydrocholesterol, ktery konvertuje na vitamin Dj, o

HO

7-dehydrocholesterol
Vzorec XIV

2.9.4.1. Lactarius blennius (Fr. ex Fr.) Fr.

Ryzec zeleny
Pomoci 2D-NMR metod byla objevena struktura diphenylchinonového derivatu blennionu,
obsazeného v nejedlé houbé Lactarius blennius. Je to zeleny pigment, ktery je mozno

piipravit synteticky ze dvou jednotek 3, 6-dihydroxyanthranilové kyseliny. *’

OMe

Blennion
Vzorec XV
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V sedmdesatych letech se podarilo v Italii izolovat nové seskviterpenické laktony blennin A,
blennin B a blennin C z plodnic Lactariuas blennius. Slouceniny byly charakterizovany
podle jejich IC, UV, NMR a hmotnostnich spekter. 18

Zajimavou skutec¢nosti je, ze vzorec XVIII je shodny se vzorcem L, nebot’ blennin C byl
izolovan nejen z Lactarius blennius ale také z Russula delica, tedy taxont patficich ke stejné

¢eledi Russulaceae.

@)
@)
OH
Blennin A
Vzorec XVI
@)
g \
OH OH
Blennin B
Vzorec XVII
@)
CHZCHCH3\©L
CH,OH
Blennin C
Vzorec XVIII

O par let pozd¢ji izoloval tentyz tym védct dalsi seskviterpenické hydroxylaktony (vzorec

XIX: RR; =0, Rz ,R3 =H, Ry = OH; R = H, R; = OH, R, = H, RsR4 = O) Zpracovavali
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tentokrat kromé taxonu Lactarius blennis také L. scrobiculatus. Struktury byly detekovany
pomoci chemickych a spektralnich dat. *°

R Rl

3 ; :

Rino H
Vzorec XIX

AV roce 1980 zvefejnil tento tym, jests objev a izolaci struktury blenninu D. %

~ OH

Blennin D

Vzorec XX

2.9.4.2. Lactarius deterrimus GROGER

Ryzec smrkovy
Ztohoto druhu byl izolovan  1-formyl-4-methyl-7-iso-propyl  azulen  (11,12-

dihydrolactaroviolin) spolu s D-mannitolem, palmitovou a stearovou kyselinou. %

Vyzkum, provedeny s neposkozenymi plodnicemi hub L. deterrimus a L. deliciosus
zabyvajici se prezkoumanim obsahu seskviterpenti, objevil v obou druzich obsah pouze
jednoduchych seskviterpentl, jako esteri dvou mastnych kyselin. Pokud se vSak plodnice
poskodily (napt. krajenim), estery béhem par minut konvertovaly na pét volnych
seskviterpent. Tii z téchto byly jiz diive izolovany z L. deliciosus, zatim co zbylé dvé
slouceniny delicial (vzorec XY) a deterrol (vzorec XY) byly objeveny jako nové a jejich
struktura objasnéna spektrdlnimi a chemickymi metodami. Konverze seskviterpeni
Vv poskozenych plodnicich se zdd byt enzymatickd a mozZnost, ze seskviterpeny by byly

soucasti chemického obranného systému téchto ryzct je predmétem dal§iho zkoumani. 22
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9

OHC
CH 5

Delicial

Vzorec XXI

HO,HC
CH,

Deterrol

Vzorec XXII

2.9.4.3. Lactarius vellereus (Fr.) Fr.

Ryzec plstnaty

Ostie chutnajici substance byly nalezeny v houbach Lactarius piperatus a L. vellereus. Bylo
zjisténo, Ze ostra chut’ vymizi pfi vafeni ¢i suSeni hub. Ve §t'avé z hub se docili vymizeni ostré
chuti mixovanim s vodou a vystavenim této smési uc¢inku vzduchu. Bez ztraty této ostré chuti
mohou byt houby konzervovany uchovanim v alkoholu. Z benzenovych extrakti lisované
$tavy byly izolovany dvé ostie chutnajici latky velleral a isovelleral.

Ze dvou taxont rodu Lactarius, L. vellereus a L. necator, byly izolovany velutinalové estery
I (R = stearyl) a Il ( R = 6-ketostearyl). Jejich struktury byly stanoveny pomoci spektralnich
dat. 2

OR
o)
H )

Velutinalové estery I, II

Vzorec XXIII
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OH

H o)
Velutinal
Vzorec XXIV

Ze studie publikované v roce 1985 je patrné, co se déje se zakladnimi obsahovymi latkami po
poranéni houby. L. vellereus obsahuje tedy jednoduchy seskviterpen velutinal jako jeho ester
s kyselinou stearovou. Dojde-li k poskozeni plodnice, stearoylvelutinal se rychle pfeméni na
toxicky isovelleral a velleral, ty se pozvolné¢ redukuji na méné toxické slouceniny. Tyto

slougeniny piedstavuji chemicky obranny systém. %

Ethanolové extrakty L. vellereus ve studii z roku 1988 obsahovaly kromé jiz znamych
seskviterpenti jeden vysoce se oxidujici marasmanovy lakton (vzorec XXV) a nové dva 13-
normarasmanové seskviterpeny (vzorec XXVI, XXVII), které jsou prvnimi zastupci takovéto
ttidy sloucenin. Molekularni konfigurace a konformace byly stanoveny spektroskopickymi

metodami. 2

Vzorec XXV

Vzorec XXVI
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Vzorec XXVII

Vroce 1991 piibyly k dosud znamym slouCeninam obsazenym v L. vellereus novy
monohydroxy-di-oxo-furan a novy lakton. Jejich struktury v ethanolovém extraktu z L.
vellereus byly identifikovany pomoci spektroskopie jako 5,13-epoxy-3p-hydroxy-lactara-
2(9),5,7,(13)-trien-4,8=dion (vzorec XXVIII) a 13-hydroxy-lactara-2,6,8-trien-5-ova kyselina
vy lakton (vzorec XXIX). 2t

Vzorec XXVIII
O
g \
Vzorec XXIX

V dal§im zkoumani poskytl ethanolovy extrakt L. vellereus jest¢ 7a, 8a, 13-trihydroxy-
marasman-5-ovou kyselinu y-lakton (vzorec XXX), 13-hydroxy-marasman-7(8)-en-5-ovou
kyselinu y-lakton (vzorec XXXI) ?® a 5-hydroxy-lactara-6,8-dien-13-ovou kyselinu y-lakton
(vzorec XXXI1). %
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Vzorec XXX

Vzorec XXXI

Vzorec XXXII

V roce 1994 byly izolovany dva nové seskviterpeny 7a, 8a, 13, 14-terahydroxy-marasman-5-
ova kyselina y-lakton (vzorec XXXIII) a 10B-hydroxy-lactarorufin A stejné jako znamy
dipeptid cyklo-L-prolyl-L-leucyl pomoci nékolikanasobné chromatografie z ethanolovych

extrakt Lactarius vellereus. *°

Vzorec XXXIII
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OH OH
10B-hydroxy-lactarorufin A
Vzorec XXXIV

2.9.5. Rod Russula, (Holubinka)

Celed’: Russulaceae (Holubinkovité)

Nékteré druhy jsou spojovany s gastrointestindlni nevolnosti, nicméné syndrom intoxikace
neni dosud dostatecné popsan. Pri¢inou nezadoucich ucinki jsou pravdépodobné
seskviterpeny podobné jako v rodu Lactarius. Mezi druhy zptsobujici nevolnost, zvraceni a

priijmy lze prifadit mj. druhy Russula coerulea a Russula olivacea. ®

2.9.5.1. Izolace a struktura pteridind z Russula sp.

Rozsahlé chromatografické separace a chemické a spektroskopické vyzkumy vedly k izolaci a
identifikaci n€kolika, ve vodé rozpustnych, pteridinti z Russula sp., které jsou nazyvany
russupteridiny, jmenovité: 1-(5-amino-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahydropyrimidin-4-yl)amino-1-
deoxy-D-ribitol (1; pro-lumazin, prvni identifikovany v basidiomycetach); 1-deoxy-1-(6-
methyl-2,4,7-trioxo-1,2,3,4,7,8-hexahydro-pteridin-8-yl)-D-ribitol (3) a 1-deoxy-1-(2,4,7-
trioxo-1,2,3,4,7,8-hexahydropteridin-8-yl)-D-ribitol (4); obé posledné jmenované slouceniny
byly poprvé nalezeny ve vysSich houbach; patii ke sloucenindm s nejsilng€jsi fialovo-modrou
fluorescenci v Russula sp.; riboflavin (6; je znam jako dulezité zluté barvivo v mnoha
Russula sp.; russupteridin-zluty I ( = 1-(6-amino-7-(N-formylimono)-2,4-dioxo-1,2,3,4,7,8-
hexahydropteridin-8-yl)-1-deoxy-D-ribitol (5); je sloucenina s velice silnou fluorescenci,
prvni derivat nového 6,7-diamino-lumazinu); russupteridin-zluty IV ( = 1-deoxy-1-(2,6,8-
trioxo-2,4,5,6,7,8-hexahydro-1H-imidazolo[4,5-g]pteridin-4-yl)-D-ribitol  (7)). Dale byly
izolovany a urCeny dva dal§i zluté russupteridiny (zluty II a zluty V) s velmi silnou
fluorescenci. >

Podle udaji ztabulky, pfilozené k tomuto odbornému c¢lanku, Cini obsah riboflavinu v

Russula coerulea 2,9% hmotnosti usuiené houby. (Vyzkum z roku 1973). *
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KL ﬁi L

CH D -Rib

Vzorec XXXV, XXXVI, XXXVII

0”7 °N” °N CH,
D Rib D-Rib
(5) (6)

Vzorec XXXV, XXXIX

Zﬁ Iﬁo — LK/EI%

D Rib. D-Rib
(7) (7a)

Vzorec XXXX

2.9.5.2. Russula delica Fr. EMEND. BREs.
Holubinka bila

Je to symbiotickd houba, jejiz mycélia se Casto nachdzi na kofenech stromill. Kultura
obsahujici jeji mycélia ukazuje, Ze je to houba produkujici fytohormony vcetné zeatinu,
isopentenyladeninu, IAA, abscisové kyseliny gibberelinu GA3 a kinetinu.. Tyto fytohormony

’ . o o 2
mohou mit vliv na riist stromi. °
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Podrobngjsi studie zamétena na obsahové latky taxonu Raussula delica, byla provadéna ve
Svédsku na katedfe organické chemie univerzity v Lundu. V roce 1997 publikovali objev ti
novych protoilludanovych seskviterpenti. Byly izolovany z poskozenych plodnic a podle
vseho vznikaji ze stearoylplorantinonu B (vzorec XXXXI, R = stearoyl), ktery byl izolovan

z neposkozené plodnice. Jedna se o plorantinony A, B (vzorec XXXXII, R=H)aC.*

Plorantinon A

Vzorec XXXXI

Plorantinon C

Vzorec XXXXIII
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Tentyz rok objevili na této katedfe dalsi obsahovou latku neposkozené plodnice Russula
delica. A sice stearoyldelicon, neobvykly, nestabilni a reaktivni bicyklo[4.2.0]octa-1,4-dien-

3-on. %

CH,;(CH,),,CO0

O

Stearoyldelicon
Vzorec XXXXIV

O rok pozdgji se zde podatil dalsi objev. V poskozenych plodnicich Russula delica se méni
estery kyseliny stearové na sérii volnych seskviterpent, byly izolovany ¢tyfi nové slouceniny
plorantinon D, epiplorantinon B, deliquinon a 2,9-epoxydeliquinon obsazené jak

Vv ethylesterovych extraktech tak v dichlormethanovych extraktech. %

OH .-OH

H

O

Plorantinon D

Vzorec XXXXV

Epiplorantinon B

Vzorec XXXXVI
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OH
OH
0]
Deliquinon
Vzorec XXXXVII
OH Q
(el 1,
@]
2,9-epoxydeliquinon
Vzorec XXXXVIII

Spole¢né se tfemi jiz znamymi seskviterpeny, izolovanymi z plodnice Russula delica a
identifikovanymi jako blennin C, lactarolid A a furandiol, byl v roce 2003 v Japonsku
popsan a izolovan novy norseskviterpen russulanorol. Struktura russulanorolu byla
objasnéna na zaklad¢ spektralnich dat a chemickych transformaci. Jedna se o racemickou
smés dvou stereoizomertl (a, b) na acetalovém uhliku C-11. Sloucenina byla izolovéana jako

amorfni pragek. ¥

=OH, Rz=H, Rs = H
=H, Rz= OH, Rs = H

a: R1
b: R1

Russulanorol
Vzorec XXXXIX
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Blennin C

Vzorec L

. OH

Lactarolid A

Vzorec LI

Furandiol

Vzorec LII

Na tuto studii navazuji v Japonsku v roce 2004 izolaci a identifikaci péti seskviterpenoidi
z plodnic Russula delica: isolactarorufin, lactarorufin A, lactarorufin B, 14-

hydroxylactarolid A a 3-O-methyllactarolid B. ¥

2.9.6. Hydnum repandum L.

Lisak zprohybany
Celed: Hydnaceae (Lisakovité)
Hydnum repandum obsahuje 31-norcyklolaudenol a B-sitosterol. Hojn¢ se vyskytujici latkou

Vv acetonovych a methanolovych extraktech byl mannitol. %

Kromé potencialni cytotoxické aktivity (viz kap. 3.6.) vykazuje Hydnum repandum také
trypsin inhibujici aktivitu. Ta byla méfena a stanovena u 55 béznych a jedlych hub a

pohybovala se mezi 0,36 a 10,42 TIU/mg suché hmotnosti. Inhibi¢ni aktivita takto naméfena
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byla vy$si nez ta, kterou naméfili u obilovin, ale niz$i neZ hodnoty namétené pro nékteré

rostliny z &eledi Fabaceae. *°

2.9.7. Hypholoma sublateritium (Fr.) QugL.

Ttepenitka cihlova

Celed’: Strophariaceae (Limcovkovité)

Chemické zpracovani tfepenitky svazcité a tiepenitky cihlové, obou hotkych druht, poskytuje
fadu triterpent tzv. fascikuloly. Pfi¢emz fasciculol E a fasciculol F, injekéné vpravené mysi
do dutiny bfis$ni, zpiisobi otravu a smrt zvifete. Vedle toho byly z kultur vice druhti rodu
Hypholoma izolovany cytotoxiny naematolin, je hotky, a naematolon. Jedla a ne hotka H.
capnoides neobsahuje zadné fascikuloly. *

Intoxikace jedovatym druhem H. fasciculare se projevuje zvracenim, postupnou paralyzou
koncetin a poruchami vidéni. Popisovany jsou také bolesti bficha, prijem, poskozeni ledvin a
jater bez blizsi specifikace. Jako toxické metabolity byly identifikovany vySe zminéné
fascikuloly a oba cytotoxiny.

Naematolin a naematolon maji jen velmi malou antimikrobni aktivitu. 40

OH

|
R= —CO— CH;— C—CH,—CO—NH—CH, —COOCH,

CH

3

Fasciculol E
Vzorec LIII
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HO OH

H \ /
=
- —=OCOCH,
H
H,C O
Naematolin
Vzorec LIV
HO @)
H \_/
=
- —=0OCOCH,
H
H,C O
Naematolon

Vzorec LV

Fasciculol B (I), fasciculol C (II) a jejich depsipeptidy byly identifikovany v plodnicich
Naematoloma sublateritium (syn. Hypholoma) pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). “*

Vzorec LVI

Titulni slouéenina (vzorec LVII, X = fetézec obsahujici 2 a vice CH, skupin) byla
patentovana v Japonsku. Jeji vyuziti spocivd v prevenci a 1écbé nemoci zplsobenych
abnormalnim rozkladem kyseliny hyaluronové (pf. periodontitis neboli zanét ozubice, sucha

pokozka, hruba pokozka). Tato latka je obsazena v methanolovych extraktech Naematoloma
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sublateritium. Extrakty projevuji 100% inhibici rozkladu kyseliny hyaluronové z lidskych
fibroblastii indukovaného histaminem. Na zdkladé téchto poznatkll jiz byly formulovéany

tablety, kapsle, krém, lotio, zubni pasta atd. obsahujici patentované slouceniny. 42

OoX
/%
HO 0
OH

Vzorec LVII

Pozn. : Kyselina hyaluronova je druh mukopolysacharidu, ktery je dileZitou soucasti zakladni hmoty pojiva.

Dojde-li k rozstépeni k. hyaluronové enzymem hyaluronidazou, pojivo se narusi, ¢imz vznika moznost
3

Sifeni infekce ve tkani. *
Tti nové triterpenoidy sublateriol A, B (vzorec LIX: R; = OH, R;R3 = O, A8) a C (vzorec
LIX: Ry = OH, R, = a-OH, R3 = B-H, A7,9(11)) byly izolovany v Japonsku v roce 2001
z houby Naematoloma sublateritium. Jejich struktura byla objasnéna na zakladé chemickych

spekter.

OH OH

Sublateriol A
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Vzorec LVIII

Vzorec LIX

2.9.8. Sarcodon imbricatus (L. ex Fr.) P. KaRsT.

Losék jeleni

Celed’: Telephoraceae (Plestiakovité)

Fytochemicka studie tykajici se obsahovych latek v extraktu z tohoto taxonu byla provedena
pomoci tenkovrstvé chromatografie. Potvrdila se pfitomnost ergosterolu a fungisterolu. Dale
papirovd a tenkovrstva chromatografie prozradila vyskyt tryptophanu, aminti, mannitolu,

. . .10 .o . . v N 4
inositolu, polysacharidii a purind (guanin, kyselina mo¢ova). *°

Koncentrace ***Cs a *¥'Cs v plodnicich 98 taxonii divoce rostoucich hub ze 73 riiznych lokalit
na Ukrajiné byly studovany gama-spektrometrickou metodou v letech 1993, 1996, 1998 a
1999. Obsah radiocesia v houbach byl rizny. Existovaly mezidruhové rozdily v obsahu
akumulovaného radiocesia ve stejnych lokalitach. Maximalni hladina **'Cs 17 117 000 Bg/kg
suché hmotnosti byla nalezena ve vzorcich z oblasti Cernobylu Vroce 1993. Srovnani
obdrzenych dat s pfedeSlymi udaji ukédzalo, Ze nejvysS§i hladiny radiocesia byly
Vv mycosymbiotrofech (pf. taxony celedi Russulaceae, Boletaceae, Cortinariaceae,
Paxillaceae). Koeficient akumulace ztstal u nékterych druht vysoky i v roce 1999, Sarcodon
imbricatus mél tuto hodnotu na 238. *°

Proto by mohly byt houby povaZovany za hyperakumulatory rozkladnych produkti

radioaktivniho S$tépeni a vyuzivany k dlouhodobému radioekologickému monitorovani

kontaminovanych oblasti jako je oblast Cernobylu po havérii v roce 1986. “°
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3. Biologicka aktivita zkoumanych druhi hub

3.1. Uvod

Chtéla bych zde uvést vysledky dvou na sobé nezéavislych vyzkumit, uskutecnénych na
ruznych védeckych pracovistich. Vyzkum zroku 2002 je aktudlngjsi, zabyva se SirSim
spektrem ucinku houbovych extrakti a jsou pouzity zejména metody TLC. To vSak neubira
na dulezitosti a seridoznosti védeckého badani provedeného v letech 1978 — 1982 v tehdejsim

Ceskoslovensku.

3.2. Screening

V roce 2002 byl proveden ve Svycarském Institutu farmakognozie a fytochemie, na Univerzité
Lausanne, screening 57 evropskych hub. Vybrané druhy byly testovdny na baktericidni
(Bacillus subtilis, Escherichia coli), fungicidni (Candia albicans, Cladosporium

cucumerinum), larvicidni (Aedes aegypti) aktivitu a dale na aktivitu proti mékkySum

(Biomphalaria glabrata), antioxida¢ni a antiradikalovou. Druhy Russula delica, Russula

olivacea, Sarcodon imbricatus, jimiz se zabyva ma diplomova prace, byly rovnéz zahrnuty do
47

tohoto screeningu. Proto zde zminim pribéh a vysledky testovani téchto tii taxon.

3.2.1. Material
Zralé houby byly sbirany ve Svycarsku od roku 1992 do roku 1995. Byly piipraveny

dichlormethanové a methanolové houbové extrakty. 4

3.2.2. Antibakterialni aktivita

Bacillus subtilis je G + bakterie, ktera neni patogenni pro ¢loveka. E. coli je G —, oportunni
bakterie osidlujici tenké stfevo a je zodpovédna za mnoho mocovych infekci. Antibakterialni
aktivita kazdého extraktu byla stanovena na glass-backed silikagelu GFzs4 pomoci tenkovrstvé
chromatografie. Na desku bylo naneseno 20 pg extraktu. Pro dichlormethanolové extrakty
byla pouzita smés rozpoustédel petrolether : ethylacetat 1 :1 a pro methanolové extrakty smés
chloroform : methanol : voda 65 : 35 : 5. Jako pozitivni kontrola byl pouzit Chloramphenicol,

sirokospektré antibiotikum, (0,01 ug pro B. subtilis a 0,1 ug pro E. coli). ¢/
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3.2.3. Fungicidni aktivita

Byly vybrany Candida albicans, jako lidsky patogen, a fytopatogenni Cladosporium
cucumerinum. Testovani bylo rovnéz provadéno pomoci TLC. Test s C. albicans byl u¢inny
na glass-backed silikagelu a test s C.cucumerinum na aluminium-baced silikagelu GFysa.
NanasSeno bylo 100 pg extrakti v obou piipadech a pouzito stejné smési rozpoustédel jako u

antimikrobialni aktivity. */

3.2.4. Larvicidni a molluscicidni aktivita

Komati druhu Aedes prenasi arbovirus. Larvy komara Aedes aegypti byly testovany
s extrakty se zvysujici se koncentraci. Pocate¢ni koncentrace byla 500 pg/ml postupné se
zvySovala az do doby, kdy byly usmrceny vSechny larvy.

Vodni plz Biomphalaria glabrata je zapojen do Zivotniho cyklu schistosomo6z. Pz byl
testovan s extrakty od 400 ng/ml. Extrakty byly povazovany za G¢inné, jestlize zabily 100%

TP,
jedinct.

3.2.5. Antioxida¢ni a antiradikdlové aktivita

Lipidova peroxidace nebo poskozeni DNA jsou piiklady oxidacniho stresu souvisejici
s ateroskler6zou ¢i rakovinou. Antioxidanty mohou témto poSkozenim predchazet.
Slouceniny, které reagovaly pozitivné v antioxidacnim a antiradikdlovém testu jsou do
budoucna nadéjné.

Antioxidacni a antiradikalové testy byly provedeny pomoci tenkovrstvé chromatografie na
aluminium-backed silikagelu. Systém rozpoustédel byl pouzit stejny jako u antimikrobialni
aktivity.

Diluéni testy: Jako referenéni latky byly vybrany Quercetin a 2,6 —di-tert-butyl-p-cresol.
Zakladni roztoky byly pfipraveny fedénim geometrickou fadou: Objem 50 pg methanolového
roztoku 1,1-difenyl-2-picrylhydrazylu (DPPH = stabilni radikal) o koncentraci 0,22 mg/ml byl
piidan k 225 pg methanolu v kazdé jamce z 96 jamek mikrodesky. Absorbance (Ag) byly
méfena pii 517 nm. Pak se pfidal testovany roztok (5 pg) a absorbance (A) zméfena po 30

minutach. Aktivita roztoku je vyjadiena takto *":

Aktivita% = 100 — 100 A/Aq

46



3.2.6. Vysledky

Russula delica: dichlormethanovy extrakt vykazoval atibakterialni aktivitu na Bacillus subtilis
a molluscicidni aktivitu na Biomphalaria glabrata. Methanolovy extrakt nemél Zadnou
aktivitu

Russula olivacea: dichlormethanovy extrakt vykazoval antibakteridlni aktivitu na Bacillus

subtilis i na E. coli a rovnéz molluscicidni aktivitu na Biomphalaria glabrata. Methanolovy
extrakt nebyl zaznamenan.

Sarcodon imbricatus: dichlormethanovy extrakt vykazoval antibakterialni aktivitu na Bacillus

subtilis i na E. coli a mél zaroven aktivitu antioxida¢ni a antiradikalovou, ob& srovnatelné

s referenéni latkou. Methanolovy extrakt nemél zadnou aktivitu. %

3.3. Ovérovani antibiotické aktivity kultur bazidiomyceti

V oddéleni experimentalni mykologie Mikrobiologického ustavu CSAV, vedeném RNDr. V.
Musilkem, CSc., se zabyvali studiem nékterych biologicky aktivnich kultur makromyceti.
Byla vybudovana sbirka kultur bazidiomycetl, z nichz vétSina byla izolovana explantatovou
metodou z &erstvych plodnic sbiranych v Cechach, na Moravé a na Slovensku. Celkem bylo
béhem let 1978 — 1982 provéteno 338 riznych kment kultur bazidiomycetl, zahrnujicich 195

druhil. Z tohoto souboru vykazovalo 101 druhd, tj. 51,7%, antibiotickou aktivitu. Uvedu zde

pouze vysledek s udaji pro druh Hypholoma sublateritium, nebot’ ostatni druhy z mé prace do

vyzkumu zahrnuty nebyly. !

3.3.1. Metodika testovani

Jednotlivé kultury byly vzdy nejméné ve dvou bankach péstovany za stejnych podminek, tj.
na rotacnim tfepacim stroji v tekutém Zivném prostredi (sladince, popt. jinych kultivacnich
mediich) a po 14, 21, 28 dnech kultivace pii 24 °C testovany na antibiotickou aktivitu. Jako
reprezentant G+ bakterii byl pouzivan Bacillus subtilis, G- bakterii E. coli a hub Candida
pseudotropicalis. Vzorky kultiva¢niho filtratu s myceliem byly provéfovany na antibiotickou
aktivitu metodou biologické titrace, tj. plotnovym difuznim testem. Tastovano bylo mnoZstvi
0,1 ml filtratu. Soucasné¢ byla stanovovdna suchd hmotnost vzorki mycelia, vyjadiena
v mg/ml, dokumentujici rust kultury. Otvory, do nichZ byly kapany vzorky, mély pramér 8

mm. Antibiotick4 Gi¢innost vzorkd byla hodnocena priimérem inhibiénich zén (mm). *
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3.3.2. Vysledky

Hypholoma sublateritium: primér inhibi¢ni zoény u Bacillus subtilis ¢inil 10 — 17 mm, u E.

coli 11 mm a u Candida pseudotropicalis 11 — 22 mm. Sucha hmotnost vzorku mycelia byla

7,1 mg/ml. *

3.4. Houby potencialné karcinogenni a mutagenni

Stejn¢ jako mnohé dalsi ptirodni slozky potravy obsahuji i houby potencialné karcinogenni a
mutagenni latky. Nékteré byly testovany na zvifatech a mikroorganismech a jejich aktivita
byla potvrzena, nicmén¢ je tfeba si uvédomit, ze pozitivni Amesuv test jest€ nemusi tradi¢ni
konzumni houby nezbytné fadit mezi karcinogeny. K pozitivné testovanym patii mj. takeé

Lactarius vellereus. Tento taxon obsahuje dva seskviterpenové dialdehydy, velleral a

isovelleral. Druhy z nich je prokazateln& mutagen. ®

Dokazuje to studie provadénid ve Svédsku. Testovali zde 48 taxoni, aby ovéfili jejich
potencialni mutagenni aktivitu. 37 hub projevilo v Salmonella/microsomalni zkousce s TA98,
TA2637 a TA100 vyznamnou avSak u vétSiny z nich slabou mutagenni aktivitu. Signifikantni
mutagenni aktivita byla nalezena zejména u metabolitu isovelleralu pochazejiciho z Lactarius

vellereus.

Isovelleral

Vzorec LX

3.5. Houby zpiusobujici alergickou odezvu

Hypersenzitivni reakce na houby jsou vieobecnd zndmé rizikové stavy. Clovék je bdzné
exponovan vici vice nez 100 houbovym druhiim kontaminujicim vzduch. Jejich pocet Casto
mnohonasobné prekracuje poCty pylovych zrn. Je zjisténo, Ze vétSina vzorkl lidského séra
obsahuje IgG vii¢i nekterym druhtim hub a specifické IgE byly detekovany v séru mnoha

atopickych pacienti. Epidemiologické studie prozrazuji, Ze existuje vztah mezi zvySenou
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koncentraci bazidiospor v ovzduSi a zvySenym vyskytem akutni astmatické reakce. Je
samoziejmé, ze vyskyt spor ve vzduchu neni konstantni, ale méni se kvalitativné i
kvantitativné v zavislosti na rocnim 1 dennim obdobi a na fyzikalnich podminkach prostredi,
ve kterém se vyskytuji. Houbové alergeny jsou komplexni Castice. Imunoelektroforeticky
zaznam vykazuje pii imunizaci pokusného zvifete extraktem jednoho houbového druhu
vysoky pocet imunoprecipitatii. Na druhé strané se mohou vyskytovat specifické antigeny pro
ruzné Casti jednoho houbového organismu (vytrusy, mycelium). Je to tedy velmi narocné az
nemozné ziskat uplny antigenni produkt pro testovani nebo desenzibilizaci. 8

Alergeny, vlastni ptvodci hypersenzitivni reakce, jsou chemicky identifikovatelné jen
vyjimeéné. Alergeny rodu Pleurotus (ktery je vtéto praci zastoupen druhem Panus
conchatus) predstavuji skupinu 27 antigenti s molekulovou hmotnosti mezi 10500 az 25000
Da. ®

Véaznym projevem zvysené reaktivity vici houbovym antigenim je plicni hypersenzitivita
(alergicka alveolitida), kterd je obecn¢ rozSifena po celém svété a postihuje predevsim
pracovniky zpracovavajici houbové plodnice (mushroom worker’s lung). Onemocnéni je
charakterizovano fadou respiracnich symptom, celkovou tinavou, zvracenim, bolestmi hlavy,
horeckami, ztratou hmotnosti, svalovymi a kloubovymi bolestmi. ®

Pticinu alergickych respiracnich a koznich reakci lze hledat mezi ¢etnymi druhy riznych

rodi hub. Ma prace obsahuje takové rody dva. Rod Hypholoma spp. 8 zastoupeny druhem

Hypholoma sublateritium, a rod Pleurotus spp. ¢, zastoupeny druhem Panus conchatus.

3.6. Houby s ucinky cytostatickymi

V USA byla do roku 1966 provéiena protinadorova aktivita 7000 vzorki kultur kloboukatych
hub, a to proti tfem typtim nadort hlodavcd (sarkomu 180, adenokarcinomu 755 a leukémii
L1210). Vysledky prazkumu ukazaly, ze 50 druhii nélezejicich do 20 rodi produkovalo do
fermenta¢niho média po ctyfech tydnech kultivace latky s inhibi¢nim Uc¢inkem proti vyse
uvedenym nadortim. Pozitivni vysledky vykazovali také zastupci rodu Hydnum.

Rozsahlé prizkumy ukézaly, Ze neni kvantitativni korelace mezi aktivitou frakcionovanych
produkti z hub na zvifeti a stupném cytotoxicity vybranych mikrobidlnich systémii. Rust
nekterych druhit hub byl sledovan na 50 rtznych Zivnych ptdach za ucelem ziskani
optiméalniho submersniho ristu kultur. O povaze latek s protinddorovou aktivitou z vétSiny

uvedenych hub dosud nejsou podrobng;jsi znalosti. *
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Po letech se vSak preci jen podafilo identifikovat v Japonsku povahu protinadorové plisobici
latky zrodu Hydnum. Dokazuje to, jak je dulezité, aby se védci zabyvali potencialné
aktivnimi substancemi.

Z druhu Hydnum repandum a H. repandum var. album byla izolovana chemicka sloucenina

nazvana repandiol. Je to novy cytotoxicky diepoxid s chemickou strukturou objasnénou na
zaklad¢ spektroskopické analyzy jako (2R,3R,8R,9R)-4,6-dekadien-2,3:8,9-diepoxy-1,10-

diol. Repandiol ukazuje potencialni cytotoxickou aktivitu proti riznym naddorovym buiikam.*

3.7. Houby vykazujici antigenotoxickou a bio-antimutagenni aktivitu

Screening ,jehoZz vysledky byly zvefejnény v roce 2002 katedrou genetické toxikologie a
nadorové biologie univerzity v Ljubljani, sledoval antigenotoxickou a bio-antimutagenni
aktivitu extraktli (methanol/voda) 89 druhti stopkovytrusych hub. Na zakladé¢ SOS/umu testu
byla monitorovana schopnost extraktli inhibovat UV zafenim indukovanou expresi umuC
genu v Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002. Sedmnact extrakti projevilo schopnost
inhibovat expresi umuC z vice nez 50 %. Tyto extrakty byly dale hodnoceny, a sice na
schopnost inhibovat UV zéafenim indukovanou mutaci v Escherichia coli WP2. Jen pét

extraktti zaroven inhibovalo i mutaci u E. coli. Extrakty z Lctarius vellereus a Russula integra
0

patiily k témto péti. Celed” Russulaceae se jevila zv1ast’ zajimava pro dalsi vyzkum. °

Dalsi vyzkum na univerzité v Ljubljani hodnotil nejprve fadu hub rostoucich ve Slovinsku.

Kritériem byla jejich anti-genotoxicka aktivita, nejvice uc¢inny byl taxon Lactarius vellereus.

S timto druhem pak provedli screening zaméfeny na genotoxickou a anti-genotoxickou
aktivitu methanolovych extrakti za pouziti testu bakterialni reversni mutace se Slmonella
typhimurium TA98 a testu savéich bun€k s lidskymi nadorovymi bunikami jater (HepG2).
Hodnocena byla mira poskozeni DNA. Extrakty nevyvolavaly zadné mutace v S. typhimurium
TA98 a zadné poskozeni DNA v HepG2 bunkach. Proti nepfimo plisobicimu mutagenu 2-
amino-3-methylimidazo(4,5-f)chinolinu (1Q) byla u extraktd zaznamenana vyznamna na
davce zavisejici antimutagenni aktivita, zatimco proti pifimému mutagenu 4-
nitrochinolinoxidu (4-NOO) nepisobily. Extrakty tedy projevily ochranny efekt proti 1Q
indukované genotoxicité v sav¢ich buiikach lidského pivodu. Pokud byly pohromadé HepG2
bunky, methanolovy extrakt L. vellereus a 1Q, byl genotoxicky ucinek posledné jmenovaného
Vv zavislosti na davce redukovan. Vyzkum ukdzal, ze methanolové extrakty Lactarius

vellereus maji vysoce protektivni ucinek proti 1Q indukovanému poskozeni DNA v savéich
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bunkach. L. vellereus muze byt pokladan za pfirodni zdroj antimutagenti s potencialnim

farmakologickym uplatnénim v prevenci rakoviny. **
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4. Sekvencni injek¢éni analyza

4.1. Volné radikaly a antioxidanty

4.1.1. Volné radikaly

Atom nebo molekula obsahujici alesponi jeden orbital s jedinym tedy neparovym elektronem se nazyva volny
radikal. Radikaly mohou byt neutralni ¢astice nebo zaporné ¢i kladné€ nabité ionty. To zalezi na tom, zda pocet
protont v atomovych jadrech radikalu odpovida poctu elektronti v orbitalech (neutralita) ¢i nikoli (ion). VétSina

biomolekul nejsou radikaly, nebot’ obsahuji orbitaly pln& obsazené dvéma elektrony. %

Bylo ziskdno mnoho dokladi o tom, Ze v organismu bé&zné vznika tfada reaktivnich forem
kysliku a reaktivnich forem dusiku. Jen nékteré z reaktivnich forem kysliku a dusiku jsou
volné radikaly, tedy latky s neparovym elektronem. Tyto latky maji znacny fyziologicky i
patogeneticky vyznam. Jde o latky, které pohotové reaguji s riznymi biologickymi
strukturami, mastnymi kyselinami a lipidy, aminokyselinami a proteiny, mononukleotidy a
polynukleotidy (nukleovymi kyselinami) i s fadou nizkomolekularnich metabolitii, koenzymi
a jinych soucasti zivé hmoty. Diky tomu se staly vyznamnymi prostiedniky pfenosu energie,
faktory imunitni ochrany a signdlnimi molekulami buné¢né regulace. Za urcitych okolnosti
vSak ptisobi jako toxické latky a jako desinformacni agenti, schopni organismus poskodit a

dokonce i usmrtit.

V molekule nékteré (vazebné) orbitaly tvoii chemické vazby mezi jednotlivymi atomy.
Volny radikal z téchto ,, normalnich ” molekul vznik4 trojim zplsobem: homolytickym
St€penim kovalentni (dvouelektronové) chemické vazby, ptficemz kazdy fragment ziska jeden
neparovy elektron, nebo pfidanim jednoho elektronu k normalni molekule, tj. redukci, nebo
naopak ztratou jednoho elektronu, coz je oxidace. K homolytickému §té€peni je tteba hodné
energie, pf. vysoka teplota, ultrafialové nebo ionizacni zafeni. V biologickych systémech
vSak volné radikaly vznikaji energeticky snadnéjSim zpiisobem jako je odejmuti ¢i piijeti

elektronu. ¢

Volné radikaly vznikaji v naSem organismu jako vedlej$i produkt latkové vymény

Vv bunikach. Jak uz bylo feceno, plni v organismu fadu dilezitych fyziologickych funkci. o
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Jsou tedy zcela obecnym metabolitem v kazdé buiice a kazda builka musi byt vybavena

prostiedky, které ji pred t&mito reaktivnimi latkami chrani. ®

Tvofi-li se vSak volné radikaly z riznych duvodd v nadmérném mnozstvi nebo nejsou-li
dostateén¢ rychle likvidovany, stavaji se pro svou reaktivitu nebezpeénymi. Narusuji
bunééné membrany, nici DNA a mohou byt pfi¢inou rozvoje zavaznych patologickych
projevi. Dochazi tak k urychleni procesu degenerace a starnuti bun€k. Jestlize volné radikaly
oxiduji DNA v bunécném jadru, vyvoldvaji v buiice mutace, které mohou byt pocatkem
rakoviny, oxidace cholesterolovych ¢astic v krvi mize zplsobit ukladani tukovych latek ve
sténach tepen, coz muze postupné vést K srdénimu infarktu a mrtvici. Volné radikaly se také
pravdépodobné ucastni vzniku katarakty (Sedy zdkal), imunodeficience, chorobnych
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kloubnich zmén a pred¢asného starnuti.

K volnym radikalim reaktivnich forem kysliku patii: superoxid (02’ ™), hydroxylovy radikal
(HO"), peroxyl (ROQO’), alkoxyl (RO"), hydroperoxyl (HO"). Volné radikaly reaktivnich
forem dusiku jsou: oxid dusnaty (NO"), oxid dusicity (NO5"). %

Reaktivni formy kysliku se ucastni uvoliiovani a pfemény energie nezbytné pro zivotni
pochody, jsou soucasti enzymovych mechanismii a nékteré znich jsou vyznamnymi
signalnimi molekulamiv bunééném informaénim systému. Skodi pouze tehdy, vymknou-li se

ptisné kontrole, kterou kazdy aerobni organismus ziskal v pribéhu biologického systému. 66

4.1.2. Antioxida¢ni ochranny systém

Vzestup koncentrace kysliku v zemské atmosféfe zplsobeny pied 2,5 miliardami let
fotosyntetickou aktivitou sinic musel zavinit stres, ktery mohly pfeZit jen druhy, u nichZ se
vyvinuly mechanismy chranici je pfed vysoce reaktivnim prvkem (a hlavné pted jeho
brénit se tvorbé nadmérného mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku naptiklad regulaci
aktivity enzymi, které je tvofi, nebo vychytavanim tranzitnich prvkl z reaktivnich pozic.
Druhou moznosti je zadchyt a odstranéni radikald, které se jiz vytvortily. V literatufe se tyto
latky oznacuji jako vychytdvace €1 zametace (scavengers), lapaCe (trappers) a zhaSece
(quenchers). Tyto pojmy nejsou zalozeny na chemickém principu, kterym ochranné latky

pusobi, a tak je vymezeni jejich obsahu problematické. Mnohem vystiznéjsi je déleni
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antioxidantli na enzymy a na latky davajici s reaktivnimi formami kysliku a dusiku stalejsi a
tudiz méné toxické produkty. %

Pro tvorbu a funkci antioxidac¢nich enzymu je zapotiebi dostate¢né mnozstvi nékterych
vitaminl, minerald a stopovych prvki a dalSich latek s antioxida¢nimi Gcinky, které systém
podporuji. T¢lo si vytvaii vlastni antioxidanty, ale vitaminy, mineraly a slouceniny znamé
jako fytochemické latky jich poskytuji vice.

Na antioxida¢ni obrané se podileji téz obecné reparacni mechanismy poskozenych
biomolekul. Fosfolipazy odstranuji poskozené mastné kyseliny z fosfolipid, oxidacné

modifikované proteiny se rozkladaji proteolyticky a zvlastni repara¢ni enzymy opravuji

poskozenou DNA. %

Antioxidanty jsou slouceniny, které se podileji na inaktivaci volnych radikald a jejich
odstranéni z bunék. Tim chrani jak samotné bunky, tak cely organismus. Jsou obsazeny
V potravinach a stale Castéji dostupné formou riznych potravnich dopliki. Jako antioxidanty
pusobi nékteré vitaminy, které chrani tkédnové buiiky pfed poskozenim a navic mohou byt
ucinné v prevenci chorob. Také flavonoidy, fytochemické latky a karotenoidy, které snizuji

. < T o C e o 7
riziko onemocnéni a mohou zmirnit pfiznaky nékterych nemoci, ptisobi jako antioxidanty. ®

PoruSeni rovnovédhy mezi vznikem a odstraiovanim reaktivnich forem kysliku a dusiku se
nazyva oxidaéni stres. Mlze byt vyvolan nadmérnou produkei reaktivnich forem kysliku a
dusiku, nedostatecnou funkci antioxida¢niho ochranného systému nebo kombinaci obou

téchto nedostatk. %

4.1.3. Antioxidacni terapie

Ochrana organismu proti oxida¢nimu poskozeni je systém, ve kterém antioxidanty a cela
jejich seskupeni vzajemné spolupracuji. Funkce jednoho antioxidantu velmi ¢asto podmituje
ucinek jiného €lanku soustavy. Tato skutecnost je velice vyznamna pro pochopeni poruch

antioxidacni ochrany a pro ucelné preventivni a terapeutické zasahy. 60

Oxidacni stres, patologicka nerovnovaha vzniku reaktivnich forem kysliku a dusiku a jejich
odstraiiovani je nedilnou soucasti fady nemoci a u nékterych 1 primarni pti¢inou chorobného
stavu. U cetnych chorobnych stavli dochdzi nejen k poklesu kapacity antioxidacnich
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systémd, ale i ke zvysené tvorbé radikali.
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Velmi dtlezité je podavani antioxidantd jedincim oslabenym po nemoci, pfip. star§Sim nebo
nezdravé a jednostranné se stravujicim lidem, jelikoz jejich organismus produkuje téchto
latek mén¢. Podavani antioxidanti ma své opodstatnéni 1 v piipadé obyvatel velkomeést,

sportovctl a osob nachylnych k nadorovym onemocnénim. o7

Mnoho experimentalnich studii in vitro a in vivo prokazuje pfiznivy vliv antioxidntd
vV riznych kombinacich a modelech. Na celém svété probéhlo a stale probiha mnoho
klinickych studii s antioxidac¢ni terapii lidi. Jejich vysledky nejsou jednoznacné nejspise
proto, e oxidaéni stres je jen jednim z d&ji probihajicich pii téchto onemocnénich. Uspéch
antioxida¢ni terapie zavisi na stupni poznani ulohy volnych kyslikovych radikalt

. , . 66
V patogenezi dané nemoci.

4.2. Sekvenc¢ni injekéni analyza

Sekvencni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis, SIA) patii do skupiny
pratokovych analytickych technik. Umoziuje racionalizovat a automatizovat slozité postupy
pfi analyze velkych sérii vzorkll instrumentdlnimi metodami, ¢imZz se podstatné zvySuje
produktivita zejména rutinnich stanoveni. Je to relativné nova a dale se rozvijejici metoda

kterd nachazi uplatnéni v rozmanitych odvétvich analytické praxe. ®

4.2.1. Princip a vlastnosti metody SIA

Analyt, ktery je obsazen v roztoku vzorku, je tfeba prevést reakei s ¢inidlem na detegovatelny (napf. barevny)
produkt. M¢fi se vhodna analyticka vlastnost tohoto produktu (napf. absorbance pii uréité vinové délce).
Technika SIA pouziva princip, jehoz charakteristickym rysem jsou oddélené méfici cykly. Nejprve dochazi
k postupnému (jednordzovému) nasati zony nosného média, vzorku a ¢inidla do jednokanélového systému za
vyuziti selekéniho vicecestného ventilu a pistového ¢erpadla (obr. 15). Nasledné je smér pohybu pistu ¢erpadla
obracen a dochazi k promiseni zény vzorku a ¢inidla (obr. 16), vznikly produkt je dopraven do detektoru.
Timto se uzavira jeden cyklus a vysledny analyticky signal je ziskan ve formé piku. V podstaté se jedna o

zéznam zmény koncentraéniho gradientu reak&niho produktu pti priichodu jeho zény detektorem. ®

=
]

MNF

MNF

Obr. 15: Davkované zony pii zpétném sméru toku (NP — nosny proud, V — vzorek, C— &inidlo)
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MNP
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Obr. 16: Vytlacovani jednotlivych zén véetné vznikajici zony produktu do detektoru (NP — nosny proud,

V —vzorek, P — produkt, C — &inidlo)
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Obr. 17: Schéma bé&Zné SIA sestavy (PC — pistové Eerpadlo, SV — selekéni ventil, C — &inidlo, S — standard,

V —vzorek, NP — nosny proud, MC- misici civka, D — detektor, P — po¢itac)

Konven¢ni uspofadani hlavnich jednotek SIA systému (obr. 17) tvoii jednokandlové
dvousmérné pistové Cerpadlo, vicecestny ventil, vhodny detektor, misici civka, kterd zaroven
slouzi jako pojistka proti vniknuti vzorku a ¢inidel do €erpadla, a spojovaci materidl (obvykle
plastikové hadi¢ky s vnitinim primérem 0,7 — 0,8 mm). Systém SIA v podstaté pracuje
Vv cyklu naprogramovanych pohybil pistu Cerpadla, synchronizovanych s pfepinanim pozic
selekéniho ventilu. Pfesna synchronizace a opakovatelnost téchto kroki je nutnou podminkou
k dosazeni reprodukovatelné disperze jednotlivych zon v SIA systému a tim i k ziskani
reprodukovatelného koncentra¢niho gradientu reakéniho produktu, resp. odpovédi detektoru.
Nezbytnou soucasti SIA systému musi proto byt i vhodny mikroprocesor (nejlépe PC)

S ptisluSnym programovym vybavenim, ktery zaroven fidi kroky méficiho cyklu a soucasné
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sbird, uchovava a vyhodnocuje vystupni data. Pritokové rychlosti v SIA se obvykle pohybuji

okolo 1 ml.min™ a doba trvani jednoho mé¥iciho cyklu vétsinou nepiesahuje 30 s. *

4.2.2. Uplatnéni SIA v praxi

Potencial vyuziti SIA v analytické praxi je znacny a bude se zfejmé déle rozsifovat. Technika
SIA vynika rychlosti, jednoduchosti, flexibilitou a plnou automatizaci. Proto se jevi jako
velmi vhodny prostfedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzorkl (napf. rutinni
analyzy vod, potravin, krve, moci), sledovat zmény koncentrace dilezitych analytt v pribéhu
ruznych procest ( fizeni a optimalizace biotechnologickych vyrob, monitorovani hladin 1é¢iv
nebo jejich metabolitii v télnich tekutinach pacientt), studovat odpovéd’ bunck, membran c¢i

. ey < y o 68
organtl na riizné vnéjsi podnéty (napf. ve farmaceutickém vyzkumu).

4.2.3. Stanoveni antioxidaéni aktivity

Oxidacni stres mize byt zpiisoben oslabenim antioxidacni ochrany organismu. A naopak
dlouho trvajici a intenzivni oxidacni zafeni mize vycerpat nebo oslabit antioxidacni systém.
Jsou popsany i pfipady indukce antioxidacnich enzymi. Proto je méfeni jednotlivych sloZek a

testovani kapacity systému prakticky vyznamné. %

Polocas existence volnych radikdlti byva velmi kratky. Proto je jejich studium technicky
naroéné 3t Radikaly reaktivnich forem kysliku (ROO", HO", RO", O, ) jsou velmi reaktivni
slouceniny zna¢né rozdilné Zzivotnosti a chemickych vlastnosti, jejich pfima detekce je
nesnadna. K ur€eni celkové antioxida¢ni aktivity se proto Castéji uzivaji stabilni radikalové

sloueniny. *°

Latky zpomalujici oxidacni proces inaktivaci volnych radikalli, nebo tzv. zametace
(scavengers) volnych radikall se oznacuji jako primarni antioxidanty. Antioxidacni aktivita
muze byt urcena ptimo v komplexnim vzorku nebo v modelovych systémech. Jako modelové

oxida¢ni systémy jsou k urceni antioxida¢ni aktivity alternativné€ vyuZzivany tyto:

e odbarveni B-karotenu

e peroxidace methyllinoleatu

e inhibice chemiluminiscence luminolu (5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalazindion)
¢ inhibice chemiluminiscence tetralinu (1,2,3,4-tetrahydronaftalen)

e odbarveni ABTS" radikalu (2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kys.))
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¢ inhibice tvorby thiokyanatu zelezitého

e odbarveni DPPH radikalu (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)
Tyto modelové oxidacni systémy umoznuji snadny screening a porovnani primdrnich
antioxidantti. Testy tohoto typu jsou vhodné pro urceni celkového antioxidacniho uc€inku

vzorku.

4.2.4. Stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci DPPH radikélu

Stanoveni antioxida¢ni aktivity slouceniny ¢i extraktl umoziuje reakce se stabilnim
radikalem 2,2-difenyl-1,1pikrylhydrazylem (DPPH). Lze jej povazovat za velmi stabilni
radikal, ktery miize byt inaktivovan pouze antioxidantem (AH), ktery je donorem atomu
vodiku. Redukci DPPH doprovazi pokles absorbance pii dané vinové délce. Absorpcni

maximum pro DPPH je pfi A = 525 nm. ”°

DPPH' + AH — DPPH-H + A’

Obr. 18: Priibéh reakce DPPH radikalu s antioxida¢né piisobici latkou

L L

Ne
02N N 02
NO2
DPPH radikal

Vzorec LXI

K inaktivaci DPPH radikéalu dochézi také vlivem svétla a ptisobenim singletového kysliku.

Vzhledem k této moZnosti musi byt tedy pokles absorbance DPPH spravné interpretovan. '+
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Reakce probiha v organickém (methanol, ethanol, benzen, dioxan) nebo vodné organickém
(ethanol 50%) prostfedi. Nejlepsi prubéh reakce je bez pridavku pufrii. Doporucované
koncentrace DPPH se pohybuji v rozmezi 1 . 10% — 1. 10° M, v zavislosti na pouzitych
objemech c¢inidla a vzorku a charakteru stanovovaného vzorku. Antioxidacni ucinek lze

vyjadiit v procentech poklesu absorbance oproti slepému vzorku. ™
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5. Tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography, TLC)

5.1. Uvod

Chromatografie je separacni proces, pouzivany k déleni smeési latek na jednotlivé slozky.
V jeho prubéhu tyto slozky interaguji riiznym zpisobem (na zéklad¢ termodynamickych
odli$nosti) v systému dvou fazi: stacionarni (adsorbent) a mobilni (rozpoustédlo, eluent). Ma

v . . <1 .72
tfi zakladni faze: naneseni vzorku, délici proces a detekci.

Tenkovrstva chromatografie ma velkou variacni §ifi: vyuziva stacionarni faze fixované nebo
sypané, nenasycenych a nasycenych komor a rtzného pfistrojového vybaveni, coz ji

ey NUNETI Tt T wi oo T2
umoziuje vyrazné ovliviiovat déleni. Je Siroce pouzivana.

Déleni smeési latek probihd na zéklad¢é kapilarniho nasavéani rozpoustédla stacionarni fazi,
protoze deska je svou dolni hranou ponofena do elu¢ni soustavy v chromatografické nadobé.
Ptitom se uplatiiuji podle povahy sorbetu a slozeni mobilni faze vSechny znamé principy
chromatografického déleni a to bud’ kazdy sam nebo ve vzijemné kombinaci. Tento typ
umoznuje vykonné déleni (pracuje se 400 az 3000 teoretickymi patry) podle charakteru
systému a zplsobu provedeni. Vyuziti tenkovrstvé chromatografie je hlavné kvalitativné-
analytické tedy pro rychlou kontrolu jinych zptsobti d¢leni (destilace, sloupcové

chromatografie, rekrystalizace aj.). "

5.2. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S 1: toluen + ethylformiat + kyselina mravenci

50 40 : 10
S 2: propanol + voda
90 : 10

5.3. Chromatografické adsorbenty

25 TLC aluminium sheets 20 x 20 cm, Silica gel 60 Merck®
25 TLC aluminium sheets 20 x 20 cm, Silica gel 60 Fas; Merck®
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5.4. Detekéni ¢inidla

D1: UV A=254nm

Chromatogram byl pozorovan pod UV lampou A = 254 nm. Pozitivni reakce se projevuje

vznikem rizné tmavych skvrn, ve kterych je zhdSen fluoreskujici luminofor vrstvy

chromatogramu

D2: UVA=365nm

Chromatogram byl pozorovan pod UV lampou A = 365 nm. Pozitivni reakce se projevuje

vznikem fluoreskujicich skvrn.

: Acetanhydrid — kyselina sirova (Liebermann-Burchardovo ¢inidlo)

Pted pouzitim bylo opatrné€ za chlazeni smichano 5 ml acetanhydridu s 5 ml koncentrované
kyseliny sirové a ziskana smés opatrné ptidana do 50 ml ochlazeného absolutniho ethanolu.
Chromatogram byl zahtivan pfi teploté¢ 100 °C 10 minut a vyhodnocen pod UV svétlem A =

365 nm. Pfi pozitivni reakci vznikaji fluoreskujici skvrny.

: Anisaldehyd — kyselina sirova 3

Do roztoku 0,5 ml anisaldehydu v 50 ml kyseliny octové byl ptfidan 1 ml kyseliny
sirové.Chromatogram byl zahtfivan na 100 — 105 °C nez rGzné barevné skvrny dosahly

maximalni intenzity.

D5 2,6-Dibromchinonchlorimid (Gibbsovo ¢inidlo) "

Po postiiku Cerstvé ptipravenym 0,4% methanolovym roztokem 2,6-dibromchinonchlorimidu
byl chromatogram umistén do komory obsahujici 25% hydroxid amonny. Fenolické

slou€eniny tvofi s ¢inidlem zluté aZ hnédé skvrny podle doby piisobeni hydroxidu amonného.

: Difenylamin — anilin — kyselina fosfore¢na "
1 g anilinu a 1 g difenylaminu bylo rozpusténo v 100 ml acetonu. 10 ml tohoto roztoku bylo
pfed pouzitim smichano s 1 ml 85% kyseliny fosfore¢né. Po postiiku byl chromatogram

zahtivan pti 120 °C asi 5 minut. Vznikaji rizné€ barevné skvrny.
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: Dragendorffovo ¢inidlo podle Muniera &

Roztok A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bizmutitého a 20 g kyseliny vinné bylo rozpusténo v 80
ml destilované vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpusténo ve 40 ml destilované vody.

Zasobni roztok byl pfipraven smichanim roztoku A a B v poméru 1:1 (v/v), ktery mize byt
uchovan po né€kolik mésici v lednici.

Posttikovaci roztok byl pfipraven rozpusténim 10 g kyseliny vinné v 50 ml destilované vody
a pridanim 5 ml zasobniho roztoku. Alkaloidy jsou po reakci s detekénim Cinidlem zbarveny

oranzove

D 8: Fast Blue B salt "

Posttikovaci roztok I: €erstve ptipraveny 0,5% vodny roztok Fast Blue B salt

Postiikovaci roztok II: 0,1 N NaOH

Chromatogram je nejprve postiikan postiikovacim roztokem I, po uschnuti chromatogramu
postiikovacim roztokem II.

Vznikaji rizné zbarvené skvrny.

: Glukéza — anilin (Schweppovo &inidlo) ™

Roztok A: 10% vodny roztok glukozy

Roztok B: 10% ethanolovy roztok anilinu

Cinidlo bylo ptipraveno smichdnim roztokii A a B (po 20 ml) a zfedéno na 100 ml n-
butanolem. Chromatogram byl zahiivan 5 — 10 minut na 125 °C. Vznikaji ¢ervené az hnédé

skvrny.

D 10} HexakyanoZelezitan draselny — chlorid Zelezity &

2% roztok chloridu zelezitého byl smichan s 1% roztokem hexakyanoZelezitanu draselného (1
: 1). Vznikaji modré skvrny. Cinidlo je stalé nejdéle 5 minut. Vznikaji modré, resp. zelené

skvrny.

D 11]: Hydroxylamin — chlorid elezity

62



Roztok A: byl pfipraven rozpusténim 20 g chloridu hydroxylaminia v 50 ml vody a

doplnénim do 200 ml ethanolem.

Roztok B: byl pfipraven rozpusténim 50 g hydroxidu draselného v minimalnim mnozstvi
vody a zfedénim na 500 ml ethanolem.

Postiikovaci roztok I: byl ziskdn smichanim roztoku A sroztokem B v poméru 1:2 a
odfiltrovanim vylouceného chloridu draselného.

Postiikovaci roztok II: byl ziskdn rozpuSténim 10 g chloridu zelezitého ve 20 ml 36%
kyseliny chlorovodikové a protiepanim s 200 ml diethyletheru do vzniku homogenniho
roztoku. K detekci byl pouzit nejprve postiikovaci roztok I, po uschnuti chromatogramu pak

postiikovaci roztok II. Vznikaji rizné zbarvené skvrny.

D 12|: Isatin — octan zine¢naty 3

Isatin (1 g) a octan zinecnaty (1,5 g) byly rozpustény ve 100 ml 95% isopropylalkoholu za
tepla do 80 °C. 1 ml octové kyseliny bylo ptidano po ochlazeni. Chromatogram byl ponechan
asi 20 hodin pfi pokojové teploté a byl pozorovan. Pfi pozitivni reakci byly pozorovany

rizove az cervené skvrny.

D 13 1.2-Naftochinon-4-sulfonové kyselina — kyselina chloristd "

0,1 g 1,2-naftochinon-4-sulfonové kyseliny bylo rozpusténo ve 100 ml smési (20 ml ethanol +
10 ml 60% kyselina chloristda + 1 ml formaldehyd + 9 ml destilovana voda). Po posttiku

¢inidlem byl chromatogram rozehian na 70 — 80 °C a byly pozorovany rizn¢ barevné skvrny.

D 14 Ninhydrin — dusi¢nan méd'naty "

Roztok A: byl pfipraven smichanim 0,2% roztoku ninhydrinu v 50 ml absolutniho ethanolu,
10 ml ledové kyseliny octové a 2 ml 2,4,6 kolidinu.

Roztok B: 1% roztok trihydratu dusi¢nanu méd’natého v absolutnim ethanolu. Pied pouZitim
byl smichan roztok A s roztokem B v poméru 5 : 3. Po postiiku byl chromatogram zahiivan

pti 100 °C 1 — 2 minuty. Pfi pozitivni reakci byly pozorovany rizné zbarvené skvrny.

D 15 Paulvho &inidlo (diazotovana kyselina sulfanilova) &

63



4,5 g kyseliny sulfanilové bylo za tepla rozpusténo ve 45 ml kyseliny chlorovodikové (12
mol.l 1) a zied&no vodou na 500 ml. 10 ml tohoto roztoku bylo ochlazeno v chladniGce a pak
k nému bylo pfidano 10 ml ochlazeného 4,5% roztoku dusitanu sodného. Ziskany roztok byl
ponechan 15 minut v chladni¢ce. Bezprostiedné pfed pouzitim byl smichan s 20 ml 10%

roztoku uhli¢itanu sodného. Pozitivné reagujici latky tvofi s ¢inidlem zluté skvrny.

D 16}: Vanilin — kyselina sirovd "

Vanilin (3 g) byl rozpustén v ethanolu (100 ml) a do roztoku ptidana koncentrovana kyselina

sirova (3 ml). Chromatogram byl zahiivan na 110 °C. Vznikaji rizné barevné skvrny.

D 17}: 2.4-Dinitrofenylhydrazin ™
Posttikovaci roztok B: 10 ml 36% kyseliny chlorovodikové bylo pfidano k roztoku 1 g 2,4-

Dinitrofenylhydrazinu v 1000 ml ethanolu.

D 18} Anthron "

0,3 g Anthronu bylo rozpusténo v 10 ml kyseliny octové a 20 ml ethanolu. Poté byly ptidany
k roztoku 3 ml kyseliny fosforéné a 1 ml vody. Po posttiku byl chromatogram zahtivan 5 - 6

minut pfi 110 °C. Ketdzy a oligosacharidy obsahujici ketdzy vytvari Zluté skvrny.

D 19}: Peroxid vodiku "

0,3% vodny roztok peroxidu vodiku. Po pstfiku byl chromatogram pozorovan pod

dlouhovinnym UV zéfenim dokud modra fluorescence skvrn nedosahla maxima.

D 20|: Bromkresolové zeleti >

0,04 g bromkresolové zelené bylo rozpusténo v 100 ml ethanolu a po kapkach byl ptfidavan
0,1 N roztok hydroxidu sodného, dokud nevzniklo stalé modré zbarveni. Vznikaji modré

skvrny.

D 21} Chlorid Zelezity

1-5% roztok chloridu zelezitého v 0,5 N kyseliné chlorovodikové. Hydroxamové kyseliny

vytvafi ¢ervené skvrny, fenoly modré ¢i zelené skvrny.

D 22]: 4-Aminoantipyrin-ferrikyanid draselny "
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Postikovaci roztok I : 2% 4-Aminoantipyrin v ethanolu.
Posttikovaci roztok II : 8% vodny roztok ferrikyanidu draselného.
Po postiiku roztokem I a roztokem II byl chromatogram umistén do komory s hydroxidem

amonnym 25%. Vznikaji ¢ervenooranzové az lososove rizové skvrny.

D 23}: Fosfomolybdenové kyselina "

5% ethanolicky roztok kysliny fosfomolybdenové. Po postiku byl chromatogrym umistén do

komory a zahtivan pfi 120 °C dokud nevznikly nejintenzivnéjsi skvrny.

D 24} Berberinové ¢inidlo

10 mg berberinsulfatu bylo rozpusténo ve 100 ml ethanolu. Po homogennim postiiku byly

pozorovany pod UV zarenim svétle zlut€ fluoreskujici skvrny na svétle zlutém podkladu.
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IV. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

1. Potieby

1.1. Rozpoustédla

Aceton €.

Diethylether p.a.

Ethanol (s 5% methanolu) ¢.
Ethylformiat €.
Formaldehyd 36 — 38% p.a.
Isopropylalkohol 95% p.a.
Methanol ¢.

1-Propanol €.

Toluen p.a.

Voda destilovana

Voda supercista

1.2. Chemikalie
Acetanhydrid ¢.
4-Aminoantipyrin ¢.
Anilin ¢.
Anisaldehyd p.a.
Anthron ¢.

Berberinsulfat ¢.
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Bromkresolova zelen €.
2,4-Dinitrofenylhydrazin €.
2,6-Dibromchinonchlorimid ¢.
Difenylamin ¢.

Dusi¢nan bizmutity zésadity p.a.
Dusi¢nan méd’naty p.a.

Dusitan sodny p.a.

Ferrikyanid draselny p.a.

Fast Blue B salt p.a.

D-Glukoza ¢.

HexakyanoZelezitan draselny €.
Hydroxid amonny 25% ¢.
Hydroxid draselny ¢.

Hydroxid sodny ¢.
Hydroxylaminhydrochlorid p.a.
Chlorid manganaty tetrahydrat p.a.
Chlorid Zelezity ¢.

Isatin €.

Jodid draselny ¢.

2,4,6-Kolidin p.a.

Ktemelina — celit Hyflosupercell (John Manville) €.
Kyselina chlorista 70% p.a.
Kyselina chlorovodikova 36% p.a.
Kyselina octova 98% p.a.
Kyselina fosfomolybdenova p.a.
Kyselina fosforecna 85% p.a.
Kyselina mravenci 85% p.a.
Kyselina sirova 96% p.a.
Kyselina sulfanilova p.a.

Kyselina vinna p.a.
1,2-Naftochinon-4-sulfonova kyselina p.a.
Ninhydrin p.a.

Octan zinecnaty €.

Peroxid vodiku 3% vodny
67



Uhlic¢itan sodny ¢.
Vanilin p.a.

1.3. Stanovovana latka

houbové extrakty ¢. 1 - 14

1.4. Laboratorni sklo a pristroje
Kéadinky

Zkumavky

Stojan na zkumavky

Pipeta automaticka

Filtra¢ni papir

Digitalni stopky Q & Q

Vahy - digitalni KERN 572-33

Viéhy - digitalni analytické ADA

Ruéni mixér Moulinex (Spiralio)

UV lampa Camag 254/365 nm
Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin)
Horkovzdu$na susarna HS 31A

Vakuova odparka Biichi Rotavapor R — 114
FIAlab™, ALITEA®
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2. Priprava extrakti

2.1. Pouzity material:

Plodnice vybranych taxoni hub (viz tab.2), klasifikovany Vychodoceskou mykologickou
spolecnosti (dr. Véra Samkova), byly zmrazeny tekutym dusikem a do doby zpracovani

uchovavany v plastikovych kontejnerech v atmosféte dusiku pti -23 °C az -27 °C. Jejich sbér

probihal v letech 2001 — 2003 na riznych lokalitach Ceské republiky. "

Tab. 2: Misto nalezeni a nalezce hub

Cislo Nazev taxonu Misto nalezeni Nalezce
taxonu

1 Leccinum quercinum Neznamé Neznamy

2 Albatrellus ovinus Racin, les V. od vsi M. Macek

3 Panus conchatus Novy Hraflec Kralové: les M. Dobesova
U Dvou zavor

4 Lactarius blennius Kal u Nové Paky M. Junkova

5 Lactarius deterrimus Hradec Kralové, Sitovka M. Junkova

6 Lactarius vellereus Svinary, les Dehetnik, 1km V.Samkova
S obce

7 Russula acrifolia . Neznamy
Neznameé

8 Russula coerulea i\;ovy Hradec Kralove: les L. Opletal

9 Russula delica Cernilov, travnik v obci V. Samkova

10  Russula integra Racin, les V. od vsi M. Macek

11  Russula olivacea Horni Morava: les V L. Opletal

12 | Hydnum repandum Cemnilov, les Kartouz, 2km V. Samkova
S obce

13 Hypholoma sublateritium NOYy Hradec Kralove, les M. Junkova
u Sitovky

14  Sarcodon imbricatus Velky Viestov, les M. Dobesova
V dubech
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2.2. Postup pripravy lyofilizatu

K navazenému vzorku hub (1 g-10 g podle dostupného mnozstvi) se pfida 70% ethanol
(pfedem pfiipraveny ziedénim 95% ethanolu a supercisté vody) v poméru mnozstvi houby
v gramech ku ethanolu v mililitrech 1 : 15. Plodnice se v kadince rozdrti pomoci mixéru a
spolu s ethanolem premisti do Erlenmayerovy banky, ktera se piekryje alobalem. Extrakce
probiha sonifikaci v ultrazvukové 1azni pfi laboratorni teploté, stupni intenzity nastaveném na
10, po dobu 30 minut. Poté¢ se extrakt odfiltruje od pevného podilu houbové hmoty na
Biichnerové nélevce, pouzitim vodni vyvévy. Pevny podil se promyje jesté 3 x 10 ml 70%
ethanolu a opét zfiltruje. Spojeny filtrat se zahusti na rotacni odparce za snizené¢ho tlaku
(1,067 kPa) pfi teploté¢ do 50 °C na objem asi 10 — 15 ml. V této fazi by mél byt extrakt
zbaven ethanolu. K zahusténému extraktu se ptidd 5 ml supercisté vody a roztok se zfiltruje
na filtranim tubusu ( Vv némz je na dné vloZzen maly smotek vaty, pievrstveny asi 3 mm
vrstvou ¢isténé kiemeliny a ta prekryta opét vatou) za snizeného tlaku. Kiemelina se promyje
jesté 3 x 5 ml supercisté vody. Poté se z extraktu na rotacni odparce za snizeného tlaku pii 50
°C odpatuje voda tak dlouho, aZ ma extrakt konzistenci medu. Nasledna lyofilizace probiha
nejmén¢ 3 hodiny. Lyofilizat se ithned umisti na minimaln€ 6 hodin do exsikatoru nad oxid
fosfore¢ny, kde dochézi k odstranéni posledni zbytkové vody. Po dosuseni se lyofilizovany
extrakt pieplni do vzduchot&sng uzaviratelnych lahvicek, pievrstvi argonem a uzavie. °

Takto ptipraveny lyofilizat je mozné vyuzit jako vychozi materidl pro detekci obsahovych
latek hub tenkovrstvou chromatografii. a pro meéfeni antioxidacni aktivity sledovanych

taxonu.
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1 — 10 g plodnice houby + 70% ethanol
houba (g) : ethanol (ml)
1:15

A 4

Extrakce sonifikaci

ultrazvukova lazen, 22 °C, 30 minut

A 4

Filtrace na Biichnerové nalevce

A 4

Odpateni EtOH na vakuové odparce

1,067 kPa, 50 °C

\ 4

Pridani supercisté vody k extraktu

Filtrace ptes kiemelinu za snizeného tlaku

A 4

Odpateni vody do konzistence medu
1,067 kPa, 50 °C

\ 4

Lyofilizace extraktu, min. 3 hodiny

DosusSeni v exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym

A 4

Hotovy lyofilizat

Obr. 19: Schéma postupu pripravy lyofilizatu
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3. Sekvencni injekéni analyza

3.1. Stanoveni antioxidaé¢ni aktivity DPPH testem pomoci SIA

3,9 mg DPPH radikalu bylo rozpusténo v 52 ml 96% ethanolu a ve 100 ml odmérné barice
doplnéno vodou na 100 ml. K Gplnému rozpusténi a odvzdusnéni roztoku bylo tfeba pouzit 5
minutové sonifikace v ultrazvukové lazni. Takto byl pfipraven roztok DPPH radikalu v 50%
ethanolu v den méfeni vzdy Cerstvy. Jako slepy vzorek byl pouzit 50% ethanol. Méfeny
vzorek byl pfipraven rozpusténim lyofilyzatu (o hmotnosti 4 mg) v 50% ethanolu tak, aby
vznikla koncentrace 1 mg/ml. Postupnym fedénim byly pfipraveny dalsi tfi koncentrace 0,5
mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml. Rovnéz vSechny pfipravené koncentrace méfeného vzorku a
slepy vzorek byly odplynény v ultrazvukové 1azni. Po nasati roztoku DPPH (30 pl) pfistrojem
(FIAIab™, ALITEA® USA) mezi dvé zény méfeného vzorku (po 25 pl), resp. slepého

vzorku, doslo k reakci. Po 30 sekundach byla pfistrojem zméfena absorbance pii A = 525 nm.

Antioxidacni ucinek byl vyjadfen v procentech poklesu absorbance oproti slepému vzorku. Standardem byl
trolox, ktery byl méfen pii koncentraci 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml. Jednotlivé naméfené

udaje jsou pro kazdy taxon uvedeny v tabulce a vyhodnoceny v grafu.
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3.2. Hodnoty namérenych antioxidac¢nich aktivit u sledovanych taxonii

Tab. 2 : Leccinum quercinum

Koncentrace (mg/ml)

1,0 0,5 0,25 0,1

Pokles absorbance (%)

51,16 31,07 17,7 8,94

60,0

50,0

40,0

30,0

/

20,0

pokles absorbance (%)

/

10,0

o

0,0 T
0,25

0,5 0,75
koncentrace (mg/ml)

Graf 1 : Leccinum quercinum — zavislost poklesu absorbance na koncentraci

Tab. 3 : Albatrellus ovinus

Koncentrace (mg/ml)

1,0 0,5 0,25 0,1

Pokles absorbance (%)

32,41 19,92 12,60 5,79

40,0

w
o
o

20,0

pokles absorbance (%)

[y
o
o

.

0,0

0,25

0,5 0,75
koncentrace (mg/ml)

Graf 2 : Albatrellus ovinus — zavislost poklesu absorbance na koncentraci
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Tab. 4 : Panus conchatus

Koncentrace (mg/ml)

1,0

0,5

0,25

0,1

Pokles absorbance (%)

11,86

8,22

6,31

3,11

12,0

9,0

6,0

pokles absorbance (%)

3,0

0,0 ‘

0 0,25

0,75
koncentrace (mg/ml)

Graf 3 : Panus conchatus — zavislost poklesu absorbance na koncentraci

Tab. 5 : Lactarius blennius

Koncentrace (mg/ml)

1,0

0,5

0,25

0,1

Pokles absorbance (%)

5,04

4,25

4,70

3,75

6,0
g /\/.
8 4,0 /
c
I
o
[
S
B
S
8 20
z 1
o
a

0,0

0 0,25

koncentrace (mg/ml)

Graf 4 : Lactarius blennius — zavislost poklesu absorbance na koncentraci
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Tab. 6 : Lactarius deterrimus

Koncentrace (mg/ml) 1,0 0,5 0,25 0,1
Pokles absorbance (%) 4,59 4,74 3,89 2,90
6,0
;{; —0
;/ 4’0 /
=
3 /
S
QO
©
L 20
g8
0,0 ‘ ‘ :
0,25 0,5 0,75 1
koncentrace (mg/ml)

Graf 5 : Lactarius derrimus — zavislost poklesu absorbance na koncentraci

Tab. 7 : Lactarius vellereus

Koncentrace (mg/ml) 1,0 0,5 0,25 0,1
Pokles absorbance (%) 12,34 4,36 4,69 3,06
14,0
S
2
3
5 7,0
38
3
<
8
0,0
0,25 05 0,75
koncentrace (mg/ml)

Graf 6 : Lactarius vellereus — zavislost poklesu absorbance na koncentraci
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Tab. 8 : Russula acrifolia

Koncentrace (mg/ml) 1,0 0,5 0,25 0,1
Pokles absorbance (%) 14,88 8,74 6,52 5,47
15,0
S
= 10,0
=
3
S
QO
©
£ 50
g8
0,0 ‘ :
0 0,25 0,5 0,75 1
koncentrace (mg/ml)

Graf 7 : Russula acrifolia — zavislost poklesu absorbance na koncentraci

Tab. 9 : Russula coerulea

Koncentrace (mg/ml)

1,0

0,5

0,25

0,1

Pokles absorbance (%)

6,34

4,79

441

3,40

8,0

6,0

4,0 /

pokles absorbance (%)

0 0,25 0,5
koncentrace (mg/ml)

Graf 8 : Russula coerulea — zavislost poklesu absorbance na koncentraci
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Tab. 10 : Russula delica

Koncentrace (mg/ml)

1,0

0,5

0,25

0,1

Pokles absorbance (%)

5,04

4,25

4,70

3,75

4,0
g 30 ——
8
c
15}
5 2,0
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2 J
©
3
X
g8 1,0
0,0 T

0 0,25

0,5

0,75
koncentrace (mg/ml)

Graf 9 : Russula delica — zavislost poklesu absorbance na koncentraci

Tab. 11 : Russula integra

Koncentrace (mg/ml) 1,0 0,5 0,25 0,1
Pokles absorbance (%) 8,33 4,6 3,21 2,23
9,0
6,0

pokles absorbance (%)

3,0 /

0,0 ‘

0 0,25

koncentrace (mg/ml)

0,5

Graf 10 : Russula integra — zavislost poklesu absorbance na koncentraci
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Tab. 12 : Russula olivacea

Koncentrace (mg/ml)

1,0 0,5 0,25 0,1

Pokles absorbance (%)

27,05 16,41 9,07 5,42

28,0

24,0

20,0

16,0

12,0

pokles absorbance (%)

8,0

.

e

4,0

0,0 ‘

0 0,25

0,5 0,75 1
koncentrace (mg/ml)

Graf 11 : Russula olivacea — zavislost poklesu absorbance na koncentraci

Tab. 13 : Hydnum repandum

Koncentrace (mg/ml)

1,0 0,5 0,25 0,1

Pokles absorbance (%)

7,40 4,51 3,48

2,91

8,0

6,0

/'

4,0

pokles absorbance (%)

/

0 0,25

0,5 0,75 1
koncentrace (mg/ml)

Graf 12 : Hydnum repandum — zavislost poklesu absorbance na koncentraci
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Tab. 14 : Hypholoma sublateritium

Koncentrace (mg/ml) 1,0 0,5 0,25 0,1
Pokles absorbance (%) 49,75 29,40 17,68 10,26
50,0 /-
400
3\"/
% 30,0
o]
2 /
QO
S 20,0
¥
8 /
10,0
0,0 T T T T
0 0,25 0,5 0,75 1
koncentrace (mg/ml)

Graf 13 : Hypholoma sublateritium — zavislost poklesu absorbance na koncentraci

Tab. 15 : Sarcodon imbricatus

Koncentrace (mg/ml)

1,0

0,5

0,25

0,1

Pokles absorbance (%)

36,31

20,13

12,72

3,96

40,0

w
o
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-

20,0

pokles absorbance (%)
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o
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/

0,0

0 0,25
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0,75 1
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Graf 14 : Sarcodon imbricatus — zavislost poklesu absorbance na koncentraci

79




08

pokles absorbance (%)
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---@--- Leccinum quercinum
—=e— Albatrellus ovinus
~--4--- Panus conchatus
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—e— Lactarius deterrimus

—+— Lactaius vellereus

Russula acrifolia
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Hydnum repandum
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—e— Trolox
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Graf 15: Porovnani antioxida¢nich aktivit sledovanych taxoni a standardu (Trolox)
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4. Hodnoceni extraktu

4.1. Hodnoceni extraktii tenkovrstvou chromatografii
Tenkovrstva chromatografie byla provadéna vzestupnym zplisobem ve chromatografickych

komorach sycenych minimalné¢ 60 minut parami elu¢nich soustav.

Adsorbent: 25 TLC aluminium sheets 20 x 20 cm, Silica gel 60 Merck®
25 TLC aluminium sheets 20 x 20 cm, Silica gel 60 Fas4 Merck®™

Dréha: 80 mm

Nanaska: 15 ul (1,9 cm kapilary) 50% (methanol/voda) roztoku houbového extraktu
(0,01 gviml)

Soustavy: S 1: toluen + ethylformiat + kyselina mravenci

50 40 .10
S 2: propanol + voda
90 : 10

Vyvijeni: 1x

Detekce: D1-D?24
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Detekce pod UV A = 254 nm

Obr.20:S1,D1

Obr.21:52,D1
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Detekce pod UV A =365 nm

O o 0000 0OOGSOGOOETS S

Obr.22:S1,D2

Obr.23:52,D2
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Detekce na steroly, steroidy a triterpenické glykosidy

Obr.24:51,D 3

-

:l.'i&bliﬁﬁ

Obr.25:52,D3
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Detekce na cukry, steroidy a terpeny

Obr.26:51,D 4

Obr.27:52,D 4
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Detekce na fenolické slouceniny

Obr.28:51,D5

Obr.29:52,D5
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Detekce na cukry

Obr.30:S1,D6

Obr.31:52,D6
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Detekce na alkaloidy

Obr.32:51,D7

Obr.33:52,D7
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Detekce na fenolické slouceniny

Obr.34:51,D 8

Obr.35:52,D 8
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Detekce na karboxylové kyseliny

Obr.36:5S1,D9

Obr.37:52,D9
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Detekce na redukujici latky (napr. fenoly, aminy, thiosirany, isothiokyanaty)

Obr.38:51,D 10

Obr.39:52,D 10
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Detekce na laktony

Obr.40:S1,D 11

Obr.41:52,D 11
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Detekce na aminokyseliny

Obr.42:S1,D 12

Obr.43:52,D 12
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Detekce na steroly

Obr.44:S1,D 13

Obr. 45:52,D 13
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Detekce na aminokyseliny

Obr. 46:S1,D 14

Obr.47:52,D 14
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Detekce na fenoly a aminy

Obr.48:51,D 15

Obr.49:52,D 15
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Detekce na fenoly, steroidy, vyssi alkoholy, tékavé latky

Obr.50:51,D 16

Obr.51:S2,D 16
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Detekce na volné aldehydy, keto-skupiny a ketézy

Obr. 52:S1,D 17

Obr.53:52,D 17
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Detekce na ketozy

Obr.54:51,D 18

Obr.55:52,D 18
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Detekce na organické kyseliny (aromatické)

Obr.56:S1,D 19

Obr.57:S2,D 19
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Detekce na organické kyseliny (alifatické)

Obr.58:51,D 20

Obr. 59: S 2, D 20
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Detekce na fenoly a hydroxamové kyseliny

Obr.60:S1,D 21

Obr.61:52,D 21
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Detekce na fenoly

Obr.62: 51, D 22

Obr.63:52,D 22
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Detekce na steroly a redukujici latky

Obr.64:51,D 23

Obr.65:52,D 23
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Detekce na tuky

Obr.66:S1,D 24

Obr.67:52,D 24
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4.2. Vyhodnoceni reakci na detekce D 1 -D 24

Vysvétlivky k tabulkdm ¢.16 — 19

ST + pozitivni reakce pii detekci na startu
ST 0 nebyla pozorovana pozitivni reakce na detekci na startu
X+ pocet pozitivnich reakci na detekci na draze (X =1, 2, 3...)

0 zadna pozitivni reakce na detekci na draze
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Tab. 16: Pozitivni reakce na detekce u sledovanych taxonu

=
()
>
S Taxon — Nl — N (7') UN) (‘7‘) UN) — o (7) UN')
o (9p] (9p] wn (9p] - - - - wn (9p)] - -
—_ - - - - N N <t < - - Lo Lo
] — — o o — — — — [ee) [e's} — —
e &) a) a) o) a) a) a) e a) a Q a) a)
1. |Leccinum quercinum ST+,2+ |ST+0 |[ST+,0 |[ST+,1+|ST+,0 |ST+,1+ |ST+5+ |ST+,4+ |ST+0 |[ST+,3+|ST+0 |ST+,0
2. |Albatrellus ovinus ST+,1+ [ST+,2+ |ST+,0 |ST+,2+ |ST+,0 |[STO0,0 |ST+,2+ |ST+,3+ |ST+,1+ |ST+,4+ |ST+,1+ |STO,1+
3. | Panus conchatus ST+,1+ |ST+,1+ |[ST+,0 |[ST+,2+ |ST+,0 |ST+,0 |ST+,2+ |ST+,4+ |ST+0 |[ST+,2+|ST+0 |ST+,0
4. |Lactarius blennius ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,3+ [ST+,2+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,4+ |ST+,0 |[ST+,2+ |ST+,1+ |ST+,0
5. |Lactarius deterrimus ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,3+ [ST+,2+ |ST+,1+ | ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,4+ |ST+,0 |[ST+,3+ |ST+,0 |ST+,0
6. |Lactarius vellereus ST+,2+ |ST+,3+ |ST+,3+ [ST+,2+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,4+ |ST+,0 |[ST+,3+ |ST+,1+ |ST+,0
7. |Russula acrifolia ST+,2+ |ST+,1+ |ST+,1+ |ST+,1+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,3+ |ST+,0 |ST+,3+ |ST+,1+ |ST+,1+
8. |Russula coerulea ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,1+ [ST+,4+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,4+ |ST+,1+ |ST+,4+ |ST+,2+ |ST+,1+
9. |Russula delica ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,2+ [ST+,1+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,4+ |ST0,0 |[ST+,2+ |ST+,1+ |ST+,0
10. |Russula integra ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,4+ |ST+,0 |ST+,3+ |ST+,1+ |ST+,0
11. | Russula olivacea ST+,1+ |ST+0 |ST+,1+ [ST+,4+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,4+ |ST+,4+ |ST+,0 |ST+,3+ |ST+,1+ |ST+,1+
12. | Hydnum repandum ST+,2+ |ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,0 |ST+0 |[ST+0 |[ST+,2+|ST+,3+|ST+,0 |[ST+,2+|STO0,1+ |STO,0
13. | Hypholoma sublateritium |ST+,2+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,1+ [ST+,0 |[ST+1+ [ST+,4+ [ST+,4+ |ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,1+ |ST+,0
14. | Sarcodon imbricatus ST+,1+ |ST+,3+ |[ST+,0 |[ST+0 |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,2+ |ST+2+|ST+0 |[ST+,2+ |ST+,1+ |ST+,0
= = E £ Z Z Z Z 2 Z z Zg
< <t " ) ) @ © @ = e e e
Detekovatelné skupiny & Q A A > > > > < < < <
Il | Il Il o o o o = > > >
< < < < = = = = © © © ©
> > > > = = IS = S S S =
D D D D < < < < L LL L L
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Tab. 17: Pozitivni reakce na detekce u sledovanych taxonu

80T

o=
g
=
8 Taxon % » % %) — o~ o » — N o »
o o - N N g @ S = @ < o o
2] N N N N T} Te) — — o [} — —
() (a) (@) (a) a) (@] O ()] o) ()] o ()] o
1. |Leccinum quercinum ST+,0 |ST+0 |ST+0 |[ST+0 |ST+,0 |[ST+,2+|ST+1+ |ST+,2+|ST+0 |(ST+0 |ST+0 |ST+,0
2. | Albatrellus ovinus ST0,0 |ST+,0 |[STO,1+ |ST+,1+ (STO,1+ |STO,1+ [ST+,1+ |ST+,3+ |ST0,0 |ST0,0 |ST+0 |ST0,0
3. | Panus conchatus ST+,0 |ST+0 |STO,0 |[ST+,0 |ST+,1+ |ST+,1+|ST+0 |[ST+,1+|ST0,0 [(STO,0 |ST+,0 |ST+,0
4. |Lactarius blennius ST+,0 |ST+0 ([ST0,0 |STO,0 (ST+,1+ |ST+1+ ST+1+|ST+0 |[ST0,0 |[STO,0 |[STO,0 |ST+,0
5. |Lactarius deteterrimus ST+,0 |ST+,0 |STO,0 |[ST+,0 |ST+,1+ [ST+,2+|ST+2+ |ST+,1+|ST0,0 [(STO,0 |ST+,0 |ST+,0
6. |Lactarius vellereus ST+,1+ |ST+,0 |STO0,0 |STO,0 |ST+,1+|STO,2+ |ST+,3+ |ST+0 |ST0,0 [STO,0 |STO,0 |STO,1+
7. |Russula acrifolia ST+,0 |ST+0 ([ST0,0 |ST+0 (ST+1+ |ST+2+ ST+2+ |ST+1+|ST0,0 |[STO,0 |[ST+0 |ST+,0
8. |Russula coerulea ST+,1+ |ST+,1+ |STO,1+ |ST+,1+ |ST+,1+ |STO,2+ |ST+,2+ |ST+,2+ |ST0,0 [(STO,0 |STO,0 |ST+,0
9. |Russula delica ST0,0 |ST0,0 |[STO,0 |STO,0 |[STO,1+ |STO,2+ [ST+,0 |ST+1+ |STO,0 |STO,0 |[STO,0 |ST+,0
10. [Russula integra ST+,0 |ST+0 ([ST0,0 |STO,0 (ST+1+ |ST+2+ [ST+2+ |ST+1+ |ST0,0 |[STO,0 [STO,0 |ST+,0
11. |Russula olivacea ST+,1+ |ST+,0 |ST+,1+ |ST+,1+|ST+,0 |[ST+,2+|ST+,0 |[ST+,2+|ST0,0 [(STO,0 |ST+,0 |ST+,0
12. |Hydnum repandum ST+0 |ST+0 |STO,0 |[STO0,0 |ST+,0 |ST+,1+ |ST0,0 |ST+0 |STO,0 [STO0,0 |STO,0 |ST+,0
13. |Hyphoploma sublateritium |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,2+ |ST0,0 [STO,0 |ST+0 |ST+,0
14. |Sarcodon imbricatus ST+,3+|ST0,0 |ST+,0 |[ST+0 |STO,0 |[ST+,1+|ST+,3+ |ST+,1+|ST0,0 [(STO,0 |ST+,0 |ST+,0
z | 0z Al Ale |
Detekovatelné skupiny = % E = % E > > > > |EEXEE 5 & E 2 E g ?
fmotre & L L L 2o Elgss| ¥ | ¥ 2 9 g
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Tab. 18: Pozitivni reakce na detekce u sledovanych taxonu

=
o
g — [eN] — [eN] — [e\] — [eN]
8 Taxon ) n ) n — o n 2 n n — o
o - - - - wn n - - - - n n
— o o o o - - ({o) ({o) < < - -
2 N (o] — — ™ (42) — — N N ~ ~
2 &) a) o) a) &) = o) o) o) =) a) o) o)
1. | Leccinum quercinum ST+,7+ |ST+,3+ |ST+,4+ |ST+,5+ |STO,7+ [ST0,2+ |ST+,5+ |ST+,4+|ST0,0 |STO,0 |[ST+,0 |ST+,0
2. | Albatrellus ovinus ST+,3+ |ST+,2+ |ST+,3+ |ST+,2+ |ST+,5+ |ST+,2+ |ST+,4+ |ST+,3+|ST+,0 |STO,1+ [STO,0 |ST+,0
3. | Panus conchatus ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,4+ |ST+,4+ |STO,7+ |ST+,3+ |ST+5+ |ST+5+|ST+0 |ST0,0 |[ST+0 |ST+,0
4. | Lactarius blennius ST+,4+ |ST+,3+ |ST+,8+ |ST+,1+ |ST+,8+ [ST+,1+ |ST+,14+ |ST+,2+|ST0,0 |STO0,2+ [ST+,0 |ST+,0
5. | Lactarius deterrimus ST+,3+ |ST+,2+ |ST+,9+ |[ST+,4+ |ST+,7+ |ST+,3+ |ST+,7+ |ST+,5+|STO0,1+|STO0,2+ |ST+,0 |ST+,0
6. | Lactarius vellereus ST+,3+ |ST+,2+ |ST+,7+ |ST+,2+ |ST+,8+ [|ST+,2+ |ST+,6+ |ST+,2+ |ST+,1+|ST+,2+ [ST0,0 |ST+,0
7. | Russula acrifolia ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,5+ |ST+,5+ |ST+,5+ |ST+,4+ |ST+5+ |ST+5+|ST0,0 |STO,1+ [ST+,0 |ST+,0
8. | Russula coerulea ST+,4+ |ST+,6+ |ST+,4+ |ST+,4+ |ST+,6+ |ST+5+ |ST+,6+ |ST+,6+|ST+0 |ST+,2+ [ST+0 |ST+,0
9. | Russula delica STO0,4+ |ST+,2+ |ST+5+ |ST+,4+ |ST+,5+ [ST+,3+ |ST+,5+ |ST+,2+|ST+,0 |ST+,2+ [ST+,0 |ST+,0
10. | Russula integra ST+,4+ |ST+,3+ |ST+,6+ |ST+,4+ |ST+,2+ |ST+,4+ |ST+,6+ |ST+5+|ST+,0 |ST+,2+ [ST+,0 |ST+,0
11. |Russula olivacea ST+,6+ |ST+,4+ |ST+,6+ |ST+,7+ |ST+,6+ |ST+,4+ |ST+5+ |ST+,4+|ST+0 |ST+,3+ [ST+0 |ST+,0
12. | Hydnum repandum STO,3+ |ST+,2+ |ST+,2+ |ST+,2+ |ST+,4+ |ST+,2+ |ST+5+ |ST+,4+|ST+,0 |ST+,1+ [ST+0 |ST+,0
13. | Hypholoma sublateritium |ST+,9+ |ST+,7+ |ST+,11+ |ST+,8+ |ST0,6+ |ST0,3+ |ST+,10+ |ST+5+ |ST+,1+|ST0,0 |ST+,0 |[ST+,0
14. | Sarcodon imbricatus ST+,1+ |ST+,0 |[ST+,3+ |[ST+,3+|ST+,0 |ST+,1+ |ST+,0 ST+,3+ |ST+,0 |STO,0 ([ST+,0 |[ST+,0
> >
. 2 .zl E|. = > | 2
Detekovatelné skupiny > > > > 2-\_5\ aé_ 2*'5 aé_ .'52—\“3 .'52—\“8 2 2
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Tab. 19: Pozitivni reakce na detekce u sledovanych taxonii
=
)
>
= Taxon o N o N 5 a b a N » N %)
o (p] [9p] (p] [9p] - - - - - - - -
—_ - - - - N~ N~ [o0] (o) (o)) (@)) o o
R <t <t © — — — — — — N N
O a | a a a) a) a) a) a) a) o) o)
1. | Leccinum quercinum ST+,0 |ST+,2+|ST+,0 |[ST+,2+ |ST0,0 |ST+0 |ST+,1+ |ST+,1+|ST+0 |ST+1+ |ST+0 |STO0,0
2. | Albatrellus ovinus ST0,2+ |STO,1+ [ST+,0 |[ST+,3+ |STO0,2+|ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,2+ [ST+0 |[ST+,1+ |ST+,0 |ST+,1+
3. | Panus conchatus ST+,1+ |ST+,3+ [ST+,0 |[ST+,3+ [ST0,0 |STO,0 |ST+0 |ST+,2+ |ST+0 |[ST+,2+|ST+0 |[ST+,0
4. | Lactarius blennius ST+,4+ |ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,3+ |STO0,1+ |ST+,1+ |ST+,5+ |ST+,3+ |[ST+,0 |[ST+,2+ |ST+,0 |[ST+,1+
5. | Lactarius deterrimus ST+,3+ |ST+,3+ |ST+,0 |ST+,5+ |STO0,2+ |ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,3+ |ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,0 |[ST+,1+
6. | Lactarius vellereus ST+,7+ |ST+,1+ |ST+,4+ |ST+,5+ |STO0,2+ |ST+,1+ |ST+,6+ |ST+,4+ [ST+0 |[ST+,2+ |ST+,0 |ST+,1+
7. | Russula acrifolia ST+,4+ |ST+,5+ |ST+,0 |ST+,6+ |STO0,0 [STO,0 |[ST+,0 |[ST+,3+ |ST+,1+|STO0,2+ |[ST+,0 |[ST+,1+
8. | Russula coerulea ST+,1+ |ST+,2+ [ST+,0 |[ST+,5+ |ST0,0 |ST+,1+ |ST+,1+ |ST+,3+ [ST+,1+ [ST+,3+ |ST+,0 |ST+,1+
9. | Russula delica STO,1+ |ST+,1+ [ST+,0 |[ST+,5+ |ST0,0 |STO,0 |ST+,1+ |ST+,3+ [ST+,1+ |ST+,1+|ST+,0 |ST+,1+
10. |Russula integra ST+,0 |ST+,4+|ST+0 |ST+,5+ |STO0,0 [STO,0 |[ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,1+ |ST+,2+ |ST+,0 |[ST+,1+
11. | Russula olivacea ST+,3+ |ST+,4+ [ST+0 |[ST+,3+ |STO0,0 |ST+,0 |ST+,4+ |ST+,2+ [ST+,3+ |ST+,4+ |ST+,0 |ST+,1+
12. | Hydnum repandum STO0,2+ |ST+,1+ |ST+,3+ |ST+,4+ |STO0,1+ |STO,1+ |ST+,3+ |ST+,1+ [ST+,0 |ST+0 |ST+0 |ST+,0
13. | Hypholoma sublateritium |ST+,2+ |ST+,4+ |ST+,3+ [ST+,5+ [ST0,0 [ST0,0 |[STO0,3+ [STO0,3+ |ST+,2+ |STO0,1+ |ST+,0 |ST+,0
14. | Sarcodon imbricatus ST+,0 |STO,1+ [ST+,0 |[ST+,5+ |STO,0 |STO,0 |ST+0 |ST+,1+ |ST+0 |ST+,1+|ST+0 |[ST+,0
) O No) O
Detekovatelné skupiny ? ? ? ? ? ? ? ? o P o P o P o P
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V. DISKUSE

Tato prace je pokracovanim studie SirSiho fytochemicko-farmakologického vyzkumu taxonti hub oddéleni Eumycota provadéného na katedie
farmaceutické botaniky a ekologie. Cilem této studie je zjistit u vybranych taxonii Basidiomycet antioxida¢ni aktivitu sumarnich extraktii za
pouziti klasického DPPH testu metodou SIA na pfistroji FIA. Mou snahou bylo pomoci literarni resSerze dohledat udaje o obsahovych latkach
hub, analyzovat pomoci tenkovrstvé chromatografie obsahové latky z hlediska skupinovych strukturnich typti a zméfit antioxidacni aktivitu
extraktl vybranych taxonl hub. Lyofilizacni metodu, vypracovanou na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie jsem provadéla v rdmci své
diplomové préce. Ptiprava extraktl pro mé ucely v této praci proto spocivala jen v navazeni potfebného mnozstvi jiz hotového lyofilizatu a

pridani vhodného rozpoustédla.

Testovano bylo celkem ¢trnact taxontt hub nalezicich do riznych ¢eledi a rodd. Nejvice zastoupeny jsou zde rod Russula a rod Lactarius z ¢eledi

Russulaceae.

Metoda SIA pracuje s malymi diskrétnimi objemy vzorkt a ¢inidel, vyhodou je také jeji flexibilita dana snadnou zménou parametrt méfeni. Se
vzristajicimi potfebami kontroly kvality Zivotniho prostfedi, potravin a 1éciv, s poZadavky na rychlost a spolehlivost diagnostickych metod
vV mediciné a biologickém vyzkumu, a na racionalizaci fizeni technologickych procesit se jevi SIA jako jedna z nad&nych alternativ,

umoziiujicich provadst analyzy velkych sérii vzorki s vysokou produktivitou a dostate¢nou spolehlivosti. %
Stanoveni antioxidac¢ni aktivity u pfirodnich latek je pfinosem k vyuziti téchto latek jako materidlu pro vyrobu potravin pro zvlastni ucely.

Takovou latkou je napf. B-glukan. M4 silné antioxidacni, imunostimula¢ni (stimuluje makrofagy a tim zvySuje aktivitu imunitniho systému) a

podle studii i zna¢né protinddorové ucinky. Zaroven je bezpecny a netoxicky. Lze jej izolovat z kvasnic, ovsa, jemene ale i z hub. Uplatnéni
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nachazi v oblasti zvySovani imunity a preventivni péce. Je soucasti kosmetickych produktii, nebot’ piisobi také proti starnuti pleti, stimuluje

tvorbu kolagenu a elastinu a zabranuje vlivu volnych radikalt, které narusuji vazivova vlakna, ¢imz dochazi k ochablosti pleti.

Pokud je oxidacni poSkozeni pfi¢inou starnuti, lze ocekavat, Zze jeho projevy budou béhem zivota jedince stale vyraznéjsi. V podstaté byly
popsany tii typy oxida¢nich zmén zavislych na v€ku: hromadéni koneénych produktid oxidac¢niho stresu, modifikace biologickych struktur a
vycerpani slozek antioxidacni ochrany. Reaktivni formy kysliku a dusiku jsou fyziologickou soucasti zivotnich d&ji a vyznamnymi ochrannymi
prostiedky organismu. Patologicka nadprodukce téchto latek ma vsSak destrukéni G€inky a rdzem se tak stavaji pro organismus jedovaté. Snahou
je terapeutické a preventivni pouziti inhibitorti oxidacniho stresu, tedy antioxidantl a vitamind. % Jednou z mnoha skutecnosti, které podporuji
preventivni vyznam antioxidanti je tzv. Francouzsky paradox. U Francouzi, piesto, Ze jejich strava obsahuje velké mnoZstvi nenasycenych tukd,
je nizky vyskyt aterosklerdzy a mald umrtnost na nemoci srdce, které s timto onemocnénim tepen uzce souviseji. Mlze za to pravidelna

konzumace ¢erveného vina, které obsahuje antioxida¢né uc¢inné flavonoidy.

Z hlediska antioxida¢ni aktivity je zajimava houba Albatrellus ovinus. V japonské studii 3-hydroxyneogrifolin a 1-formyl-3-hydroxyneogrifolin,
latky obsazené v jeji plodnici, vykazovaly siln&jsi antioxida¢ni aktivitu neZ a — tokoferol nebo BHA. **

Pfi pouziti metody SIA pro stanoveni antioxidacni aktivity DPPH testem byly pouzity koncentrace sumarnich extraktta 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml,
0,25 mg/ml a 0,1 mg/ml. Standardem byl Trolox mé&feny pii koncentracich 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml a 0,025 mg/ml. Zédn}'/ z extrakti
nevykazoval vyznamnéjsi antioxida¢ni aktivitu neZ Trolox. Nejvyznamnéjsi hodnoty poklesu absorbance pii nejvyssi koncentraci doséhl taxon
Leccinum quercinum, 51,16 % a Hypholoma sublateritium, 49,75 %. Hodnoty poklesu absorbance pii nejvyssi koncentraci u Sarcodon
imbricatus, Albatrellus ovinus a Russula olivacea se pohybovaly v rozmezi 36 — 27 %. Ostatni extrakty mély antioxida¢ni aktivitu nizkou.
Standart, Trolox, je vSak latka v Cistém stavu, v pfipadé¢ houbovych extrakti se jednd o sumarni extrakt, ktery obsahuje antioxidaéni latky

v n¢kolika malo procentech. Proto vysledky u dvou taxonli s hodnotou okolo 50 % jsou nadéjné pro dalsi studium.
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Vycet obsahovych latek je bohaty zejména u hub Albatrellus ovinus, Lactarius blenius, L.vellereus, Russula delica, Hypholoma sublateritium
(viz. 2.9. Sekundarni metabolity). Byly tedy prozkoumany mnohem dikladnéji nez ostatni taxony v mé praci.U ryzcu je zfejmé, ze jejich
plodnice roni po utrzeni ¢i jiném poranéni latex. Ten také miva ostrou a pal€ivou pfichut. Pfiinou je skupina seskviterpenti marasmanové nebo
laktaranové struktury. DalSi vyzkum se zabyva moznosti, ze by seskviterpeny byly soucasti chemického obranného systému ryzci. 22, 25
V Japonsku se podafilo objevit v Naematoloma sublateritium (syn. Hypholoma sublateritium) strukturni typ slouc¢enin s protektivnim uc¢inkem na
kyselinu hyaluronovou, coZ vede k praktickému vyuziti v prevenci a 16¢b& nemoci zpiisobenych abnormalnim rozkladem této kyseliny. * Houby
by mohly byt povazovany za hyperakumuldtory rozkladnych produktti radioaktivniho §tépeni a vyuzivany k dlouhodobému radioekologickému

monitorovani kontaminovanych oblasti jako je oblast Cernobylu po havarii v roce 1986. 40

O biologické aktivité pojednava kapitola 3. v teoretické Casti. Az na par vyjimek nebyla v dostupnych literarnich zdrojich prakticky zadna
zminka o biologické aktivité sledovanych taxont. Ve screeningu z roku 2002 vykazoval taxon Russula delica a Russula olivacea antibakterialni
aktivitu na Bacillus subtilis ev. na E. coli a rovnéZ molluscicidni aktivitu na Biomphalaria glabrata. Sarcodon imbricatus m¢l antibakterialni
aktivitu na Bacillus subtilis i na E. coli a zarovei aktivitu antioxidaéni a antiradikdlovou srovnatelnou s referenéni latkou. ** Kultura taxonu
Hypholoma sublateritium méla ve vyzkumu Mikrobiologického tstavu CSAV antibiotickou aktivitu. * Sekundarni metabolit isovelleral
pochazejici z Lactarius vellereus byl oznacen jako prokazatelny mutagen. *8 1zolace chemické slouceniny nazvané repandiol potvrdila piedeslou
domnénku o potencialni protinddorové aktivité zastupcti rodu Hydnum. 9 Vyzkum na univerzité¢ v Ljubljani ukazal, Zze methanolové extrakty
Lactarius vellereus maji vysoce protektivni G¢inek proti IQ (mutagen; 2-amino-3-methylimidazo(4,5-f)chinolin) indukovanému poskozeni DNA
v savéich bunkach. L. vellereus mize byt pokladan za pfirodni zdroj antimutagend s potencialnim farmakologickym uplatnénim v prevenci
rakoviny. >* Je zvlastni, e Lactarius vellereus obsahuje mutagen isovelleral a zarovei v jinych studiich extrakty z jeho plodnic vykazuji

antimutagenni aktivitu.
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K hodnoceni obsahovych latek z hlediska skupinovych strukturnich typti pomoci tenkovrstvé chromatigrafie byly zvoleny, shodné s predeslymi
diplomovymi a rigordznimi pracemi zabyvajicimi se touto problematikou, dvé chromatografické soustavy. Soustava S1 (toluen + HCOOEt +
HCOOH = 50 + 40 + 10) je vhodna pro latky mirn¢ az stfedné polarni, soustava S2 (PrOH + voda = 90 + 10) d¢€li nejlépe latky polarni. Pro
detekci bylo pouzito celkem dvacet Ctyii Cinidel D1 — D24, tedy oproti jinym pracim byl pocet detekcnich Cinidel rozSifen o dalSich osm.

Pti¢emz pozitivnim vysledkem byl vznik razné barevnych skvrn a hodnotil se pocet téchto skvrn.

Z primarnich metabolitli byly hodnoceny sacharidy (detekce D4, D6, D17, D18) a aminokyseliny (detekce D12 a D14). Obsah sacharidi byl
jednoznaéné prokazan pomoci D6 (difenylamin — anilin — kys. fosfore¢na) po vyvijeni v soustavé S2 (obr. 31), kdy vSechny lyofilizaty, obzvlaste
zastupci Celedi Russulaceae a druhy Hypholoma sublateritium a Sarcodon imbricatus, jevi ¢etné barevné reakce jak na startu tak na draze.
V soustavé S1 (obr. 30) byla pozitivni reakce na draze pouze u ¢ty hub. Detekce D4 (anisaldehyd) rovnéz prokézala obsah sacharidii ve vSech
sledovanych taxonech. S nové zkousenym ¢inidlem D17 (2,4-dinitrofenylhydrazin; obr. 52, 53) reakce neprobihaly tak, aby se dalo usuzovat na
témet samoziejmy obsah sacharidd, proto bych jeho pouziti v dalSich studiich nedoporucovala. Naopak ¢inidlo D18 (Anthron; obr 54, 55) se
osvédcilo a v obou soustavach byl touto detekci opét potvrzen obsah vSudypfitomnych sacharid. Nejvyraznéjsi vyskyt aminokyselin byl
potvrzen detekci D14 (ninhydrin — kolidin), (obr. 46, 47). VSechny taxony vykazuji pozitivni reakci s obéma soustavami na startu i na draze.
S ¢inidlem D12 (isatin), (obr. 42, 43) byla reakce méné patrna. V soustavé S1 reagovaly vSechny druhy pozitivné na startu a pouze druh

Lactarius deterrimus i na draze. V soustavé S2 reagovala zfetelnéji vétSina lyofilizatt kromé druhu Albatrellus ovinus.

Z hlediska sekundarnich metabolitd byla pozornost vénovana zakladnim skupinam latek, které mohou byt v téchto houbach piitomny.
Hodnoceny byly fenoly, aminy, organické kyseliny, alkaloidy, laktony, steroly, steroidy, triterpeny.
V ptipadé¢ alkaloidl je pozitivni reakce pii detekci D7 (Dragendorffovo €inidlo), soustava S2 (obr. 33) pozorovédna u vSech taxoni na startu. Pfi

pouziti soustavy S1 nedoslo u dvou taxonti Albatrellus ovinus a Lactarius vellereus k zadné reakci.
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Pfitomnost fenolickych latek se vyrazné projevuje u druhti Albatrellus ovinus, Russula acrifolia, Russula coerulea, Russula olivacea, detekce
D15 (kys. sulfanilovd), soustava S1, S2 (obr. 48, 49). Pii detekci ¢inidlem D5 (2,6-dibromchinonchlorimid) pomérné shodné reagovali zastupci
¢eledi Russulaceae a Panus conchatus (Pleurotaceae) a to jak v soustavé S1 tak v soustavé S2 (obr. 28, 29). S ¢inidlem D8 (Fast Blue B salt),
detekce na fenoly a aminy, v soustavé S1 (obr. 32) jevi pozitivni reakci na draze pouze tii taxony Albatrellus ovinus, Russula coerulea,
Hypholoma sublateritium. V polarngjsi soustavé S2 (obr. 33) vykazuje pozitivni reakci na startu i na draze viech &trnact lyofilizat. Cinidlo D21
(chlorid zelezity) neprokazalo tak vyrazné€ vyskyt fenolickych latek, v soustavé S1 (obr. 60) pozitivné reagovaly kromé& Albatrellus ovinus
vsichni zastupci na startu a jen Lactarius vellereus, Russula coerulea, Russula olivacea a Sarcodon imbricatus reagovaly s detekénim Cinidlem
nepatrné i na draze. V soustavé S2 (obr. 61) vytvofil barevnou skvrnu na draze jen jeden taxon Russula coerulea. Po detekci na fenoly s ¢inidlem
D22 (4-aminoantipyrin-ferrikyanid draselny) reagovaly vznikem jedné skvrny na draze shodné druhy Albatrellus ovinus, Russula coerulea,
Russula olivacea (obr. 62, 63), ostatni taxony neprojevily vyraznéjsi reakce. Pomoci ¢inidla D10 (hexakyanoZelezitan draselny - chlorid Zelezity)
1ze dokazat obsah redukujicich sloucenin (mj. také latky fenolické). V obou soustavach maji na startu v§echny houby az na Hydnum repandum
pozitivni reakci, na draze vétSina hub kromé Etyt (S1, obr. 38), resp. tii (S2, obr. 39).

Hydroxdmovy test pii detekci D11 (hydroxylamin - chlorid Zelezity) a pouziti S1 a S2 (obr. 38, 39) poskytl vyraznéjsi reakci pouze na startu u
druhti Leccinum quercinum, Panus conchatus, Lactarius deterrimus, Russula acrifolia, Russula olivacea, Hypholoma sublateritium a Sarcodon
imbricatus. Ac¢koli u druhu Lactarius vellereus je patrna zietelna skvrna s vysokou hodnotou Rs a na startu naopak zadna reakce.

Nejvyznamnéjsi vysledky byly ziskany pfi detekcich na steroly a triterpeny pouzitim Cinidel D3 (acetanhydrid - kys. sirova), (obr. 24, 25), D13
(1,2-naftochinon-4-sulfonova kys. - kys. chlorista), (obr. 44, 45), D23 (fosfomolybdenova kyselina), (obr. 64, 65) a D24 (Berberinové ¢inidlo),
(obr. 66, 67). Pozitivni reakce jsem zaznamenala téméF u vSech taxonl v soustavé S1 i S2. Hojny vyskyt steroidd, fenolt a t€kavych latek
dokazuji detekce s Cinidlem D16 (vanilin-kys. sirova), (obr. 50, 51). Kdy vychézeji pozitivni reakce v obou soustavach na startu i po draze u
vSech ¢trnacti taxonu s vyjimkou Sarcodon imbricatus, ktery v soustavé S1 neprojevil zadnou reakci na draze.

Co se tyce vyskytu organickych kyselin, nevychéazi detekce D9 (glukéza - anilin) na karboxylové kyseliny u zadného z mnou testovanych

lyofilizata pozitivné. Kromé druhu Leccinum quercinum, kde je reakce na startu pfi pouziti obou soustav pozitivni (obr. 34, 35).
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Obsah aromatickych organickych kyselin se podafilo odhalit po postiiku ¢inidlem D19 (peroxid vodiku) a vlozenim chromatogramu pod UV
lampu. Lze konstatovat, Ze u vSech taxont byl obsah téchto kyselin prokazan, zietelnéji je vysledek patrny po vyvoji chromatogramu vV soustave
S2 (obr. 57). Alifatické organické kyseliny se detekovaly pomoci ¢inidla D20 (bromkresolova zelen). V soustavé S1 by ditkaz rusila kyselina
mravenci obsazena v mobilni fazi, chromatogram jsem alespoii zkusila pied samotnou detekci dikladné vysusit. VSechny taxony pak projevily
pozitivni reakci na startu (obr. 58). Po vyvijeni v soustavé S2 a nasledném postiiku se objevily alifatické organické kyseliny v podobé modrych

skvrn na stratu i na dréze prakticky u vSech sledovanych taxont (obr. 59).

V1. SOUHRN

Tato préce si kladla za cil provést zdkladni fytochemicky vyzkum vybranych 14 taxonll hub oddéleni Eumycota. Pojednavané druhy hub patii
celkem do sedmi celedi: Boletaceae, Hydnaceae, Pleurotaceae, Polyporaceae, Russulaceae, Strophariaceae a Telephoraceae. Nejpocetnéji je zde
zastoupena Celed” Russulaceae kam ndlezi osm hub ze sledovanych 14 druht.

Ptiprava extraktd pro ucely Vv této praci spo€ivala jen v navazeni potiebného mnozstvi jiz hotového lyofilizatu a pfidani vhodného rozpoustédla.
Prace se zabyvala dvéma experimentalnimi zaklady. Tenkovrstvou chromatografii se skupinovymi reakcemi a stanovenim antioxida¢ni aktivity
pomoci DPPH testu s pouzitim metody SIA. Literarni reSerze byla zamétena jak na informace o obsahovych latkach sledovanych taxona tak na
udaje o jejich biologicke aktivité a ptipadné toxicite.

Z hlediska antioxidacni aktivity se zda byt zajimava houba Albatrellus ovinus. Ve studii 3-hydroxyneogrifolin a 1-formyl-3-hydroxyneogrifolin,
latky obsazené v jeji plodnici, vykazovaly siln&jii antioxidacni aktivitu nez o — tokoferol nebo BHA. **

Pfi pouziti metody SIA pro stanoveni antioxida¢ni aktivity DPPH testem byly pouzity koncentrace sumarnich extrakti 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml,

0,25 mg/ml a 0,1 mg/ml. Standardem byl Trolox méfeny pii koncentracich 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml a 0,025 mg/ml. Zadny z extrakti
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nevykazoval vyznamnégj$i antioxidacni aktivitu nez Trolox. Nejvys§i hodnotu poklesu absorbance ptesahujici 50 % pfti nejvyssi koncentraci
dosahl taxon Leccinum quercinum (jedly), druhou nejvyssi hodnotu mél druh Hypholoma sublateritium (nejedly). Sarcodon imbricatus,
Albatrellus ovinus a Russula olivacea s hodnotami poklesu absorbance o néco niz§imi lze povazovat za relativné antioxida¢né aktivni. Ostatni
taxony vykazovaly antioxida¢ni aktivitu nizkou. Vysledky u dvou taxont Leccinum quercinum a Hypholoma sublateritium jsou nadé&jné pro
dalsi studium.

Obsahové latky jsou v praci rozdéleny na primarni a sekundarni metabolity.

Vycet obsahovych latek je bohaty zejména u hub Albatrellus ovinus, Lactarius blenius, L.vellereus, Russula delica, Hypholoma sublateritium.
Pfi¢inou ostré a paléivé ptichuté latexu obsazeného v houbach rodu Lactarius jsou seskviterpeny marasmanové nebo laktaranové struktury. Dalsi
vyzkum se zabyva moznosti, Zze by seskviterpeny byly soucasti chemického obranného systému ryzcti. V. Naematoloma sublateritium (syn.
Hypholoma sublateritium) byl objeven strukturni typ sloucenin s protektivnim ucinkem na kyselinu hyaluronovou, coz vede k praktickému
vyuziti v prevenci a 1é€bé nemoci zpusobenych abnormélnim rozkladem této kyseliny. Houby by také mohly byt povazovany za
hyperakumulatory rozkladnych produktl radioaktivniho Stépeni a vyuzivany k dlouhodobému radioekologickému monitorovani
kontaminovanych oblasti.

AZ na par vyjimek nebyla v dostupnych literarnich zdrojich prakticky zadna zminka o biologické aktivité sledovanych taxont. Russula delica a
Russula olivacea vykazovaly antibakterialni aktivitu na Bacillus subtilis ev. na E. coli a rovnéz molluscicidni aktivitu na Biomphalaria glabrata.
Sarcodon imbricatus mél antibakterialni aktivitu na Bacillus subtilis i na E. coli a zaroven aktivitu antioxida¢ni a antiradikalovou srovnatelnou
s referen¢ni latkou. Kultura taxonu Hypholoma sublateritium méla ve vyzkumu aktivitu antibiotickou. Sekundarni metabolit isovelleral
pochazejici z Lactarius vellereus byl oznacen jako prokazatelny mutagen. Izolace chemické slouceniny nazvané repandiol potvrdila piedeslou
domnénku o potencialni protinadorové aktivité zastupct rodu Hydnum. Vyzkum s methanolovymi extrakty Lactarius vellereus ukazal, Ze maji
vysoce protektivni G¢inek proti 1Q (mutagen; 2-amino-3-methylimidazo(4,5-f)chinolin) indukovanému poskozeni DNA v sav¢ich buikach. L.
vellereus mtize byt pokladan za ptirodni zdroj antimutagenti s potencialnim farmakologickym uplatnénim v prevenci rakoviny. Je zvlastni, ze

Lactarius vellereus obsahuje mutagen isovelleral a zaroven v jinych studiich extrakty z jeho plodnic vykazuji antimutagenni aktivitu.
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K hodnoceni obsahovych latek z hlediska skupinovych strukturnich typti pomoci tenkovrstvé chromatigrafie byly zvoleny, shodné s predeslymi
diplomovymi a rigoréznimi pracemi na katedie farmaceutické botaniky a ekologie, dvé chromatografické soustavy. Soustava S1 (toluen +
HCOOEt + HCOOH = 50 + 40 + 10) je vhodna pro latky mirné az sttedné poléarni, soustava S2 (PrOH + voda = 90 + 10) Iépe déli latky polarni.
Pro detekci bylo pouzito celkem dvacet ¢tyfi ¢inidel D1 — D24, tedy oproti jinym pracim byl pocet detek¢nich ¢inidel rozsifen o dalSich osm.
Pti¢emz pozitivnim vysledkem byl vznik razné barevnych skvrn a hodnotil se pocet téchto skvrn.

Z primarnich metabolitii byly hodnoceny sacharidy (detekce D4, D6, D17, D18) a aminokyseliny (detekce D12 a D14). Obsah sacharida byl
jednoznaéné prokazan pomoci D6 po vyvijeni v soustavé S2 , kdy vSechny lyofilizaty, obzvlasté zastupci ¢eledi Russulaceae a druhy Hypholoma
sublateritium a Sarcodon imbricatus, jevi ¢etné barevné reakce. Detekce D4 rovnéz prokazala obsah sacharidii ve vSech sledovanych taxonech.
S nové zkouSenym ¢inidlem D17 reakce neprobihaly tak optimalné. Naopak ¢inidlo D18 se osvédcilo. Nejvyraznéjsi vyskyt aminokyselin byl
potvrzen detekci D14. VSechny taxony vykazuji pozitivni barevnou reakci s obéma soustavami na startu i na draze. S ¢inidlem D12 byla reakce
méné patrnd. Z hlediska sekundarnich metaboliti byla pozornost vénovana zakladnim skupinam latek, které mohou byt v téchto houbach
pfitomny. Hodnoceny byly fenoly, aminy, organické kyseliny, alkaloidy, laktony, steroly, steroidy, triterpeny. V ptipadé¢ alkaloidil je pozitivni
reakce pii detekci D7, soustava S2, pozorovana u vSech taxonti na startu. Pfitomnost fenolickych latek se vyrazné projevuje u druhtt Albatrellus
ovinus, Russula acrifolia, Russula coerulea, Russula olivacea, detekce D15. Pii detekci Cinidlem D5 pomérné shodné reagovali zastupci Celedi
Russulaceae a Panus conchatus. S ¢inidlem D8, detekce na fenoly a aminy, v soustavé S1 jevi pozitivni reakci na draze pouze tii taxony
Albatrellus ovinus, Russula coerulea, Hypholoma sublateritium. V polarngjsi soustavé S2 vykazuje pozitivni reakci na startu i na draze vsech
&trnact lyofilizati. Cinidlo D21 neprokazalo tak vyrazné vyskyt fenolickych latek. Po detekci na fenoly s ¢inidlem D22 reagovaly vznikem jedné
skvrny na draze shodné druhy Albatrellus ovinus, Russula coerulea, Russula olivacea, ostatni taxony neprojevily vyraznéjsi reakce. Pomoci
¢inidla D10 lze dokazat obsah redukujicich sloucenin (mj. také latky fenolické). V obou soustavach maji lyofilizaty prevazné pozitivni reakce.
Hydroxamovy test pii detekci D11 a pouziti S1 a S2 poskytl vyraznéjsi reakci pouze na startu u druh Leccinum quercinum, Panus conchatus,
Lactarius deterrimus, Russula acrifolia, Russula olivacea, Hypholoma sublateritium a Sarcodon imbricatus. Nejvyznamnéjsi vysledky byly

ziskany pii detekcich na steroly a triterpeny pouZzitim ¢inidel D3, D13, D23 a D24. Pozitivni reakce byly zaznamenany témét u vSech taxont
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v soustavé S1 1 S2. Hojny vyskyt steroidu, fenold a t€kavych latek dokazuji detekce s ¢inidlem D16. Co se tyce vyskytu organickych kyselin,
nevychazi detekce D9 na karboxylové kyseliny u Zadného z testovanych lyofilizati pozitivné. Kromé druhu Leccinum quercinum, kde je reakce
na startu pii pouziti obou soustav pozitivni. Obsah aromatickych organickych kyselin se podafilo odhalit po postiiku ¢inidlem D19 a vlozenim
chromatogramu pod UV lampu. Lze konstatovat, ze u vSech taxonii byl obsah téchto kyselin prokazan, zietelnéji je vysledek patrny po vyvoji
chromatogramu v soustavé S2. Alifatické organické kyseliny se detekovaly pomoci ¢inidla D20. Po vyvijeni v soustavé S2 a nasledném postiiku

se objevily alifatické organické kyseliny v podob& modrych skvrn na stratu i na draze prakticky u vSech sledovanych taxonti.
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