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.  UVOD

Védecky latinsky ndzev hub (Mycota nebo Mycetes) ziskaly houby na zakladé
starého feckého nazvu zampionu - mykos, ktery byl znam jiz starym Rekam a uvadi se
v pracich otce botaniky, feckého védce Theofrasta, ktery zil ve 3.- 4. stoleti pfed nasim
letopoctem.

Mnoho druhti hub obsahuje latky, které skodi lidskému organismu. Ukazuje se, Ze
druhy diive bézné sbirané a pouzivané nejsou tak nevinné, jak se pavodné
ptedpokladalo. Nejde tu pouze o bezprostiedné pusobici toxické latky, které vyvolavaji
akutni otravu, ale také o dalsi, vétSinou neznamé toxiny, které¢ se mohou v lidském téle
opakovanym pozivanim nékterych hub hromadit a nepfiznivé narusovat ¢innost riiznych
organd, zejména zazivacich.

Béhem poslednich 50 let doSlo k nékolika pokrokiim v medicing diky niz§im
organismiim jako jsou plisné, kvasnice a houby. Prvni antibiotika byla extrahovéna
z hub. Penicilin, tetracyklin a aureomycin byly odvozeny z plisni. Byly povazovany za
zazracné léky k 1€¢be infekci. Takeé velkym pokrokem bylo pouziti cyklosporinu, ktery
byl odvozen zhouby (vyuzivajici hmyz jako svého hostitele). Cyklosporin tlumi
imunitni systém pacientl s transplantaci (sniZuje riziko odmitnuti transplantatu tkani).
Tyto nizs§i organismy jsou pouzivany v komer¢ni sféfe k produkci chleba, piva, vina,
syrd, organickych kyselin a vitamind.

Houby jsou cennou, zdravou potravou s nizkou kalorickou hodnotou, bohaté na
proteiny, chitin, Zelezo, zinek, vlakninu, esencialni aminokyseliny, vitaminy a mineraly.
Houby maji dlouhou historii pouziti v tradicni ¢inské medicin€. Jejich legendarni
ucinky v podpofe dobrého zdravi, vitality a zvySeni adaptacnich schopnosti téla jsou
podpoteny i1 diivéjSimi studiemi. Tyto studie maji za to, Ze houby jsou probiotiky, tedy,
Ze pomahaji naSemu télu byt silnéjS$im a bojuji proti nemocem udrzovanim fyziologické
homeostdzy (zachovanim rovnovahy téla a ptfirozenou odolnosti vii¢i nemocem).

Latky, které obsahuji jsou klasifikovany jako ,,zesilovace ochrany hostitele*

(z anglického host defence potentiators-HDP), které maji schopnost posilit imunitni
systém. To je jednim z diivodd, pro¢ jsou v soucasné dob€ pouzivany jako pomocné
latky pii 16¢bé rakoviny v Japonsku a Cing. V Japonsku, Rusku, Ciné a USA, bylo
vyvinuto nékolik odliSnych antitumordznich latek (polysacharidy), které byly ziskany



z hub jako Lentinus edodes, Ganoderma lucidum, Schizophyllum commune, Trametes
versicolor, Flammulina velutipes apod.

Naptiklad Ganoderma lucidum (Reishi) ma inhibi¢ni efekt na rdst tumord, z jinych
studii vyplyvaji uCinky analgetické, antiflogistické, antioxidacni, antivirotické (skrze
indukci produkce interferonu), antihypertonické, kardiotonické (sniZzenim hladiny
cholesterolu), expektoracni, detoxika¢ni a hepatoprotektivni, antibakteridlni a také
aktivita proti viru HIV.

Lentinan (z Lentinus edodes ¢ili Shiitake) je jiz po staleti nazyvan elixirem zivota.
V Japonsku je zapsan jako 1ék proti rakoviné zdejsi FDA. Lentinan vykazuje urcité
ucinky pfi rakoviné stfev, rakoviné jater, zaludku, vajecnikli a rakoviné plic. Lentinan
stimuluje produkci T lymfocyti a NK bunék a muze potenciovat ucinky protivirové
1écby AIDS. Lentinus edodes také snizuje tlak krve, hladinu cholesterolu, zvysuje libido
a také stimuluje produkci interferonu.

Cordyceps sinensis muize byt silnym stimulantem makrofagové aktivity, zesilenim
schopnosti imunitniho systému bojovat proti bakteridlnim a virovym infekcim.

Studie provadéné na lidskych dobrovolnicich prokazaly uc€inky snizujici hladinu
cholesterolu, u¢inky na arytmie, 1€¢bu rakoviny plic a 1écbu chronického ledvinného
selhéni. Také byl zaznamendn ucinek na relaxaci hladkého svalstva. Toto muze byt
zvlasté napomocné pii 1écbe chronického kasle, astmatu a dalSich bronchidlnich potiZi.
Nedavné studie prokazaly, ze Tremella fuciformis (Bai mu erh) stimuluje imunitni
systém. Jiné studie fikaji, ze tato houba ma antitumordzni ucCinek, snizuje hladinu
cholesterolu, chrani jatra a jeji protizanétlivy ti€¢inek mliZze zpomalit proces starnuti.
Grifola frondosa (Maitake) vykazuje také stimula¢ni uéinek na imunitni systém a je
ucinna proti nékterym tumortim.

Mnohé z latek obsazenych v téchto houbach jsou klasifikovany jako ,,zesilovace
ochrany hostitele* ¢ili imunomodulatory. VétSina studii G¢inkGt hub na c¢loveéka je

zam¢iena na ucinku zesileni imunitniho systému.



II. CiL PRACE

Tato rigordzni prace navazuje na mou diplomovou préci, kterd se zabyvala

fytochemickym vyzkumem 14 taxont stopkovytrusnych hub. Cilem rigorézni prace
bylo najit informace tykajici se obsahovych latek sledovanych taxont a zjistit
antioxidacni aktivitu pomoci DPPH testu s vyuzitim sekvenc¢ni injek¢ni analyzy. Také
jsem rozsitila zékladni fytochemicky screening obsahovych latek (pomoci TLC) o osm

dal$ich reakei s Cinidly selektivnimi pro ur€ité skupiny latek.



III. TEORETICKA CAST

1. SYSTEMATICKE ZARAZENI A CHARAKTERISTIKA
SLEDOVANYCH TAXONU

Vysvétleni nékterych pojmu:

Houby jedovaté : Ve vSech stadiich svého vyvoje obsahuji v plodnicich jedovaté latky =

toxiny, které vyvolavaji otravy.'

Houby nejedlé: Jsou to napt. takové, které maji nepfijemnou (Casto hotkou) chut ¢i

I 7 . r /e ¥ / ’ e v v v 1
zapach. Takové houby je 1épe v zajmu piedchazeni nepiijemnostem rovnéz nezkouset.

Houby podminéné¢ jedlé: Tyto houby Ize pouzit kjidlu pouze po urcité uprave.
Podminéné jedlé jsou cechratky (Paxillus), pficemz ve vztahu k témto houbam se
zjistila individudlni citlivost jednotlivel. Jedni je pouzivaji k jidlu bez neptiznivych
nasledki, jini je nesnaSeji. V Cechratkach je totiZ obsazena latka zatim pfesné
nezjistén¢ho druhu, kterd na nékteré jednotlivce pusobi negativné. Varenim se vSak

Lol
zcela odstranuje.

Houby jedlé: Jedlé i bez upravy.*

Sledované houby v této praci patii do Sesti Celedi: Celed” Agaricaceae
celed” Clavariaceae
celed’ Cortinariaceae
celed” Entolomataceae
Celed’ Paxillaceae
celed’” Pleurotaceae

Spolecné :

Rie: Fungi

Oddéleni: Eumycota ( Houby vlastni = Houby praveé)

Pododd¢leni: Basidiomycotina

Ttida: Basidiomycetes ( Houby stopkovytrusé)

Podtrida: Homobasidiomycetidae (Houby vyssi stopkovytrusé)



Rad: Agaricales

— Celed: Agaricaceae —  Rod: Agaricus bitorquis
Agaricus squamulifer
Agaricus vaporarius
Macrolepiota bohemica

— Celed’: Cortinariaceae —  Rod!: Cortinarius anomalus
Hebeloma sinapizans
Pholiota alni

— Celed’: Entolomataceae — Rod: Clitopilus prunulus
Entoloma clypeatum

— Celed”: Pleurotaceae — Rod: Pleurotus dryinus
Pleurotus ostreatus

Rad: Cantharellales

— Celed: Clavariaceac —  Rod:  Clavariadelphus pistillaris

Rad: Boletales

— Celed”: Paxillaceae — Rod:  Paxillus involutus

Paxillus rubicundulus

1.1. Celed Agaricaceae ( Pe¢arkovité)

1.1.1 Rod Agaricus (Pecarka)

Statné, stiedni i drobné pozemni masité houby s kloboukem v mladi podvinutym,
hladkym nebo pfitiskle Supinatym, suchym. Z blanitého vyvoje je na tfeni vzdy prsten.
Vétsina druht je jedlych, nékteré neobycejné chutné a cenné. N&které (napt. pecarka

I v s o .y v 2
zapasnd) zpusobuji lehci otravy.

Agaricus bitorquis syn. Agaricus Rodmani (Quélet) Saccardo
Pecarka pochvata (Zampion pochvaty)

Vyskyt: s oblibou na okrajich silnic ve méstech, nékdy

i v lese, jednotlivé nebo i v malych skupinach, predevs§im
na pisc€itych pudach, od kvétna do zaii

Jedlg®
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Agaricus squamulifer (Moell) Moell ®

Pecarka Supinkata

Vyskyt: roste na travnatych, holych mistech v lesich, i mimo
n¢, v parcich a alejich, dava prednost vapenatému substratu,
od cervna do listopadu

Jedla®

Agaricus vaporarius (Pers. Ex Vitt) Moser ’

Pecarka rumistni (pafenistni)

Vyskyt: na rumiStnich stanoviStich, zahraddch, parcich,
v piikopech cest, také v listnatych a jehli¢natych lesich, na
pudé vyhnojené zivinami, bohat¢ humoézni pidé a na
kompostech

Jedla ®

1.1.2 Rod Macrolepiota (Bedla)
Pozemni, velmi vysoké i drobné houby, vétSinou §tihlé, bez pochvy a zbytkl plachetky
na klobouku. Velké druhy jsou jedlé, drobné nemaji prakticky vyznam a nékteré jsou i

jedovaté.?

Macrolepiota bohemica (Wich) Krieglst. et Pazmany ’
Bedla zahradni (Ceskd)

Vyskyt: roste v zahradach, na loukach, na zivinami
bohatych ptidach, od 1éta do podzimu

Nejedla

obr. ¢. 4

(v praxi byla tato houba konzumovéna a nedoslo k toxickym p¥iznakiim) *°

1.2. Celed’ Clavariaceae (Kyjankovité)

11



1.2.1 Rod Clavariadelphus (Kyj)
Nezvykly tvar maji houby z rodu kyj (Clavariadelphus). Jsou kyjovité nebo trubkovité,

okrové¢ zluté nebo rezavé, nékdy tvaru paliéky.1

Clavariadelphus pistillaris (Fr.) Donk **

Kyj Herkuliv

Vyskyt: je rozsiteny po celém svété, roste na ptidach bohatych na
ziviny, na vapenci, plodnice od léta do podzimu

Nejedly 2

1.3. Celed’ Cortinariaceae (Pavudincovité)
1.3.1 Rod Cortinarius (Pavucinec)

U mladych plodnic jsou mezi tienem a okrajem klobouku natazena bild, tenoucka
vldkna zavoje (kortiny), podobajici se pavuciné - podle nich mé rodové jméno
pavuginec (Cortinarius).*

Cortinarius anomalus (Fr.ex Fr.) Fr. *2

Pavucinec odchylny

Vyskyt: hojné na podzim v lesich listnatych i smiSenych

Jedly 2

obr. €. 6
1.3.2 Rod Hebeloma (Slzivka)

VétSinou prostfedni nebo malé pozemni houby, bélavé, Zemlové ¢i hnédavé s malo
klenutymi a oby&ejné slizkymi klobouky.®

Intoxikace druhy tohoto rodu je provazena typickym symptomem ospalosti do 30 minut
S procitnutim, s velkymi bolestmi bficha, prijmem a zvracenim. Hebeloma
crustuliniforme (Bull ex Fr.) Quél. produkuje cytotoxickou triterpenovou kyselinu
hebelomovou A. Hebeloma sinapizans obsahuje stejny metabolit, jehoZ ptisobeni vede

k rozvinuti gastroenteritidy. >

12



Hebeloma sinapizans (Pantet: Fr) Gill. **

Slzivka fedkvickova

Vyskyt: dosti hojné v listnatych

a smiSenych lesich, zejména pod buky
a duby, na vlhkych a zivnych ptdach
Nejedla ®

obr. €. 7
1.3.3 Rod Pholiota (Supinovka)

Mnoh¢é houby maji své dvojniky. U vaclavky se kromé tfepenitek miizeme setkat jesté
s jednim nejedlym dvojnikem. Je to Supinovka olsova (Pholiota alnicola). Stejné jako
vaclavka roste 1 Supinovka skupinové na patfezech listnact, predevSim olSe, nebo
Vv jejich nejbliz8§im okoli. Na rozdil od véaclavky nema Supinovka olSova nikdy prsten na
tieni, klobouk ma leskle slamové zlutavy a jeji duznina vydava silny nepfijemny
zapach. Klobouk miva cCasto po okrajich zelenavy odstin a lupeny jsou zprvu

C1oes .1
zelenozluté, pak rezavé.

Pholiota alnicola (Fr.) Singer
Supinovka ol$ova
Vyskyt: nej€astéji mimo les, na patach stromil a

patezi listnatych, hlavné olsi, vzécnéji 1 jehli€nant

& LN

Nejedl4 ? S|

1.4. Celed’ Entolomataceae (Zavojenkovité)

1.4.1 Rod Clitopilus (Mechovka)

Prostfedni nebo malé, vétSinou bilé houby vzhledu strmélek nebo kalichovek anebo
malych hliv. Jsou vétSinou sbihavé, nizké, bélavé a pak rtizové. Prislusnici tohoto rodu

. “ . , , , .y v ;- o ’ o 2
jsou az na mechovku obecnou velmi vzacné a byvaji zatazovani do rtiznych rodu.

13



Clitopilus prunulus (Scop.: Fr.) Kummer *°
Mechovka obecna

Vyskyt: v lesich listnatych 1 jehlicnatych a

na lesnich lukach, hojné v 1ét¢ a na podzim

Houba s bilym kloboukem a silnou mou¢nou vini
roste zejména v ¢ervenci.

Jedla 1 Y Clitopilus prantilus

1.4.2 Rod Entoloma (Zavojenka)
Pozemni houby prostfedni velikosti, barev vétSinou bélavych nebo Sedavych. Nékteré

druhy jsou jedl¢, jiné zase prudce jedovaté jako napf. nejznamé;jsi zavojenka olovova.?

-

Entoloma clypeatum (L.) Kummer *’
Zavojenka podtrnka

Vyskyt: jednotlivé ¢i Castéji ve skupinach,
na jatfe od dubna do ¢ervna

Jedla ?

1.5. Celed’ Paxillaceae (Cechratkovité)
1.5.1 Rod Paxillus (Cechratka)

Velké, mensi masité houby s kratkym tfeném nebo bez tieng. Jedlé, nejedlé i jedovaté.?

Paxillus involutus (Batsch.: Fr) Fr. '8
Cechratka podvinuta
Vyskyt: ve vSech lesich, stromotadich a sadech

Jedovata 2

14



Paxillus rubicundulus P.D.Orton *°

Cechratka ol$ova

Vyskyt: roste nehojné na vlhkych mistech pod
olSemi, od ¢ervna do listopadu

Nejedly °

1.6. Celed’ Pleurotaceae (Hlivovité)
1.6.1 Rod Pleurotus (Hliva)
Stiedné velké houby rostouci jednotlivé nebo v trsech na dievinach. Jedla a chutna je

’ ;v s 2
hliva ustfi¢na.

Pleorotus dryinus (Pers.: Fr.) Kummer %

Hliva dubova

Vyskyt: roste dosti hojné na kmenech a parezech
listna¢tl, zejména dubi, buki, topoli, jabloni, ale

i jehli¢nand, od srpna do listopadu

Jedla ®

Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr) Kummer %

Hliva ustti¢na

Vyskyt: obecné rozsifend, v trsech Skeblovité

nad sebou, saprofyticky a paraziticky na

listnatych dfevinach, vyvoj probih4 ve dvou fazich
(od zafi do prosince a pak na jate)

Jedla ?

15



2. OBSAHOVE LATKY HUB

Lze rozli$it primarni a sekundarni metabolity.
2.1 PRIMARNI METABOLITY

2.1.1 Uvod

Stény bun¢k jsou vétSinou vybudovany z chitinu, vysokomolekularni dusikaté latky,
ktera je velmi tézko porusitelnd zazivacimi zalude¢nimi $tavami (je tedy nestravitelny,
ale zvySuje pohyb stfev, ¢imz podporuje lepsi trdveni), a je slozend z aminocukrii
(zejména poly-N-acetylglukosaminu). U né€kterych hub jsou vSak tyto stény utvofeny
z polymernich (slozitych) cukrii, mannanti a glukant , a nékdy i z bilkovin. Plazma
bunécnd obsahuje v malém mnozstvi cukry, rozpustné i rezervni, a tuky, které
dohromady tvoii hlavni bazi vyzivnych latek organismu houby. Nejvétsi procento vahy
hub tvoii vSak voda, obsazend zejména v plazmé, jiz maji houby 70 - 95 %; proto

W 4 4 M4 . v 4 r 2
suSenim pozbyvaji asi az 90 % vlastni vahy.

2.1.2 Sacharidy

Houby obsahuji 1 — 6 % cukrt, a to jednak jako tzv. membranové cukry (tvofi stény
bun€k), jednak jako rezervni cukry, zejména glukany, mannany a galaktany (glukan

z hub se velmi podoba jaternimu polymernimu cukru glykogenu, a proto se také nékdy
nazyva glykogen) a rozpustné cukry, z nichz nejdileZitéjsi je trehaloza (90 % vsech
rozpustnych cukrll), doprovazena cukernymi alkoholy volemitolem, mannitolem
sorbitolem, erythritolem a arabitolem, a v ur¢itych ptipadech i dal§imi slou¢eninami.
Slizové latky jsou rovnéz tvofeny cukry: polyuronidy (glukuronidy) a pentozany

(v priméru 7 %).2

2.1.3 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, anebo obdoby voski, jednak glykolipidy. Tyto lipidni latky tvoii asi 0,5 —1,5

% hmotnosti houby, n€kdy vSak daleko vice.?

16



2.1.4 Proteiny

Latek bilkovinné povahy je v houbach (podobné¢ jako v zelenych rostlinach) 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 zédkladnich
stavebnich kamenti je 0,24 — 3,89 % (tj. aminokyselin, peptidi nizSich i vyssich,
bilkovin, betainil). Do skupiny peptidl patii nejprudsi znamé houbové jedy, amanitiny,
faloidin a faloin. Produkty rozkladu bilkovin ve starych zivych houbach byvaji ¢asto
jedovaté a jsou tak ptic¢inou toxicity starych jedlych hub.

Nejvice bilkovin je v mladych plodnicich.?

2.1.5 Mineralni latky

Z mineralnich latek, které se staraji o udrzeni iontové rovnovahy v plazmé, jsou
nejhojngjii slouceniny drasliku a fosforu.? Dalsimi prvky jsou S, Mg - zdroji jsou
zejména jejich soli jako napt. MgSOa, K3zPO4, V houbach je mnohem vice mineralnich
latek nez v zelenych rostlindch. Mnozstvi zalezi na misté rastu, sloZeni pady, véku a

druhu houby. Houby vSak vstiebavaji ze svého okoli také nezadouci prvky jako je

22
olovo, rtut’, arzen, atd.

2.1.6 Vitaminy

Houby obsahuji nékteré vitaminy, pfedevsim provitamin A ¢ili B-karoten. Nejvice je ho
Vv liSce obecné. Vitaminu B; a B je nejvice v hiibech.? Vitaminy jsou latkami
dualezitymi pro riist - (zejména ze skupiny B, na thiaminu dost zavisi metabolismus
dusiku), purinové a pyrimidinové baze, nékteré houby potiebu;ji ziskavat ze substratu

aminokyseliny, které samy nejsou schopny tvofit.?®

17



2.2 SEKUNDARNI METABOLITY

2.2.1 Uvod
Sekundarni metabolity - latky, jez nejsou spojeny s metabolismem primarnim
(anabolické a katabolické procesy v obecnych rysech spole¢né pro vsechny formy

Zivota) a jsou produkovény jen za uréitych podminek, bez patrného ucelu.*

2.2.2 Barviva

Houby hyii pestrymi barvami, predevsim holubinky, muchomurky, ¢irvky aj. Barva
vétSiny hub je podminéna pritomnosti riznych barviv, kterd jsou v plazmé nebo ve
vakuolach bunék, anebo na jejich povrchu, kde byvaji v podobé krystalki. Jindy zase
jsou zbarveny stény hyf. Pozoruhodnd je zména barevnosti houby na riznych castech
plodnice béhem vyvoje; u celé skupiny pavucincti je barevna proménlivost tak velika,
ze ptivadi laika v rozpaky, nebot’ mladé exemplare jsou zcela jinak zbarvené nez
dospélé ¢i staré. Duznina ¢echratky podvinuté barvi vodu do tmavohnéda. Bila barva u
hub (podhoubi, vytrusného prachu, plodnic nebo jejich ¢asti) neni zplisobena bilym
barvivem, ale vzduchem - podobné jako u snéhu - kde vzduch vyplnuje dutinky, napft.
mezihyfové prostory apod. Vyplni-li se tyto dutinky vodou, bila barva vétSinou mizi a
meni se ve sklovité bezbarvou (hyalinni).

Houby jsou zbarveny fadou barviv, které patii do riiznych skupin organickych
slou€enin. Xanthony jsou ptic¢inou Zlutého zabarveni hub, n¢které derivaty piperazinu a
pyrazinu zpusobuji jejich ¢ervené zabarveni, jeden chemovar klanolistky obecné
(Schizophyllum commune), péstovany na dusikaté zivné pudé, produkuje indigo.
Nejcharakteristictéj$imi barvivy jsou chinoidni latky: benzochinony maji vétSinou barvu
zlutou, nekdy az Cervenou, naftochinony byvaji ¢ervené a prechazeji do tmavsich tond,

v . . r v oW r 2
kdezto antrachinony jsou modré az ¢erné.

2.2.3 Pach a viin€ hub

Pach (vling€) je dulezity systematicky znak u hub - je vétSinou velmi staly, a proto se
dobie hodi k ur¢ovani mnoha druhti. Tzv. typicky houbovy pach az doposud nebyl
pfipsan Zadné chemické slou€ening. OvSem mnoho hub ma zvlastni nehoubovy pach,
napt. kofenny (zépach po mleté hoi¢ici), anyzovy (anisaldehyd), ovocny (pfi¢inou jsou
estery; napft. bananovou vini Endoconidiophora coerulescens zptisobuje

isobutylacetat). Pfi¢inou odporného zapachu hub byvaji nizké aminy. Dulezity pach je
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ving okurkové moucna (podle bézného tfidéni v literatufe), kterou ma napt. mechovka

obecna (Clitopilus prunulus) a mnoho jinych hub.?

2.3 SEKUNDARNI METABOLITY U SLEDOVANYCH TAXONU

2.3.1 Agaricus bitorquis

Agaritin tzn. N-(y-l (+) glutamyl )-4-hydroxymethyl-fenylhydrazin byl identifikovan a
kvantifikovan vysokotlakou kapalnou chromatografii a pouzit jako marker vyskytu
fenylhydrazinovych derivati v kultivovanych houbach Agaricus bitorquis a Agaricus
hortensis. Nicméng¢ relativné vysoké hladiny agaritinu (okolo 700 mg.kg'l) mohou byt
nalezeny v ¢erstvé sbiranych houbach A.bitorquis z rannych porosti, vzorky ze
supermarketd obsahuji mén¢ agaritinu. Slozeni 28 vzorka se riznilo od 165 do 457
mg.kg™ s praimérem okolo 272469 mg.kg”. Nejvyssi mnoZstvi agaritinu bylo nalezeno
rozdily v obsahu agaritinu u téchto 2 druhti v této studii. V zavislosti na druhu
kuchyniské upravy péstovanych hub rodu Agaricus se redukuje obsah agaritinu na rizné
urovné. Suché peceni hub — proces podobny peceni pizzy redukuje obsah agaritinu na
zhruba 25 %, kdezto smazeni na oleji ¢i masle ¢i fritovani ma za vysledek vétsi pokles
(35-70 %). V mikrovinné troub¢ se obsah redukuje na 1/3 ptuvodni hladiny. Takze
Neni jeSté znamo do jaké miry se agaritin a jiné fenylhydrazinové derivaty vyskytuji

Vv péstovanych houbéch, nicméné jsou degradovany na jiné biologicky aktivni

TP o 25
slouceniny béhem procesu vareni.

H o) o)
N
N\

OH 5

agaritin 2
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2.3.2 Agaricus vaporarius

Agaritin, pfirozen¢ se vyskytujici fenylhydrazinovy derivat v péstovanych bilych
houbach rodu Agaricus bisporus je povazovan za potencionaln¢ zdravotn¢ zavadny.
Konzumenti méli na vybér jiné jedlé houby, které neobsahuji tuto slouceninu. Studie
distribuce agaritinu v rodé¢ Agaricus odhalila, ze tato slou¢enina je obvykle doplnéna
formylfenylhydrazinovym analogem agaritinalem, ktery byl do této doby izolovan
zluéni houby A. campester. Clenové piibuzného rodu Lepiota a Coprinus, ani
halucinogenni houby, které jsou se stoupajici tendenci rekreacné pouzivany v Evropé,
ale agaritin neobsahuji. Vyskyt tohoto potenciondlniho toxinu je spravné spojovan

s rodem Agaricus.?

2.3.3 Clavariadelphus pistillaris
Z houby Clavariadelphus pistillaris a n¢kolika druhti rodu Ramaria byla izolovana
hotka substance pistillarin, ktery je zodpovédny za zelenou barevnou reakci hub

s FeCls. Pistillarin jen N1, Ng-bis (3,4-dihydroxybenzoyl) spermidin. '

HO OH

HO CONH(CH 5 )3 NH(CH , )4 NHCO 0N

pistillarin %/

2.3.4 Hebeloma sinapizans

Kyselina hebelomova A, obsazena v téchto druzich: Hebeloma spoliatum, Hebeloma
crustuliniforme a v Hebeloma sinapizans, se ziskava a Cisti timto zplisobem: Suché
houby se naldmou na malé kousky a extrahuji se methanolem za laboratorni teploty.
Methanolovy extrakt se po zahu$téni digeruje smési methanol-aceton (3:5, V/v).
Vzniknou dv¢ vrstvy — tekutina a sedlina. Kapalnd faze byla chromatografovana na
sloupci silikagelu. S CHCIl3-MeOH (100:1), (100:1), (50:1), (15:1) a (5:1, v/v) k ziskani

peti frakei. Biologicka aktivita: toxickda pro mysi, intraperitonedlni davka 100 mg/kg
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vede ke smrti po paralyze koncetin. Objevuje se relaxace hladkého svalstva jako po

papaverinu. %

e 8
HOOC—CHZ,—Clz—CHZ—C—O,,“
OH

AcO

kyselina hebelomovéa A %

Cytotoxicky triterpen lanostanu 3B-acetyl-2a- (3'-hydroxy-3'-methylglutaryl) krustulinol
byl izolovan z Hebeloma crustuliniforme a Hebeloma sinapizans. Jeho struktura byla
detekovana chemickymi a spektralnimi metodami.”

Me pCHOH

CH 2CO 2H
I

He?:l{ 2CO 2

OH

krustulinol %

Tti metabolity pracovné nazvané HS-A, HS-B, HS-C byly izolovany z houby Hebeloma
spoliatum, jejich G¢inek je pro mysi fatalné toxicky. HS-A byl identifikovan jako 3-
acetyl-2-(3'-hydroxy-3'-methyl)glutarylkrustulinol, ktery byl izolovan z Hebeloma
crustuliniforme a Hebeloma sinapizans jako cytotoxicky ptvodce. HS-B a HS-C byly
odvozeny jako 3,21-diacetyl-2-(3'-hydroxy-3'-methyl) glutarylkrustulinol a 3-acetyl-2-
(3'-hydroxy-3'-methyl)glutarylanhydrokrustulinol (vychazelo se z jejich chemickych a
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spektralnich dat). Intraperitonealni podani HS-A, HS-B a HS-C v davce 100 mg/kg
zpusobi smrt po paralyze koncetin mysi. Tyto slouceniny zptsobujici relaxaci mysiho
stieva jako po podani acetylcholinchloridu ¢i chloridu barnatého in vitro. Objevuje se

relaxace jako po papaverinu.*

Bylo zjisténo, ze substituované derivaty lanostanu maji schopnost inhibovat 3a-

hydroxysteroid dehydrogendzu a daji se pouzit pii 1écbé a profylaxi zanétlivych
31

onemocnéni.

31

Homologicka fada sudych a lichych n-alkani (Ci5-Csp) byla identifikovana u 5 druhti
hub. MnozZstvi celkovych uhlovodikl se pohybovalo od 15 do 130 mg / 100 g Cerstvé
mokré tkané, zavisejici na druhu. Mnozstvi n-alkanti se pohybovalo v rozmezi 37,1 do
60,2 % celkovych uhlovodikii. Nepatrna pievaha sudych byla nalezena v Hebeloma
sinapizans. U Hebeloma crustuliniforme byly tyto distribuovany v vyrovnanych
mnozstvich. VSechny druhy hub ukézaly neobvykle vysoky obsah sudych n-alkani.
Nenasycené n-alkeny nebyly detekovany. Uhlovodiky byly separovany a identifikovany

IC spektrometrii a plynovou chromatografii.®

2.3.5 Pholiota alnicola

Existuje studie zabyvajici se antioxida¢ni aktivitou patnécti stopkovytrusych hub. Mezi
testované houby patii i Pholiota alnicola. Testované vzorky mycelii (tekuté kultury-CL
a mycelidlni biomasa-MB) maji ur¢ity antioxida¢ni potencial, kterym inhibuji reakce

volnych peroxidovych radikala lipidi v mozkovém homogenatu potkana. Aktivita byla
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pozorovana 21.den mycelidlni kultivace. Relativné vyssi indikdtory antioxidacni
aktivity byly detekovany, kdyz se tekuté vzorky kultur Pholiota alnicola a dal$ich 4 hub
a vzorky Volvariella bombycina, Lepista personata pouzily jako antioxidanty. Tyto
druhy mohou byt doporuceny pro dalsi screening k ziskéni pfirozenych antioxidac¢nich

dopliik stravy.®

2.3.6 Clitopilus prunulus

Mnoho hub je toxickych pro hmyz. Jednou znich je Clitopilus prunulus —.
K identifikaci sloucenin s insekticidni aktivitou byla studovéna toxicita 14 druhd.
Ziskané udaje nam tikaji, ze peptidy jsou odpovédné za vétSinu insekticidni aktivity tél
hub a mohou byt zdrojem genli pouzitych pro ochranu rostlin proti hmyzu. Mezi
proteiny, lektiny a hemolysiny byly vhodni kandidati na insekticidy, protoze jejich

c 1 e , 4
toxicky G¢inek nebyl navozen proteazou.®

29 tékavych latek z deseti zmrazenych hub pochazejicich z Francie (mimo jiné také
Clitopilus prunulus, Hebeloma radicosum, Pholiota apicrea...), bylo identifikovano
pomoci plynové chromatografie-hmotnostni spektrometrie. Hlavnimi komponentami
byly 1-okten-3-ol, benzaldehyd, 2-fenylethanol, (E,E) — 2,4-dekadienal a (E,Z) — 2,4-
dekadienal. Lysidin, o&-kadinen, (Z)-sabinen hydrat a (E)-sabinen hydrat byly

identifikovany poprvé v houbéch.®

Trans-2-nonenal byl identifikovan plynovou chromatografii-hmotmostni spektrometrii
jako okurkova viné v podskupiné hub s okurkové-mouénou vuni. Trans-2-nonenal
nebyl nalezen v ¢ist¢ mouc¢né nebo zlukle, olejnaté nebo rybo-mouc¢né vonicich
variacich této houbové viné. Takze viin€ popsana jako okurkové-moucnd je platnou
kategorii. Rozmackani hub pied analyzou zvySuje mnozstvi trans-2-nonenalu a
ostatnich nestalych latek. Druhy hub zahrnuté do tohoto experimentu jsou Clitopilus

prunulus, Tricholoma virgatum, Entoloma madidum ajiné.36
Ze 100 stopkovytrusych hub, bylo nalezeno 7 silné aktivnich druh@l proti rlstu

Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Byl pouzit novy sladovy stiedni pepton.

Aktivnimi druhy jsou Clitopilus prunulus, Pleurotus palmatus a jiné.*’
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2.3.7 Paxillus involutus

Paxillus involutus (Batsch.: Fr.) Fr. z ¢eledi Paxillaceae, fadu Boletales je druh, ktery v
jedné cCasti svéta je uznavanou jedlou houbou (pfedevSim v USA), ve druhé je
jednoznaéné chapan jako jedovaty druh (Evropa, Japonsko).Mnoho druhti cechratky
zpuisobuje nespecifické GIT onemocnéni, ale to neni pravy “Paxillus syndrom”.
Syndrom je imunohemolytickou anemii zpisobenou dlouhodobou konzumaci
Cechratky. Obvykle se u pacientii objevuji nesrovnalosti az po né€kolika letech. Toto je
skutecna alergie na jidlo, nikoliv otrava. Syndrom otravy charakterizuje pocit chladu v
koncetinach, kfece v biisni oblasti, poceni, slabost a kdma. Je téZ popisovan cirkulaéni
kolaps, tukova degenerace kosterniho svalstva, srdce, jater a ledvin. Houba je
pravdépodobné pti¢inou dvou druhtli intoxikaci — prvni je charakterizovana efektem na
GIT a je vyvolana Spatnou kuchyiskou tpravou houby, druhy typ je
imunohemolytickou reakci, ktera se klinicky projevuje Zloutenkou, oligurii, anurii,
hemoglobinurii a poskozenim parenchymu ledvin, postihuje osoby s hypersenzitivitou k

metabolitim houby.13

Ektomykorrhizalni houby mohou produkovat antifungalni slouceniny in vitro také
VvV symbioze s hostitelskou rostlinou, ktera mize redukovat nemoci kofent. Cilem této
studie bylo izolovat antifungalni slouceniny z filtratu kultury Paxillus, ktera muze tvofit
mykorrhizu se semenacky Picea glehnii. Filtrat kultury vykazuje antifungalni aktivitu
proti Pythium vexans pii pH 3-4, ale ne pii pH 5-10. Nicméné antifungalni aktivita
individudlnich frakci byla niZsi neZ filtratu, smés téchto frakci vykazovala antifungalni
aktivitu podobnou filtratu. Antifungédlni aktivita kyseliny Stavelové, kterd je
produkovana houbou Paxillus involutus byla zvySena michanim s vodnym roztokem
fenolické frakce. Vysledky studie indikuji, ze kultury Paxillus produkuji organické
kyseliny a ve vodé€ rozpustné fenolické latky, které dohromady vykazuji antifungalni

aktivitu proti Pythium vexans pii pH 3-4.%

Novy opticky aktivni metabolit involuton byl nalezen v metanolovém, etanolovém,
nebo n-butanolovém extraktu z Cerstvé sbiranych hub Paxillus involutus. Struktura této
latky byla dokazana na zaklad¢ spektralnich a chemickych vlastnosti involutonu a jeho
tetraacetylovych derivat. Kromée fady sloucenin se znamou strukturou, jako linolova
kyselina, krotonova kyselina, mannitol, ergosterol, involutin, také methylované,

ethylované ¢i n-butylované O-D-glukopyranosidy, nebo linoleaty se stejnymi alkoholy,
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Vv zavislosti na pouzitém alkoholu pfi extrakci, byly tyto také izolovany v ¢isté forme

z houby.*®
1}
HO
f =y '
HO — o on OH

involuton *
2.3.8 Pleurotus ostreatus
Ptesto, ze hliva ustficna obsahuje fadu alergend, je zndma obsahem cytolytického
proteinu. Vodny extrakt z hlivy ustficné obsahuje toxin (pleorotolysin), ktery je lyticky
pro sav¢i erytrocyty in vitro. Pleorotolysin je protein s izoelektrickym bodem 6,4 a
molekulovou hmotnosti okolo 12,047 kDa. Maximalni hemolytickou aktivitu vykazuje
okolo pH 7. Neobsahuje cystein, histidin, arginin, prolin, tyrosin, fenylalanin a
methionin, které jsou aminokyselinami obsazenymi v jinych proteinech. Slozeni
pleurotolysinu je blizké v€elimu jedu mellitinu nebo stafylokokovému delta toxinu vice
neZ ostatni houbova lytika. Hemolyza indukovana touto slouceninou je inhibovana
lipozémy piipravenymi z cholesterolu (dicetylfosfatem a sfingomyelinem). Citlivost pro
hemolyzu je zavisla na obsahu sfingomyelinu v membranach erytrocyti. Ov¢i
erytrocyty, které maji relativné vysoky obsah sfingomyelinu, jsou méné¢ citlivé, nez
lidské, psi, nebo krysi erytrocyty. Mechanismus u¢inku je neznadmy, ale zda se, ze se

pleurotolysin chova vice jako detergent, neZ jako enzym.*°

Pleurotus ostreatus se uziva i v kosmetice pro svou schopnost odstrafiovat melaninovy
pigment z ktize. Kosmetika obsahuje 0,01-10 % (hmotnostnich) extraktu Pleurotus
ostreatus, ktery vznika susenim Pleurotus ostreatus za pokojové teploty, dale mrazenim
suchych c¢asti kapalnym dusikem a pak rozmélnénim tak, aby smés vytvoftila prasek.
Dispergaci 5 objemovych procent prasku ve vode, 80% etanolickém roztoku ¢i v 60%
1,3-butylenglykolu a vatenim roztoku na 70-90°C po 48 hodin, na 20-50°C po10-20 dni
nebo 40-80°C 8-48 hodin a zfiltrovanim 400 sitem a 0,45 um filtra¢nim papirem.41

Dopliiky stravy obsahuji kombinace -glukant, které¢ jsou ziskavany z rtiznych

piirozenych zdroji B-glukanu.*
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Jedlé houby — potenciélni pouziti v medicing — tato studie osvétluje u¢inky nékterych
diive izolovanych a identifikovanych latek vyssich stopkovytrusych hub, ptivodné
slibujici antitumoro6zni, imunomodulac¢ni, dobré ucinky na kardiovaskularni systém,
antihypercholesterolemické, antivirové u¢inky (extrakt z mycelia kultury Lentinus
edodes ma silny efekt na replikaci herpes simplex viru typu 1), antibakterialni aktivitu
proti rodu Streptococcus, rodu Lactobacillus, rodu Prerorella a rodu Porphyromonas a
antiparazitické ucinky. LécCivé houby maji dlouhou tradici uzivani v lidové medicing.
Houby pouZitelné proti rakoviné Zaludku, jicnu, plic jsou znamy v Ciné&, Rusku,
Japonsku, Koreji, také v USA a Kanadé&. Existuje okolo 200 druhd hub, které maji
vyznamné inhibi¢ni u¢inky na rust riznych typt tumord. Lentinus (shiitake), Pleurotus
(oyster), Auricularia (mu-er), Flammulina (enokitake), Tremella (yin-er), Stericium a
Grifola (maitake) — tyto houby se li§i v mife imunomodula¢nich u¢inku, G¢inkl
snizujicich hladinu cholesterolu a dal$ich prospésnych ¢i terapeutickych vlivii na zdravi
bez vyznamné toxicity pii uZivani.*®

Pouziti B-(D)-glukanu izolovaného z hub Pleurotus ostreatus (pleuran) a Lentinus
edodes (lentinan) ke zvySeni bioaktivity jogurtt — cilem studie bylo vyzkouset
mikrobiologickou (kvasinky, plisné€, koliformni bakterie) a smyslovou (vyskyt, barva,
konzistence, chut) kvalitu a také Zivotnost bilych a ovocnych jogurti obohacenych
jinymi pfisadami 2 typt hydrogeld B-(D)-glukanu, jmenovité pleuranu (z Pleurotus
ostreatus) a lentinanu (z Lentinus edodes). Jogurty byly skladovany po 30 dni

V lednicce (5°C+2°C). Vzorkovani probihalo 1., 15. a 30.den skladovani. Vysledky
ziskané analyzou jogurtil s pfisadami pleuranu a lentinanu vykazuji, ze fermentacni
schopnost bilych a ovocnych jogurtl nebyla inhibovana ptidanim hydrogelt pfed timto
procesem. Kyselost (pH) téchto vzorkt vykazuje hodnoty typické pro tento druh
produktu béhem mési¢niho skladovani. Zminéné skupiny mikroorganismu (koliformni
bakterie, kvasinky a plisn¢) se nevyskytly béhem celé skladovaci periody (<1 CFU/g).
Aplikace obou hydrogeli pfidanych do jogurti nema zadny negativni vliv na smyslovou
akceptibilitu produktti. VSechny vzorky si zachovaly velmi dobrou kvalitu béhem celé
doby skladovani a vyznamné¢ se neliSily jeden od druhého ve vyhodnoceni

. .. 1 s o 4
individualnich parametrd.
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3. SEKVENCNI INJEKCNI ANALYZA
3.1 VOLNE RADIKALY A ANTIOXIDANTY

3.1.1 Volné radikaly

Atom nebo molekula (neutralni ¢i ion) obsahujici alespon jeden orbital s jedinym, tedy
neparovym elektronem, se nazyva volny radikal. Vétsina biomolekul nejsou radikaly,
nebot’ obsahuji orbitaly plné obsazené dvéma elektrony.

Bylo ziskdno mnoho dokladl o tom, Ze v organismu bézné¢ vznik4 fada reaktivnich
forem kysliku a reaktivnich forem dusiku. Tyto latky maji zna¢ny fyziologicky i
patogeneticky vyznam. Cast z nich jsou volné radikaly. Jde o latky, které pohotové
reaguji s riznymi biologickymi strukturami — mastnymi kyselinami, lipidy,
aminokyselinami, proteiny, mononukleotidy a nukleovymi kyselinami i s fadou
nizkomolekularnich metabolitl, koenzymi a jinych soucasti Zivé hmoty. Diky tomu se
staly vyznamnymi prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signdlnimi
molekulami bunécné regulace. Za urcitych okolnosti vSak piisobi jako toxické latky a
jako dezinformac¢ni agenti, schopni organismus poskodit a dokonce ho 1 usmrtit.

Volny radikél vzniké z “normalnich” molekul trojim zpsobem:

e homolytickym $tépenim kovalentni (dvouelektronové) chemické vazby, pticemz
kazdy fragment ziské jeden neparovy elektron
e pfidanim jednoho elektronu k normalni molekule = redukci

e ztratou jednoho elektronu = oxidaci

Volné radikaly jsou zcela obecnym metabolitem v kazdé buiice a kazda bunika musi byt
vybavena prostfedky, které ji pfed t€émito reaktivnimi latkami chrani.

Mezi volné radikaly reaktivnich forem kysliku patfi: superoxid (8O5"), hydroxylovy
radikal (e OH), peroxyl (6ROO0), alkoxyl (eRO), hydroxyperoxyl (6 HO;). Volné
radikaly reaktivnich forem dusiku jsou: oxid dusnaty (e NO), oxod dusicity (e NO,).
Reaktivni formy kysliku se ucastni uvoliiovani a pfemény energie nezbytné pro Zivotni
pochody, jsou soucasti enzymovych mechanismu a nékteré z nich jsou vyznamnymi
signalnimi molekulami v bun&&ném informaénim systému. Skodi pouze tehdy,
vymknou-li se pfisné kontrole, kterou kazdy aerobni organismus ziskal v prub¢hu

vyvoje biologického systému.
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3.1.2 Antioxida¢ni ochranny systém

Vzestup koncentrace kysliku v zemské atmosféte zpisobeny pied 2,5 miliardami let
fotosyntetickou aktivitou sinic musel zptlisobit stres, ktery mohly ptezit jen druhy, u
nichz se vyvinuly mechanismy chrénici je pted vysoce reaktivnim prvkem (a hlavné
jeho metabolity). Organismus pouziva tfi moznych typi ochrany.

kysliku a dusiku naptiklad regulaci aktivity enzymu, které je tvoii, nebo vychytavanim
tranzitnich prvki z reaktivnich pozic.

Druhou moznosti je zachyt a odstranéni radikald, které se jiz vytvorily. V literatufe se
tyto latky oznacuji jako vychytavace ¢i zametace, lapace a zhasece. Tyto pojmy nejsou
zaloZzeny na chemickém principu, kterym ochranné latky ptsobi.

Na antioxida¢ni ochrané se podileji téZ obecné repara¢ni mechanismy poSkozenych
biomolekul. Fosfolipazy odstranuji poskozené mastné kyseliny z fosfolipidd, oxidacné
modifikované proteiny se rozkladaji proteolyticky a zvlastni reparacni enzymy opravuji
poskozenou DNA.

PoruSeni rovnovahy mezi vznikem a odstranovanim reaktivnich forem kysliku a dusiku
se nazyva oxidacni stres. Mlize byt vyvolan nadmérnou produkci reaktivnich forem
kysliku a dusiku, nedostate¢nou funkci antioxida¢niho ochranného systému nebo

kombinaci obou téchto nedostatk.

3.1.3 Antioxidacni terapie

Oxidacni stres je nedilnou soucasti fady nemoci a u nékterych je 1 primarni pfi¢inou
chorobného stavu. Pfi fadé chorobnych stavii dochazi nejen k poklesu kapacity
antioxidacnich systémi, ale i ke zvySené tvorbé radikalt.

Mnoho experimentalnich studii in vitro a in vivo prokazuje ptiznivy vliv antioxidantt

Vv riznych kombinacich a modelech. Na celém svéte probéhlo a stale probiha mnoho
klinickych studii s antioxidacni terapii lidi. Jejich vysledky nejsou jednoznacné nejspise
proto, Ze oxidacni stres je jen jednim z d&ju probihajicich pfi téchto onemocnénich.
Uspéch antioxidaéni terapie zavisi na stupni poznani alohy volnych kyslikovych

1. 710 . , .4
radikalti v patogenezi dané nemoci.*®

3.2 SEKVENCNI INJEKCNI ANALYZA

Sekvencni injekéni analyza — rychld metoda zjisténi antioxidacni aktivity.
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Princip a vlastnosti metody:

Analyt obsazeny v roztoku vzorku se reakci s ¢inidlem pfevadi na detekovatelny
produkt (napt. barevny). M¢éfi se vhodna analytickd vlastnost produktu (napf-.
absorbance pfi urcité vinové délce). Vzorek s Cinidlem se v toku nosného proudu
vzajemné misi a dochazi k chemické reakci. V prutokovém detektoru je pak reakéni
produkt méfen, signal je registrovan formou pikii. Technika SIA pracuje s oddélenymi
méficimi cykly. Cyklus za¢ina postupnym nasatim zoény nosného proudu, vzorku a
¢inidla do jednokanélového systému pomoci vicesytného selekéniho ventilu a pistového
Cerpadla. Nasledné se smér pohybu pistu obrati (obr.5), dojde k promiseni zony vzorku
a ¢inidla. Cyklus kon¢i dopravenim vzniklého produktu (obr. ¢. 16) do detektoru.
Vysledny analyticky signdl ma podobu piku. V podstaté se jedna o zaznam

46

koncentra¢niho gradientu reakéniho produktu pii prichodu jeho zony detektorem.

-
Tone

MNP MNP

obr. ¢. 15: Davkované zony pii zpétném sméru toku (NP — nosny proud, V — vzorek,

¢ — &inidlo) %

MNP

obr. ¢. 16: Vytlacovani jednotlivych zon, v€etné vznikajici zony produktu, do detektoru

(NP — nosny proud, V — vzorek, P — produkt, C — &inidlo) *°
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Obr. &. 17: Schéma b&zné SIA sestavy (PC — pistové erpadlo, SV — selekéni ventil,

S —standard, C — ¢&inidlo, NP — nosny proud, V —vzorek, MC —misici civka, D —

detektor, P — pogitag) *°

Systém SIA pracuje v cyklu naprogramovanych pohybt pistu Cerpadla, které jsou
synchronizovany s piepinanim pozic selekéniho ventilu. Nutnou podminkou k dosazeni
reprodukovatelné disperze jednotlivych zon v SIA systému, a tim také k ziskani
reprodukovatelného koncentra¢niho gradientu reakéniho produktu (resp. odpovédi
detektoru), je pfesna synchronizace a opakovatelnost téchto krokd. Nezbytnou soucasti
systému SIA je tedy vhodny mikroprocesor (nejlépe PC) s pfisluSnym programovym
vybavenim. PC soucasné tidi kroky méticiho cyklu a soucasné sbira, uchovava a
vyhodnocuje vystupni data. Doby trvani jednoho méficiho cyklu byva asi 30 sekund.

Prittokova rychlost je pfiblizn& 1 ml/min.*

3.2.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Jako primarni antioxidanty oznacujeme latky, které zpomaluji oxidacni proces
inaktivaci volnych radikald, nebo tzv. vychytavace ¢i zametace (scavengers), lapace
(trappers) a zhaSece (quencher). Tyto pojmy nejsou zaloZzeny na chemickém principu,
kterym ochranné¢ latky pusobi, tak je vymezeni jejich obsahu problematické.45

Radikdly reaktivnich forem kysliku (eROO, eHO, RO, ¢0O;) jsou velmi reaktivni

slouceniny zna¢né rozdilné Zivotnosti a chemickych vlastnosti, jejich ptima detekce je
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tedy nesnadna. K urceni celkové antioxidacni aktivity se proto Castéji uzivaji stabilni
radikalové slouCeniny. Antioxidacni aktivita miize byt uréena v modelovych systémech.
Jako modelové oxidacni systémy jsou kurCeni antioxidacni aktivity alternativné

vyuzivany tyto:

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

e inhibice chemiluminiscence tetralinu (1,2,3,4-tetrahydronaftalen)

e peroxidace methyl linoleatu

e odbarveni B-karotenu

e odbarveni ABTS" radikélu (2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kys.))

e inhibice tvorby thiokyandtu Zelezit¢ho

e odbarveni DPPH radikalu (2,2-difenyl-1,1pikrylhydrazyl)
Tyto modelové oxida¢ni systémy umoziiuji snadny screening a porovnani primarnich
antioxidantt. Testy tohoto typu jsou vhodné pro urceni celkového antioxida¢niho

L 47
ucinku vzorku.

3.2.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH radikélu

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity slouceniny ¢i extrakti umoznuje reakce se stabilnim
radikdlem (DPPH). Jedna se o velmi stabilni radikal, ktery miize byt inaktivovan, jen
antioxidantem (AH), ktery je donorem atomu vodiku. Redukce DPPH je
charakterizovana poklesem absorbance pii dané vinové délce. Absorp¢ni maximum pro
DPPH je pti A=525 nm.*®

DPPHe + AH — DPPH-H + A-

O,N NO

DPPH radikal
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Je tfeba pocitat s tim, Ze k inaktivaci DPPH radikalu dochdzi také vlivem svétla a
piisobenim singletového kysliku.*®

Reakce probiha ve vodné-organickém (50% ethanolu) i v organickém (benzen, dioxin,
methanol, ethanol) prostfedi. Reakce probiha nejlépe bez pridavku pufit.
Doporucované koncentrace DPPH se pohybuji v rozmezi 1-10% - 1-10° mol.I"*, v
zavislosti na pouzitych objemech ¢inidla a vzorku a charakteru sledovaného vzorku.

Antioxidacni U€inek se vyjadiuje v % poklesu absorbance oproti slepému vzorku.*®
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IV. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

1. POMUCKY

1.1 ROZPOUSTEDLA

aceton ¢.

diethylether p.a.

ethanol ¢isty (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 ¢.

anthron €.

anisaldehyd p. a.
berberinsulfatové ¢inidlo
bromkresolova zelei €.
2,6-dibromchinonchlorimid €.
difenylamin ¢.

2,2 - difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH)
2,4 -dinitrofenylhydrazin
dusi¢nan bizmutity zasadity p. a.
dusi¢nan meédnaty p. a.

dusitan sodny p. a.

Fast Blue B salt p. a.
D-glukoza €.

fosfomolybdenova kyselina ¢.
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hexakyanozelezitan draselny €.

hydroxid draselny ¢.

hydroxid sodny €.
hydroxylaminhydrochlorid p. a.

chlorid manganaty tetrahydrat p. a.
chlorid zelezity

isatin €.

jodid draselny ¢.

2,4,6-kolidin p. a.

kiemelina - celit Hyflosupercell (John Manville) ¢.
kyselina chlorista 70% p. a.

kyselina chlorovodikova 35 %

kyseliny octova 98% p. a.

kyselina fosforecnd 85% p. a.

kyselina mravenci 85% p. a.

kyselina sirova 96% p. a.

kyselina sulfanilova p. a.

kyselina vinna €.
1,2-naftochinon-4-sulfonova kyselina p. a.
ninhydrin p. a.

octan zine¢naty €.

peroxid vodiku 3%

uhli¢itan sodny ¢.

trolox ¢. (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina)

vanilin p.a.
1.3 PRISTROJE

horkovzdusna sugarna HS 31 A, UV lampa Camag 254/366 nm, FIAlab™,
ALITEA" USA
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2. PRIPRAVA EXTRAKTU

2.1 POUZITY MATERIAL

Plodnice vybranych taxonti hub byly klasifikovany Vychodo¢eskou mykologickou
spole¢nosti (Dr. Véra Samkova). Poté byly zmrazeny tekutym dusikem a do doby

zpracovani byly uchovavany v plastikovych kontejnerech v atmosféte dusiku pii

23 °C az-27°C.>°

Tab. ¢.1

[Cisto [Oznateni Nalezisis hub Nalezce

1. [F052-03  |nerndmé nETnATY
2. FO68-03  |neznamé NETNATY
3 F091-03  |nezndmé NETHATTY
4, [F197-02 [Hradec Exalove, zahrada Movotny
5. FO95-01  |neznarmé NEZNATY
6. [FO46-03  |neznamé nETnATY
7. F039-03  |[ezndmé NETIATTTY
8 [F083-03 |nezndmé NETHATTY
0. [F214-02  |Cerrilov,les Cibr V. Samiova
10, [F003-03  |[Cerrilov, les Kaltowz Sole

11, [F013-00 |Chotovice, NPR. - Zehufiskd obora|V. Sarkova
12 F0&-01  [Fadn, les vychodné od wa1 I Mlacel:
13, [F176-02 [Parduhice I Sigl

14, [F146-01  |Cerrilov, hititov V. Sarrdovi

2.2 POSTUP PRIPRAVY LYOFILIZATU

Do baiiky se navazilo 5 g houby k tomu se ptfida ethanol podle hmotnosti houby. Baiika
se umistila na 30 minut do ultrazvukové lazné€. Potom se extrakt odfiltroval od pevného
podilu na Biichnerové nalevce. Poté se jesté promyl 70% ethanolem. Nasledovalo
odpateni na vakuové odparce. Po odpateni ethanolu vakuovou odparkou, se pfistoupilo
k dalsi filtraci. Tentokrat se pouZila vata a kiemelina. Nakonec se jesté odpafuje na
vakuové odparce, az do konzistence medu. Dal§im krokem je lyofilizace a dosuSeni

silikagelem.>®
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2.3 SCHEMA PRIPRAVY LYOFILIZATU (obr. &. 18)

1-10 g plodnice houby + 70% ethanol
Houba (g) : ethanol (ml)
1:15

\4
Extrakce sonifikaci

ultrazvukova lazen, 22 °C, 30 minut

A 4

Filtrace na Biichnerové nalevce

\ 4

Odpateni EtOH na vakuové odparce

1,067 kPa, 50 °C

A 4

Ptidani supercisté vody k extraktu

Filtrace ptes kiemelinu za snizeného tlaku

\ 4

Odpateni vody do konzistence medu

1,067 kPa, 50 °C

A 4

Lyofilizace extraktu,3 hodiny

Dosuseni v exsikatoru silikagelem

\ 4

Lyofilizat
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3. DETEKCNI CINIDLA PRO TENKOVRSTVOU CHROMATOGRAFII
D1: UV A =254 nm

Chromatogram byl po vysuseni pozorovan pod UV lampou pii A = 254 nm. Pozitivni
reakce se projevuje vznikem riizné¢ tmavych skvrn, ve kterych je zhasen fluoreskujici

luminofor vrstvy chromatogramu.

D2: UV A =366 nm
Chromatogram byl pozorovan pod UV lampou pfi A = 366 nm. Pozitivni reakce se

. . o 1
projevuje vznikem fluoreskujicich skvrn.’

D3: 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 piidana do 50 ml ochlazeného
absolutniho ethanolu. Chromatogram byl po postifiku zahtivan pii teploté 100 °C asi 7
minut a vyhodnocen pod UV svétlem A = 366 nm. Pfi pozitivni reakci vznikaji

o 1
fluoreskujici skvrny.”

D4: Anisaldehyd - kyselina sirova
Do roztoku 0,5 ml anisaldehydu v 50 ml kyseliny octové byl pfidan 1 ml kyseliny
sirové. Chromatogram byl zahfivan na 100-105 °C nez rizné barevné skvrny dosahly

maximalni intenzity.s2

D5: 2,6-Dibromchinonchlorimid (Gibbsovo ¢inidlo)
Po postiiku Cerstvé pripravenym 0,4% methanolovym roztokem 2,6-
dibromchinonchlorimidu byl chromatogram postiikan 10% vodnym roztokem

uhli¢itanu sodného. Fenolické slouceniny tvofi s ¢inidlem hnédé skvrny.52

D6: Difenylamin - anilin - kyselina fosfore¢na
1 g anilinu a 1 g difenylaminu byl rozpustén v 100 ml acetonu. 10 ml tohoto roztoku
bylo pfed pouzitim smichano s 1 ml 85% kyseliny fosforecné. Po posttiku byl

chromatogram zahitivan pfi 120 °C asi 5 minut. Vznikaji rizn¢ barevné skvrny.52
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D7: 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 ptipraven smichanim roztoku A a B v poméru 1:1 (v/v), ktery mize
byt uchovavan po nékolik mésict v lednici.

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

. 451
zbarveny oranzoveé.’

D8: Fast Blue B salt

Posttikovaci roztok IL.: Cerstvé pfipraveny 0,5% vodny roztok Fast Blue B salt
Postiikovaci roztok II.: 0,1 mol.I"* NaOH

Chromatogram byl nejprve postiikan postiikovacim roztokem I., po uschnuti byl

postiikan postfikovacim roztokem II. Vznikaly riizn€ zbarvené skvrny.52

D9: Glukoéza - anilin (Schweppovo ¢inidlo)

Roztok A: 10% vodny roztok glukozy

Roztok B: 10% ethanolovy roztok anilinu

Cinidlo bylo pfipraveno smichanim roztokti A a B (po 20 ml) a ziedéno na 100 ml
n-butanolem. Chromatogramem byl zahtivan po 10 minut na 115 °C. Vznikaji Cervené

NP 1
az hnédé skvrny.5

D10: Hexakyanozelezitan draselny - chlorid Zelezity
2% roztok chloridu Zelezitého byl smichan s 1% roztokem hexakyanoZzelezitanu

draselného (1:1). Cinidlo je stalé nejdéle 5 minut. Vznikaji modré, resp. zelené skvrny.51

D11: Hydroxylamin - chlorid zelezity

Roztok A: byl pfipraven rozpusténim 20 g chloridu hydroxylaminia v 50 ml vody a
doplnénim do 200 ml ethanolem.

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

Postrikovaci roztok I: byl ziskan smichanim roztoku A s roztokem B v poméru 1:2 a

odfiltrovanim vylouceného chloridu draselného.
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Postiikovaci roztok II: byl ziskén rozpusténim 10 g chloridu Zelezitého ve 20 ml 35%
kyseliny chlorovodikové a protiepanim s 200 ml diethyletheru do vzniku homogenniho
roztoku. K detekci byl pouzit nejprve postiikovaci roztok I, po uschnuti chromatogramu

pak posttikovaci roztok II. Vznikaji rizné zbarvené skvrny, pievazné fialové.>

D12: Isatin - octan zinec¢naty

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

. ov s v oy . 1
pozorovany ruzove az cervence SkVI‘Ily.5

D13: 1,2-Naftochinon-4-sulfonova kyselina - kyselina chlorista

0,1 g 1,2-naftochinon-4-sulfonové kyseliny bylo rozpusténo ve 100 ml smési (20 ml
ethanolu + 10 ml 60% kyselina chloristé + 1 ml formaldehydu + 9 ml destilované vody).
Po postiiku ¢inidlem byl chromatogram zahtivan na 70 - 80 °C a byly pozorovéany rizné

barevné skvrny.*?

D14: Ninhydrin - kolidin

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.

Pfed pouzitim byl smichan roztok A s roztokem B v poméru 5:3. Po postiiku byl
chromatogram zahtivan pii 100 °C 1-2 minuty. Pfi pozitivni reakci byly pozorovany

riizng zbarvené skvrny.>*

D15: Paulyho ¢inidlo (diazotovana kyselina sulfanilova)

4,5 g kyseliny sulfanilové bylo za tepla rozpusténo ve 45 ml kyseliny chlorovodikové
(12 mol/1) a zfedéno vodou na 500 ml. 10 ml tohoto roztoku bylo ochlazeno

Vv chladnicce, a pak k nému bylo pfidano 10 ml ochlazené¢ho vodného roztoku dusitanu
sodného. Ziskany roztok byl ponechdn 15 minut v chladnicce. Bezprostiedné pred
pouzitim byl smichan s 20 ml 10% vodného roztoku uhli¢itanu sodného. Pozitivné

reagujici latky tvofi s Ginidlem Zluté skvrny.>!
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D16: Vanilin - kyselina sirova
3 g vanilinu byly rozpustény ve 100 ml ethanolu a do roztoku byly ptidany 3 ml
koncentrované kyseliny sirové. Chromatogram byl zahtivan na 110 °C. Vznikaji rizné

barevné skvrny.51

D17: Peroxid vodiku
Byl ptipraven 3% roztok peroxidu vodiku a timto roztokem byl postiikan
chromatogram. Poté ho dame pod UV lampu do té doby, nez modra fluorescence

, . 1
skvrn dosahne maxima.®

D18: Anthron
0,3 g anthronu se rozpustilo v 10 ml kyseliny octové a 20 ml ethanolu, piidaly se 3 ml
85% kyseliny fosfore¢né a 1 ml vody. Po postiiku se nechal zahtat na 5-6 minut pii

110 °C. Ketozy a oligosacharidy se projevily jako zluté skvrny.*

D19: Bromkresolova zelen
0,04 g bromkresolové zelen¢ se navazilo do 100 ml ethanolu. K tomuto roztoku se
pridal 0,1 mol.I™ roztok NaOH do zmény zbarveni. Provadélo se pouze u soustavy s

propanolem. Skvrny byly modré.™

D20: Chlorid zelezity
Piipravil se 1-5% roztok chloridu Zelezitého v 0,5 mol.I"* HCI. Hydroxamové kyseliny

se jevily jako Eervené skvrny, fenoly byly modré nebo zelené.”*

D21: Berberinové ¢inidlo
Rozpusti se 10 mg berberinsulfatu ve 100 ml ethanolu. Pod UV lampou se objevuji

z6ny svétle Zluté fluorescence na svétle Zlutém podkladu.®?

D22: Fosfomolybdenova kyselina
Cinidlo A: 5% ethanolovy roztok kyseliny fosfomolybdenové. Chromatogram se

zahtival na 120 °C dokud nedoslo k vyraznéjSimu zabarveni skvrn.>

D23: 4-aminoantipyrin

I. 2% ethanolovy roztok 4-aminoantipyrinu
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I1. 8% vodny roztok ferrikyanatu draselného.
Po postiiknuti obéma €inidly byl chromatogram umistén do komory sycené 25% NHs.

L oen g . B2
Vznikajici skvrny byly lososove rizoveé az ¢ervenooranzove.

D24: 2,4-dinitrofenylhydrazin
Do roztoku vzniklého rozpusténim 1 g 2,4-dinitrofenylhydrazinu ve 100 ml ethanolu, se
ptidalo 10 ml 36% HCI. Substance obsahujici aldehydové ¢i ketonické skupiny davaji

P . 2
7luté &i oranzovozluté skvrny.’
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4. SEKVENCNI INJEKCNI ANALYZA

4.1 STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY DPPH TESTEM POMOCI SIA

3,9 mg DPPH radikalu bylo rozpusténo v 60 ml 96% ethanolu a doplnéno vodou na 100
ml. Takto byl pfipraven roztok DPPH radikalu v 50% ethanolu. Roztok byl zbaven
bublinek sonifikaci v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut. Roztok DPPH se piipravi
Cerstvy, tedy v den méfeni. Ethanol 50% slouzi jako slepy vzorek a v systému SIA jako
nosny proud. Roztok méteného vzorku byl pfipraven rozpusténim lyofilizatu v 50%
ethanolu s kone¢nou koncentraci 1 mg/ml. Postupnym fedénim byly pfipraveny tii dalsi
koncentrace vzorku 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml a 0,1 mg/ml. VSechny pfipravené roztoky
byly odvzdusnény v ultrazvukové 14zni. Po nasati roztoku DPPH (30 pl) pfistrojem
FIAlab™, ALITEA® USA mezi dvé zony méfeného vzorku (po 25 pl), resp. slepému
vzorku, doslo k reakci. Po 30 vtefinach byla pfistrojem zméfena absorbance pii A = 525

nm.

Antioxidacni ucinek byl vyjadien 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 zaznamenany do tabulek a

vyhodnoceny graficky.
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4.2 HODNOTY NAMERENYCH ANTIOXIDACNICH AKTIVIT U

SLEDOVANYCH TAXONU

Tab. ¢.4 Agaricus vaporarius

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

11,747

26,140

48,747

72,527

(o]
o

g1 o =~
o O O
| | |

o
o
L

Pokles absorbance (%)

= N W
o O O O
| | |

0,2

o

0,4

0,6

0,8

Koncentrace (mg/ml)

[EE

1,2

Tab. ¢.5 Macrolepiota bohemica

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

8,847

16,367

27,017

45,860

a1
o

N
o
!

Pokles absorbance (%)

= N w
o o o o
| | |

0,2

o

0,4

0,6

0,8

Koncentrace (mg/ml)

[N

1,2
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Tab. ¢.6 Clavariadelphus pistillaris

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

1,590

3,310

6,070

6,213

7,000

%)

6,000 -
5,000 -
4,000
3,000 -
2,000
1,000 -

N—r

Pokles absorbance

0,000 ;
0 0,2

04 0,6

0,8

Koncentrace (mg/ml)

1,2

Tab. ¢.7 Cortinarius anomalus

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

5,46

10,033

16,727

29,133

w
o1

Pokles absorbance (%)

= R DN DN W
o o1 O o1 O o1 O
! ! ! ! ! !

o

0,2

0,4

0,6

0,8
Koncentrace (mg/ml)

1,2
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Tab. ¢.8 Hebeloma sinapizans

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

8,733

12,887

20,383

33,823

40

N W W
o1 O Ol
! ! !

el
o ol
| —

Pokles absorbance (%)
N
o

(€]
!

o
o

0,2

0,4

0,6

0,8

Koncentrace (mg/ml)

—_

1,2

Tab. ¢.9 Pholiota alnicola

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

3,573

6,483

12,810

29,207

w
(&}

N W
o1 O
! !

Pokles absorbance (%)

22N
o U1 O U1 O
| | | |

0,2

o

0,4

0,6

0,8

Koncentrace (mg/ml)

[EEN

1,2
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Tab. ¢.10 Clitopilus prunulus

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

0,960

1,550

2,117

4,860

6,000
5,000 -
4,000 -
3,000 -
2,000 -
1,000 -

Pokles absorbance (%)

0,000 ;
0 0,2

0,4

0,6

0,8

Koncentrace (mg/ml)

[EEN

1,2

Tab. ¢.11 Entoloma clypeatum

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

6,710

8,073

10,630

16,757

18,000

16,000
14,000 -
12,000 -
10,000 -
8,000
6,000 -
4,000 -
2,000 -
0,000 ;

Pokles absorbance (%)

0 0,2

0,4

0,6

0,8

Koncentrace (mg/ml)

[EEN

1,2
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Tab. ¢.12 Paxillus involutus

Koncentrace (mg/ml) 0,1 0,25 0,5 1,0

Pokles absorbance (%) 29,480 45,070 46,840 69,410

80,000
70,000 -
60,000 -
50,000 -
40,000
30,000 -
20,000 -
10,000 -
0,000 ; ; ; ;
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Koncentrace (mg/ml)

Pokles absorbance (%)

Tab. ¢.13 Paxillus rubicundulus

Koncentrace (mg/ml) 0,1 0,25 0,5 1,0

Pokles absorbance (%) 16,603 31,100 46,397 65,727

~
o

g1 O
o O
! !

o
o
L

Pokles absorbance (%)

= N W
o O O o
| | |

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Koncentrace (mg/ml)

o
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Tab. ¢.14 Pleurotus dryinus

Koncentrace (mg/ml)

0,1

0,25

0,5

1,0

Pokles absorbance (%)

1,487

1,897

5,063

12,050

el ol
o N
L L

Pokles absorbance (%)

0 I I I I I
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Koncentrace (mg/ml)

[N

1,2

Tab. &.15 Pleurotus ostreatus

Koncentrace (mg/ml) 0,1 0,25 0,5 1,0

Pokles absorbance (%) 2,360 3,460 5,320 8,653

10,000

8,000 -
6,000 -
4,000 -
2,000

Pokles absorbance (%)

0,000 ;
0 0,2

0,4 0,6 0,8 1 1,2

Koncentrace (mg/ml)
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5. HODNOCENI EXTRAKTU

5.1 HODNOCEN]{ EXTRAKTU TENKOVRSTVOU CHROMATOGRAFI{
Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna vzestupnym zplisobem

v chromatografickych komorach sycenych minimaln€ 60 min parami elu¢nich soustav.

Adsorbent: Kieselgelplatten Merck®, desky 100 x 150 mm
Silufol® s indikatorem UV A = 254 nm, desky 100 x 150 mm
Silufol® bez indikatoru, desky 100 x 150 nm

Draha: 80 mm

Vyvijeni: 1x

Detekce: D1-D24

Soustavy: S1: toluen + ethylformiat + Kyselina mravenci

50 40 10
S2: propanol + voda
90 10
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Detekce pod UV =254 nm

obr. ¢. 19

obr. ¢. 20
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Detekce pod UV =366 nm

obr. ¢. 21

obr. ¢. 22

o1



Detekce na sterold, steroidi a triterpenti

obr. ¢. 23

obr. ¢. 24
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Detekce sacharida

obr. ¢. 25

obr. ¢. 26
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Detekce fenolu

obr. ¢. 27

obr. ¢. 28
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Detekce sacharida

obr. ¢. 29

obr. ¢. 30
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Detekce alkaloidu

obr. ¢. 31

obr. ¢. 32
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Detekce fenolt, aminu

obr. ¢. 33

obr. ¢. 34
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Detekce karboxylovych kyselin

obr. ¢. 35

obr. ¢. 36
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Detekce redukujicich slou¢enin (fenoly...)

obr. ¢. 37

obr. ¢. 38
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Detekce laktona

obr. ¢. 39

obr. ¢. 40
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Detekce aminokyselin

obr. ¢. 41

obr. ¢. 42
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Detekce sterolu
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Detekce aminokyselin

obr. ¢. 45

obr. ¢. 46
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Detekce fenold, amint

obr. ¢. 47

obr. ¢. 48
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Detekce steroidu, fenold, t€¢kavych latek

65



Detekce organickych aromatickych kyselin

obr. ¢. 51

obr. ¢. 52
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Detekce ketdz

obr. ¢. 53
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Detekce organickych alifatickych kyselin

obr. ¢. 55
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Detekce fenoll a hydroxamovych kyselin
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Detekce tuku, sterol

obr. ¢. 58

obr. ¢. 59
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Detekce redukujicich slou¢enin
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Detekce fenolu
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Detekce aldehydi

obr. ¢. 65
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5.2 VYHODNOCENI REAKCI NA DETEKCE

Legenda k tabulkam16-20

ST+ pozitivni reakce pii detekci na startu

STO nebyla pozorovana pozitivni reakce pii detekci na startu
X" podet pozitivnich reakci na detekci na draze (X=1,2,3...)

0 zadna pozitivni reakce na detekci na dréze
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V. DISKUSE

Ma rigordzni prace je pokratovanim rozsahlého fytochemického studia hub oddéleni
Eumycota, kterym je na katedie farmaceutické botaniky a ekologie, vénovana velka
pozornost. Z hlediska latek pusobicich nejen antioxida¢né,ale ovliviiujicich také
trombocytarni agregacni aktivitu, aktivitu acetylcholinesterazy, aktivitu mozkové
acetylcholinesterazy a prolylendopeptidazy. Studium téchto latek je velmi atraktivni,
protoze se jejich biologicky u¢inek miize demonstrovat v pozitivnim ovlivnéni
nékterych vyznamnych civiliza¢nich chorob, a to zejména onemocnéni
kardiovaskularniho systému (antioxida¢ni a antiagregac¢ni aktivita) a
neurodegenerativnich onemocnéni napt. demenci Alzheimerova typu (antioxidacni

aktivita, vliv na mozkovou acetylcholinesterazu a prolylendopetidazu).

Je jisté, ze ziskani nového, respektive perspektivniho 1é¢iva v téchto oblastech je
zalezitosti zdlouhavou a velmi naro¢nou. Je pouze ptanim, aby se vyzkum v oblasti hub
oddéleni Eumycota, projevil redlné vyuzitelnymi vysledky. V praxi v§ak neni zcela
potiebné pouZivat k terapii jenom lé¢iva, ale mohou byt pouzity také dopliiky stravy. A
to zejména v prevenci, které mohou vyznamné zpomalit rozvoj uvedenych civilizanich
chorob.

V prvé fazi jsou v naSem vyzkumu snahy smérovany do této oblasti. V literatufe je
uvedena fada zajimavych daji z oblasti fytochemického vyzkumu hub oddé¢leni
Eumycota (asijské druhy), které mohou byt prakticky vyuzity. Metabolismus téchto hub
je vyrazn¢ odlisny od metabolismu vysSich rostlin. Houby obsahuji podstatné vyssi
obsah vody, nez rostliny. Musi byt zpracovavany pievazné v Cerstvém stavu, protoze
jejich suseni je zdlouhavéjsi a kromé toho dochazi k vyznamné k rozkladu latek
(pisobenim fenoloxidaz), vysledkem ¢ehoz je vyznamné zhnédnuti suseného materialu.
Hladina enzym a jejich aktivita uplatiiujici se pii zpracovani hub je podstatné vyssi,
nez u vyssich rostlin; z toho plyne urcité nebezpeci zvysené destrukce sekundarnich

metaboliti, které jsou z terapeutického hlediska atraktivné;jsi.
Houby produkuji pfedev§im primarni metabolity (sacharidy, tuky), ze sekundarnich

metabolith vétSinou nemalé mnozstvi ergosterolu a celkové vzato je produkce ostatnich

typli sekunddrnich metabolitii relativné nizké. Z toho plynou tézkosti uplatiujici se pii
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izolaci biologicky aktivnich dosud neznamych sekundarnich metaboliti. V prvé fazi je
vhodné pracovat s Cerstvym, vétSinou zmrazenym materialem (nékdy i v inertnim
prostiedi). V dalSim postupu odstranit pfedevsim lipidni latky a nizkomolekularni
sacharidy a teprve potom se vénovat separaci zbylych ,,atraktivnich” slou¢enin. Z toho
plyne, Ze pro izolaci Cistych individui, ovéfeni jejich struktury a screening biologické
aktivity, je potiebné zpracovat kilogramy az desitky kilogramt cerstvého mycelia. U
taxond pramyslové introdukovatelnych (Agaricus campestris, Pleurotus ostreatus a
dalsi, zejména asijské houby) neni problémem toto velké mnoZstvi materidlu zajistit.
Problém vsak nastava pti zpracovani hub ziskatelnych pouze z ptirodnich zdroju,
protoze jejich zajisténi v tak velkém mnozstvi je neredlné, navic je situace
komplikovana skutecnosti , Ze mladé plodnice maji jiny metabolicky profil, nez houby
staré. Je tedy samoziejmé, Ze se v literature vyskytuje velké mnozstvi udajt, tykajicich
se pfedevsim téchto ,,zndmych* hub. Nutno vsak fici, ze toto je pro vyzkum ostatnich
hub atraktivnéj$i, protoze tyto taxony v sob¢ skryvaji zcela urcité fadu metaboliti, které
mohou obohatit spektrum preventivni a kurativni mediciny. S ptihlédnutim k témto
faktim jsem postupovala pfi zpracovani hub v této praci. Pro ptipravu extraktu byl
pouzit 70% ethanol v poméru houbova ¢ast k ethanolu 1:15. Uvedena koncentrace a
pomér se ukazaly jako optimalni proto, aby bylo z houbové tkané izolovano maximum
nizkomolekularnich latek polarniho a stfedné polarniho typu. Zatimco latky nepolarni
mély zistat v matrix houby. Je pochopitelné, Ze vsak tyto latky (zejména lipidy), do
tohoto extraktu pak také presly a v kone¢né fazi je proto bylo nutné odstranit. To se
podafilo zahu$ténim primarniho alkoholového extraktu a pfidanim vody. Latky lipidni
povahy (zejména mastné kyseliny a glyceridy) se vyloucily ve formé olejovych skvrn,
zatimco ostatni latky ziistaly rozpusStény v roztoku (v disledku vzajemné solubilizace).
Cisty filtrat byl lyofilizovan a zpracovan b&Znym zptisobem. Aby se piedeslo
ptipadnému rozkladu latek, byly terminalni prace provadeény v pfitomnosti argonu a
lyofilizat také uskladnovan pii -25°C pod argonem. Pouzita metoda sledovani
antioxidacni aktivity pomoci DPPH radikalu reaguje s takovymi antioxidanty, které jsou
donory vodiku. Z tohoto diivodu je zfejmé, Ze budou reagovat predevsim latky
fenolické a vSechny ostatni slouceniny (alifatického typu), které jsou schopné vodik
odstépovat. Pro zékladni orientaci bylo nutné provést tenkovrstvou chromatografii ve 2
soustavach. Soustava S1 je pro mén¢ az stitedné polarni metabolity, S2 pro metabolity
nepolarni. Skupinové byly chromatogramy detekovany celkem 24 ¢inidly, které

poskytovaly detekci nespecifickou (v UV), na steroly, fenolické latky, cukry, alkaloidy,
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organické kyseliny, laktony, aminokyseliny, lipidy, aldehydy a ketony. Protoze toto jsou

hlavni metabolity, které se na zaklad¢ literatury v houbach nejcast&ji vyskytuji.

Ze vSech 14 hub se jako nejaktivnéjsi (tzn. takové, které snizovaly absorbanci
minimalné o 50 %) ukazaly houby ¢.1 (Agaricus bitorquis; 71,5 %), ¢. 2 (Agaricus
squamulifer; 65,3 %), ¢. 3 (Agaricus vaporarius; 72,5 %), ¢. 11 (Paxillus involutus;
69,4 %) a ¢. 12 (Paxillus rubicundulus; 65,7 %). Z téchto hub jsou jedlé pouze pecarky
(¢isla 1,2 a 3), ostatni taxony jsou jedovaté (¢. 11) a nejedlé (€. 12). Pro praktické
pouziti jsou zajimavé antioxidacni €inky predevsim jedlych hub. Fytochemické studie
pecarek uvadéné v literatuie jsou pomérné ojedinélé. Zda se, Ze hlavni
nizkomolekularni obsahovou latkou je agaritin, ktery se vyskytuje patrné ve vétSing
jedlych pecarek. Vzhledem ke své chemické struktute (hydrazin a karboxylova
kyselina) bude patrné latkou vyrazné reagujici s DPPH. Hlavni pozornost byla
vénovana detekci fenolickych latek. Z hlediska antioxidacni aktivity se ukazuji jako
velmi perspektivni pro dalsi pouZiti zastupci rodu Agaricus. Jen dalsi fytochemické
studium muize po izolaci obsahovych latek ukazat o jaké slouceniny se jedné po
srovnani s udaji v literatufe, piipadné toxikologickymi testy oziejmit, zda jsou tyto
makromycety vhodnou surovinou pro pfipravu sumarnich extrakti pouZzitelnych ve

vyrobé doplika stravy.

81



Pokles absorbance (%)
Cislo Néazev houby pti koncentraci 1 mg/ml
1 Agaricus bitorquis 71,517
2 Agaricus squamulifer 65,323
3 Agaricus vaporarius 72,527
4 Macrolepiota bohemica 45,860
5 | Clavariadelphus pistillaris 6,213
6 Cortinarius anomalus 29,133
7 Hebeloma sinapizans 33,823
8 Pholiota alnicola 29,207
9 Clitopilus prunulus 4,860
10 Entoloma clypeatum 16,757
11 Paxillus involutus 69,410
12 Paxillus rubicundulus 65,727
13 Pleurotus dryinus 12,050
14 Pleurotus ostreatus 8,653

Tab. €. 21 Seznam hub a jejich antioxidaéni aktivita

Prokazovana skupina latek Detekéni Cinidla

aldehydy D24

alkaloidy D7

aminokyseliny D12, D14

aminy D8, D15

fenoly D5, D8, D10, D15, D16,D20, D23
hydroxamove kyseliny D20

karboxyloveé kyseliny D9

ketdzy D18

laktony D11

organické alifaticke kyseliny  |D19

organické aromatické kyseliny |D17

redukujici slouceniny D10, D22
sacharidy D4, D6
steroidy D3, D16
steroly D3, D13, D21
tékavé latky D16
triterpeny D3

tuky D21

Tab. €. 22 Seznam prokazovanych latek a detekénich ¢inidel
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Vysledky detekce jednotlivych typu latek:

Reakce s D5 byla ve vsech piipadech v S1 nepfesvédciva, u S2 rovnéz.

Reakce s D8 poskytly v S1 na startu jak u Agaricus, tak Paxillus temné hnédé skvrny;
v S2 byla patrna fada pozitivné reagujicich latek (zlutohnéda az fialova).

Pozitivni reakce na startu nastala u vSech 5 hub pii D10 v S1, v pfipadé S2 jsou patrny
markantni skvrny jak u rodu Agaricus, tak u Paxillus.

Reakce s D15 v S1 poskytla nevyraznou reakci s zastupci rodu Agaricus, ale pomérné
vyraznou reakci s rodem Paxillus. V piipadé S2 to bylo stejné. Reakce u zastupct rodu
Paxillus byla vyrazna. Z rodu Agaricus reagoval vyrazné¢ pouze Agaricus vaporarius.
Z téchto udaja vyplyva, ze fenolické latky jsou téchto extraktech pfitomny a jsou patrné
zakladem antioxidacni reakce.

Reakce s D24 poskytovala slabé zbarveni Zlutooranzové u vSech 3 zastupct rodu

Agaricus a také u rodu Paxillus.

Cislo Taxon Skupiny latek s pozitivni reakci
aldehydy, aminokyseliny, aminy, fenoly,
1 Agaricus bitorquis steroidy,steroly, t€kavé latky
aldehydy, aminokyseliny, aminy, fenoly,
2 Agaricus squamulifer  |steroidy, steroly, t€kavé latky
aldehydy, aminokyseliny, aminy, fenoly,
3 Agaricus vaporarius steroidy, steroly, tékavé latky
aldehydy, fenoly, organické aromatické kyseliny,
11 Paxillus involutus steroidy, steroly, tekavé latky
12 Paxillus rubicundulus  [aldehydy, fenoly, steroidy, steroly, t€kavé latky

Tab. ¢. 23 Prokazané latky u jednotlivych taxona
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