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. UVOD

Houby (Fungi) jsou velmi riznoroda a bohata skupina organismu.
V pfirodé se setkdme s nesCetnym pocétem druhid hub, pFfedpoklada se
existence az 1,5 miliont druht hub, z nichz bylo dodnes popsano pouze 5 %, tj.
70 000 druhl (Alexopoulos, 1996). *

Houby jsou eukaryotni organismy, které neobsahuji fotosyntetické
barvivo chlorofyl. VyZivuji se heterotrofné, tudiZz musi pfijimat potravu v hotové
organické formé, kterou dale pfeménuiji dle potfeby.

Nékteré z nich jsou parazité, ktefi berou potravu rostlinam i Zivo€ichum,
vCetné Clovéka. Osidluji je, poSkozuji, oslabuji a mnohdy jsou puvodci ¢etnych
onemocnéni, a dokonce je mohou zcela znicit.

DalSi skupinou jsou houby saprofytické, které vyuzivaji nezivé hmoty,
Casto poskozuji potraviny, ale i jiné materialy, jako napf. dfevo, jez Casto
napada dfevomorka domaci. Nékteré z nich nam mohou byt prospésné, jako
treba uSlechtilé plisné, které vyuzivame pfi vyrobé syr(, piva, kyseliny
citronové, ale i fady IéGiv. ?

Treti skupinou jsou houby mykorrhizni (symbiotrofni), které Ziji v t&ésném
kontaktu s rlznymi zelenymi rostlinami, zejména stromy. Jejich souziti
(symbidza) je pro oba partnery vyhodné, nebot si navzajem vyménuji nékteré
pro zivot nezbytné latky. Houba poskytuje rostliné rozsahly systém pro vedeni
vody obsahujici anorganické latky z plidy a ziskava od ni asimilaty a rastové
latky.

Houby maji v pfirodé velky biologicky a ekologicky vyznam, jsou soucasti
pfirodniho kolobéhu latek a znamymi reducenty odumrielé organické hmoty
(saprofytické druhy), dale konzumenty jesté Zivé organické hmoty (paraziti), a
mnohé druhy maji téZ duleZitou roli pfi obnové lest. 3

K houbam fadime makromycety, také nazyvané kloboukaté houby, které
maji télo rozliSené na podhoubi a plodnici, dale ¢etné drobnohledné organismy
(mikromycety), jako jsou kvasinky, rzi, snéti, padli, pravé i nepravé plisné. Vyssi
houby (Eumycota) délime na ftfi tfidy: houby stopkovytrusé (Basidiomycetes),
znichz vétsSina jsou makromycety s vyjimkou rzi, dale vfeckovytrusé
(Ascomycetes) a houby spajivé (Zygomycetes). VysSi houby jsou hlavnimi
objekty této prace a bude o nich blize pojednano.

Vlastni houbou je stélka hub (thallus) tvofena vlakny (hyfy), ktera je u
hub vieckovytrusych a stopkovytrusych mnohobunééna a vytvafi podhoubi
(mycelium), jez se rozrista v pudé a dalSich substratech a dorlista v nadzemni
plodnici (sporokarp, karpofor). Podhoubi &asto vytvafi kompaktni utvary



rhizomorfy, coz jsou silné provazce dorlstajici do znacné délky a umoziujici
rozrustat se do okoli, anebo hlizovité utvary sklerocia, které zajisti houbé preziti
za nepfiznivych podminek. Vlakna podhoubi dorlstaji délky tisice um, u
pravych hub jsou pfehradkovana, a maji uprostied sept otvor (porus), ktery je u
stopkovytrusych hub charakteristicky soudkovatého tvaru. Plodnice hub mohou
byt velmi malé a naopak mohou dorlUstat do hmotnosti i nékolika kilogramu.
Nejdulezitéjsi ¢asti plodnice je rouskono$ (hymenofor), ktery nese vytrusorodé
rousko (hymenium), v némz vznikaji vytrusy (spory) zajistujici rozmnozovani. U
tfidy vieckovytrusych hub (Ascomycetes) vznikaji spory (ascospory) uvnitf
mikroskopickych viecek (asci) a u stopkovytrusych hub (Basidiomycetes) na
stopeckach protahlych bunék (basidii). Spory jsou tvarové i barevné velmi
riznorodé, velmi lehké a jsou unasSeny vétrem, a tak zajistuji rozSifovani
druhu. *

Charakteristickou sloZzkou viech bunéénych stén hub je chitin, jedna se o
poly-N-acetylglukosamin. Obsah chitinu Casto zplsobuje téZkou stravitelnost
nékterych druhu hub, ale také podporuje peristaltiku stfev. Télo hub je z 95 %
tvofeno vodou, dale jsou pfitomny AMK, peptidy a bilkoviny v 0,3-3,5 %
hmotnosti, jednoduché i sloZzené cukry (glykogen, mannan, galaktany,
trehal6za, rib6za, cukerné alkoholy jako napf. volemitol, sorbitol, erythritol,
arabitol), které tvofi az 6 % vahy. Z tuku jsou to hlavné glyceridy, oleje, vosky,
glykolipidy, fosfolipidy, steroidy, které jsou pfitomny v mnozstvi pfiblizné 1 %.
Maji ulohu rezervnich latek. Z dalSich latek jsou to napf. mineralni latky (napf.
draslik, fosfor), terpeny, steroidy, aromatické slouceniny, alkaloidy, organické
kyseliny a také vitaminy (karotenoidy). °

Houby svym obsahem bilkovin stoji v pofadi za masem a rybami, a proto
jsou také Casto nazyvany ,,maso lest“. Nemaji zvlastni vyzivnou hodnotu, ale
jsou pro Clovéka vyznamnym zdrojem mineralnich latek, travicich enzymu,
vitamind a dalSich biofaktor(. Charakteristicka vuné patfi k rozhodujicim
faktorim, zpusobujicim mimofadnou oblibu hub jako potravin a pochutin. VUni
udava specificka kombinace latek t€kavych a netékavych, jedna se o stovky
riznych typtd slouéenin. °

V poslednich desetiletich vzrusta zajem o houby z hlediska vyzkumného.
Jevi se jako potencionalni zdroj zdravi prospésnych latek. Jedna se o primarni
a sekundarni metabolity hub, jeZz maji vyraznou aktivitu antioxidacni (napf.
triterpeny Ganoderma lucidum), antibakterialni (napf. ganomycin Ganoderma
pfeifferi Bres), antivirové (napf. lentinany Lentinus edodes), cytostatickou
(extrakty z Piptopuros betulinus), imunosupresivni (napf. ergosterolperoxid
Tricholoma populinum), protizanétlivou (lanostany Piptoporus betulinus),
antiaterogenni (extrakty z Pleurotus ostreatus a Auricularia auricularia-judae
(Bull.:Fr.) a hypoglykemickou (polysacharidova frakce Ganoderma frondosa).



Minimalné 650 druhd hub z hetero- a homo- basidiomycetes obsahuje
protinadorové a imunostimulaéni polysacharidy. ’

Cilem mé diplomové prace bylo hodnoceni antioxidacni aktivity 14 taxonu
hub. Tato prace vznikla v ramci celorepublikového projektu s pomoci grantu
GAUK 124/2005/B — BIO/FaF. Antioxidacné pusobici latky maji vyznam
v udrzovani oxida¢né - redukéni rovnovahy v organismu. Snizuji oxida¢ni stres,
ktery vznika nadbytkem reaktivnich forem kysliku a dusiku a je nedilnou
soucasti fady nemoci. U nékterych je i primarni pfi¢inou chorobného stavu.
V souCasné dobé probiha rozsahly vyzkum novych antioxidacnich latek
pFirodniho puvodu, jez se do budoucna jevi jako velmi perspektivni.



Il. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace byla pfiprava extraktu a lyofilizati z hub, dale
vypracovani zakladniho fytochemického screeningu 14 taxont hub z Celedi
Agaricaceae, Cortinariaceae, Coniophoraceae, Fomitopsidaceae,
Gomphidiaceae, Hericiaceae, Pezizaceae, Polyporaceae, Russulaceae a
Tricholomataceae, ktery spocival v ziskani dostupnych informaci o obsahovych
latkach hub s vyuzitim domaci i zahranicni literatury a v ddkazu urcitych skupin
obsahovych latek pomoci TLC a selektivnich detekci. Detekce byly provedeny
na pritomnost AMK, aminQ, cukrl, laktonu, sterolu, terpend, alkaloidd,
fenolickych sloucCenin a karboxylovych kyselin.

Posledni ¢ast diplomové prace je zaméfena na kvantifikaci antioxidacni
aktivity vodné-ethanolickych extraktl hub s vyuzitim metody sekvencni injekéni
analyzy (SIA). Stanoveni spociva v redukci stabilniho radikalu 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu (DPPH) antioxidantem. Toto stanoveni si klade za cil odhalit
extrakty s obsahem potencialné u€innych antioxidacnich latek.



lIl. TEORETICKA CAST

1. Charakteristika sledovanych taxon

1.1. Uvod

Sledované taxony systematicky fadime do fadu Agaricales (pecCarkotvaré),
Boletales  (hfibotvaré),  Polyporales  (choroSotvaré) a  Russulales
(holubinkotvaré), které patfi do tfidy Basidiomycetes (stopkovytrusé), a
Pezizales (fasnatkotvaré) spadajici do tfidy Ascomycetes (vifeckovytruse).

Agaricales jsou poctem nejvétsi fad stopkovytrusych hub. Zahrnuji druhy
dfevni parazitické, pozemni i mykorrhizni druhy. Plodnice jsou vzdy jednoleté,
tvofi klobouk a tfen a jejich vytrusorodé rousko je lupenaté, v mladi nékdy
zakryté a pozdéji vzdy obnazené. Z nami vybranych taxonu systematicky
fadime do fadu Agaricales Celedi: Agaricaceae, Bolbitiaceae, Cortinariaceae,
Tricholomataceae.? Druh Hebeloma sinapizans se systematicky fadi do dvou
Seledi Cortinariaceae a Bolbitiaceae. °

Mezi Boletales patfi druhy saprofytické (obvykle dfevni, pusobici hnédou
hnilobu), ektomykorrhizni, a nékteré z nich jsou i parazitické. Plodnice jsou
vzdy jednoleté, kloboukaté, Casté jsou gasteroidni formy a téz i rozlité. Typicka
je Zilnata, lupenovita a poérovita struktura hymenoforu, jehoz trama je bilateralni.
10 7 nize uvedenych taxontl systematicky fadime do Fadu Boletales nasledujici
Seledi: Coniophoraceae a Gomphidiaceae. ™

Polyporales jsou dfevni saprofyté nebo parazité, vzacné pak terestrické
druhy (i mykorrhizni). Jejich plodnice jsou jednoleté i vytrvalé, rozlité Ci
kloboukaté. Hymenofor je pfedevsim pérovity Ci hladky, vzacné pak nalezneme
i jiné typy. Rad Polyporales zahrnuje &eledi Polyporaceae a Fomitopsidaceae.
12

Do fadu Russulales fadime Celedi Hericiaceae a Russulaceae. Do
holubinkotvarych patfi nékteré druhy dfevni saprofytické, parazitické i
mykorrhizni. Plodnice jsou rozlité, kloboukaté, ramarioidni i gasterioidni,

hymenofor byva hladky, nékdy i porovity a lupenity. Zastupci maji vétSinou



amyloidni, Casto ornamentované vytrusy. Typicka je pfitomnost tzv.
gleoplernich hyf, coz jsou hyfy s olejovitym obsahem. *3

Posledni z uvedenych je fad Pezizales, zahrnujici Celed Pezizaceae,
ktery, jak jiz bylo feCeno, patfi do tfidy Ascomycetes. Jeho zastupci jsou druhy
saprofytni i mykorrhizni symbionti. Mycelium je podzemni, nékdy vytvari
sklerocia, askoma — apothecium je velmi kiehké konzistence. Plodnice jsou
miskovité, kalichovité, pfisedlé i stopkaté, u nékterych odvozenych typu
kuzelovité nebo Cepcovité se zprohybanym povrchem a sterilnim tfeném. Jsou
gymnokarpni, které jsou od pocCatku oteviené, nebo hemiangiokarpni, jez byvaji
nejdfive uzaviené a posléze se oteviraji. Viecka maji zpravidla unitunikatni a

operkulatni. **
1.2. Systematické zafazeni sledovanych taxond *°

Taxony lze systematicky zaradit nasledovné:

Rise: Fungi (houby)
Oddéleni: Eumycota (pravé houby)
Pododdéleni: Ascomycotina (houby vieckaté)
Tfida: Asomycetes (houby vieckovytruse)
Podtfida: Pezizomycetidae (houby fasnatkovité)
Rad: Pezizales (fasnatkotvaré)
Celed: Pezizaceae (fasnatkovité)
Rod: Peziza (fasnatka)
Pododdéleni: Basidiomycotina (houby stopkovytrusé)
Tfida: Homobasidiomycetes
Podtfida: Hymenomycetidae (houby rouskaté)
Rad: Agaricales (pe&arkotvaré)
Celed: Agaricaceae (peéarkovité)
Rod: Agaricus (pec¢arka)
Celed: Cortinariaceae (pavucincovité) nebo Bolbitiaceae
(slze€nikovité)
Rod: Hebeloma (slzivka)
Celed: Tricholomataceae (Cirlvkovité)
Rod: Calocybe (Ciriivka)

10



Rad:
Celed:
Rod:
Celed:
Rod:

Rad:
Celed:
Rod:
Celed:

Rod:

Rad:
Celed:

Rod:

Celed:

Rod:

Boletales (hfibotvaré)

Coniophoraceae (popraskovité)

Serpula (dfevomorka)
Gomphidiaceae (slizakovité)
Gomphidius (slizak)

Polyporales (choroSotvare)
Polyporaceae (choroSovité)
Panus (hliva)

Fomitopsidaceae (troudnatcovité)

Piptoporus (bfezovnik)

Russulales (holubinkotvaré)
Hericiaceae (koralovcovité)
Hericium (koralovec)
Russulaceae (holubinkovité)
Russula (holubinka)

1.3. Morfologicka charakteristika jednotlivych taxonu

1.3.1. Rod: Peziza (fasnatka)
Druh: Peziza vesiculosa Bull. ex St. Amans (fasnatka voskova)

Jedla.®

Obr. 1: Peziza vesiculosa Bull. ex St. Amans

% voskové

Plodnice jsou az 40 mm
vysoké, vmladi témér
kulovité s malym otvorem
na temeni, pozdéji
barikovité az miskovité,
kiehké, témér prlsvitné,

Zlutohnédé.
Vyskytuje se ve velkych
skupinach na silné
hnojenych pudach,

kompostech, ve sklenicich
nebo parenistich. Roste od
cervna do listopadu.

11



1.3.2. Rod: Agaricus (pecarka)
Druh: Agaricus squamulifer (F.H. Mgller) Pilat (peCarka Supinkata)

Klobouk je polokulovity,
vyklenuty az plochy,
uprostied mirné vmackly,
bélavy, svétle Sedohnédy a
kromé stfedu cely bézové
az hnédavé jemné
Supinkaty. Lupeny jsou
volné, masové az
cernohnédé s bélavym
ostfim. Tfen je valcovity
bélavy, na vrcholu
naruzoveély, na bazi
rozSifeny, nese dvojity
prsten. Duznina je bélava,
na fezu slabé vinové Cervenajici, s nakyslou vlani a mirnou chuti. Vyskytuje se
zfidka jednotlivé, ve skupinkach nebo v kruzich, v listnatych i jehlicnatych
lesich, ale i mimo les. Roste v obdobi od srpna do fijna. Jedly. *’

Obr. 2: Agaricus squamulifer (F. H. Mgller) Pilat

1.3.3. Rod: Hebeloma (slzivka)
Druh: Hebeloma sinapizans (Paulet ex Fr.) Gillet (slzivka fedkvi¢kova)

Klobouk ma vyklenuty az
plochy, obvykle s tupym
hrbolkem, na okraji mirné
zvinény. Je mirné slizky,
Spinavé  krémovy, pak
rezavé Zluty, okrovy,
cervenavé okrovy, az
Spinavé hnédy. Lupeny
jsou uzké, svétle az
skoficové hnédé. Tren je
valcovity, na bazi ztlustly,
jemné Supinkaty a bélavy.
Roste ve  skupinkach,
v kruzich nebo jednotlivé. Najdeme ji v listhatych a smiSenych lesich, zejména
pod buky a duby, vzacné i pod jehliCnany. Ma rada vlhka stanovisté a Zivné

o 2 'l

Obr. 3: Hebeloma sinapizans (Paulet ex. Fr.) Gillet
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bazické pudy. Duznina ma silné fedkvovou vlni a nahorklou chut. Vyskyt od

srpna do Fijna. Nejedla.'®

1.3.4. Rod: Calocybe (cirtivka)

Druh: Calocybe georgii (L.) Kiihner ex Kalamees (CirGvka majovka)
Syn. Calocybe gambosa, Tricholoma g., T. albellum, T. graveolens

Obr. 4: Calocybe georgii (L.) Kihner ex. Kalamees

chutové velmi dobra a oblibena jedla houba.™®

1.3.5. Rod: Serpula (dfevomorka)

Klobouk je vyklenuty az plochy
S podvinutym okrajem, hladky
a bélavy. Lupeny jsou
zoubkem pfipojené, husté,
uzké, bilé a krémové. Tren je
valcovity a podélné vlaknity,
bélavy. Najdeme ji na
otevienych travnatych
mistech, v sadech, parcich,
zahradach, ale i na okraji lesu.
Roste pfevazné v mésicich od
dubna do cervna. Duznina
voni vyrazné po mouce, je to

Druh: Serpula lacrymans (Wulfen.: Fr.) J. Schrot. (dfevomorka domaci)
Syn.: Merulius I., M.domesticus, M. vastator, Serpula destruens

Obr. 5: Serpula lacrymans (Wulfen.: Fr.) J. Schrét

Plodnice ma rozlité, tlusté,
na okraji s bélavym
plstnatym valem. Rousko
tvoreno Zlutooranzovymi,

Zlutohnédymi, olivové
hnédymi az tmavé
Cervenohnédymi, velkymi,

otevienymi nebo uzavienymi
pory. Je labyrintické nebo
sitovité. Vyskytuje se hojné
v neveétranych budovach,
vyjime€né i ve volné pfirodé,
prorista dfevo jehli€nanu i
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Vv,

v obydlich. Vyskytuje se celoroéné. Nejedla. *°

1.3.6. Rod: Gomphidius (slizak)

Druh: Gomphidius glutinosus (Schaeff.) Fr. (slizak mazlavy)
Syn.: Agaricus glutinosus (Schaeff.) R. H. Petersen, Leucogomphidius
glutinosus (Schaeff.) Kotl.& Pouzar

~ Klobouk je typicky vyklenuty
- az témé&F nalevkovity, za vihka
je znacné slizky, Sedohnédy
az cokoladové hnédy
s fialovym nadechem. Lupeny
| jsou fidke, sbihave, ve stari
| gernajici, vmladi  byvaji
zakryté bélavym velem, ktery
pozdé&ji vytvafi na tfeni maly
prstenec. Tren je valcovity,
slizky, na bazi citronové az
chromoveée Zluty. Roste
jednotlivé i ve skupinkach pfedevSim v jehliCnatych lesich od Cervence do
listopadu. Jedly.?*

1.3.7. Rod: Panus (hliva)
Druh: Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr. (hliva fialova)
Syn.: Lentinus conchatus, L. torulosus

Klobouk je  nepravidelny,
nalevkovity az  Skeblovity,
vmladi hladky a lysy,
starnutim Supinkati. Nejprve je
_ fialovy, stafim prechazi pres
fialové hnédou az na okrové
hnédou barvu. Lupeny jsou
sbihavé, tfen je  kratky,
nafialovély a na bazi bile
plstnaty. Roste nepfilis Casto

na parezech listnacda, hlavné
Obr. 7: Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr. bukd a bfiz, vobdobi od

Cervence do podzimu.
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Nejedly. %

1.3.8. Rod: Piptoporus (bfezovnik)

Druh: Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.) P. Karst .(bfezovnik obecny)
Syn.: Placodes b., Polyporus b., Ungulina betulina

Obr. 8: Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.) P. Karst

Klobouk je kopytovity az
véjifovity, byva pfisedly
nebo pfirostly tfenovité
zuzenym bokem, a
polokulovity S vyraznym
valem na okraji. V mladi je
bélavy, starnutim pfechazi
na okrové hnédou az
Sedohnédou barvu.
Duznina je masita, bila a
mékka pozdéji tvrdne.
Hojné se vyskytuje
v obdobi od kvétna do fijna
jednotlivé i ve skupinkach,

parazituje na zivych i odumrfelych kmenech bfiz a zpusobuje intenzivné
nacervenalou hnilobu dfeva. V severni Evropé, kde se vyskytuji souvislé

porosty bfiz, zptisobuje veliké §kody. Nejedly. %

1.3.9. Rod: Hericium (koralovec)

Druh: Hericium coralloides (Scop.) ex S. F. Gray (koralovec bukovy)
Syn: H. aciculare, H. clathroides, H. laciniatum, H. caput-ursi, Hydnum c.

Obr. 9: Hericium coralloides (Scop.) ex. S. F. Gray

Plodnice je bila, ve stafi a pfi
zasychani svétle Zlutookrova,
slozena z mnoha délicich se
vétévek. Vétévky jsou pokryty
nepravidelnymi  ostny, jez
dorUstaji do délky 10 mm.
Hojné ho nalezneme na
mrtvych kmenech listnacu, a
to predevSim bukl. Roste od

Cervence do listopadu. Jedly.
24
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1.3.10.Rod: Russula (holubinka)

Druh: Russula claroflava Grove (holubinka chromova)

Syn: R. flava

Obr. 10: Russula claroflava Grove

Klobouk ma polokulovity,
vyklenuty, nakonec
plochy s vmacklym
stfredem, na okraji je
kratce ryhovany. Byva
slizky, chromoveé,
oranzové az citronové
Zluty. Lupeny jsou Casto
vidlené, kiehké, v mladi

bélavé, v dospélosti
maslové zluté, ve stari
Sednouci. Tren je

valcovity, jemné vrascity,

bily, ve stafi Sednouci. Duznina ma nasladlou vini a mirnou az natrpklou chut.
Vyskytuje se jednotlivé nebo ve skupinach, pod bfizami, na podmacenych
stanovistich, bazinach a raselinistich, na kyselych pidach. Nalezneme ji

v mésicich od &ervence do fijna. Jedla. 2°

Druh: Russula aeruginea Lindbl. ex Fr. (holubinka travozelena)
Syn: R. graminicolor

“ely ~. T

— - -

Obr. 11: Russula aeruginea Lindbl. ex Fr.

Klobouk je vyklenuty, brzo
v8ak plochy a uprostfed
mirné vmackly. Okraj je
hladky, ve stafi mirné
ryhovany. Pokozku ma
barvy olivové nebo nasedle
zelené, na temeni vétSinou
Cernoolivové. Lupeny jsou
dosti husté a kFehké,
vmladi bélavé pozdéji
maslové Zluté, na ostfi
rezavejici. Tren je
valcovity, jemné vrascity,

tvrdy, bily od baze rezavéjici. Duznina bila, ¢asto mirné ostré chuti. Najdeme ji
jednotlivé i ve skupinkach, éasto pod bfizami od ervna do Fijna. Jedla. ?°

16



Druh: Russula acrifolia Romagn. (holubinka ostrolupenna)
Syn: R. adusta f. rubens, R. densifolia ss. Jul. Schaff., R.densifolia var.
caucasica

Obr. 12: Russula acrifolia Romagn.

Klobouk je v dospélosti
vmackly, v mladi na okraji
podvinuty. Pokozka je
bélava, pak okrové az
olivové hnéda, hnédé az
naCervenale skvrnita, pfi
okraji svétlejSi, leskla a
lepkava. Lupeny jsou
husté, pfirostlé, trochu
sbihavé, bilé, ve stafi
hnédnouci. Tren je v mladi
kyjovity, pak valcovity, bily,

Cervenavé az hnédé skvrnaty. Pach ma nevyrazny, chut v lupenech je ostra.
Roste od Cervence do fijna v teplejSich listnatych lesich, s oblibou pod liskami.

V Cechéch je vzacna. Nejedla. 2’

Druh: Russula pectinata (Bull.ex St. Am.) Fr. (holubinka hfebenita)
Syn.: Russula livescens (Batsch) Quél. s. auct.

Obr. 13: Russula pectinata (Bull. ex. St. Am.) Fr.

Klobouky jsou v mladi
polokulovité, potom
rozlozené az vmacklé, na
okrajich ryhované, za vihka
lepkave, Zlutavé az
hnédookrové, na spodu se
smetanovymi, a pak bledé-
okrovymi, hnédo-
rezavéjicimi  lupeny a
bélavym, na bazi rezavé
skvrnitym tfeném. Chut
slabé palCiva, pach

nepfijemny. Roste hojné v I1été a na podzim (Cervenec az fijen) v listnatych a
smiSenych lesich hlavné na jejich travnatych okrajich, ale i v parcich pod lipami

a duby. Nejed|&.?®
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Druh: Russula paludosa Britz. (holubinka jahodova)
Syn: R. elatior

Klobouk je polokulovity,
pak plose rozlozeny,
jahodové nebo Sipkové
Cerveny, S pfimeési
oranzové nebo  Zluté,
pokozka lysa. Lupeny jsou
dosti husté, krémové a pak
svétle okrové. Tfen ma
tlusty, valcovy a bily, Casto
po jedné strané
Z RoA K ‘ | naruzovély. Duznina je
Obr. 14: Russula paludosa Britz. pevna a bila, pach skoro
zadny, chut mirna a nékdy
lehce ostra. Roste ve vlhkych jehli€natych lesich na kyselych pidach zejména
v podhorskych a horskych oblastech, od srpna do fijna. Jedla a velmi dobra. %°
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2. Obsahové latky

2.1. Uvod

Chemické sloZzeni hub se méni v zavislosti na druhu hub, na jejich stafi a
na slozeni padniho substratu. Samotné Casti téla houby se mnohdy liSi ve svém
chemickém sloZeni.

Télo houby je z nejvétsi casti tvofeno vodou (70 - 95 %), jednoduchymi i
slozenymi cukry (6 %), AMK, peptidy, bilkovinami (0,3 - 3,5 %) a lipidy. Dale
obsahuji ve stopovém mnozstvi mineralni latky. | kdyZz svym obsahem bilkovin
stoji v pofadi za masem a jsou €asto nazyvany ,maso lesl“, slouzi nam spise
jako zdroj mineralnich soli, travicich enzymda, vitamin(, aromatickych slou¢enin
a dalSich biofaktora.

Dulezité obsahové latky hub jsou jejich sekundarni metabolity. Vznikaji
jako pfimé produkty metabolismu. Jde o velmi rozmanité druhy latek, z nichz
jsou nejznaméjsi alkaloidy, steroly, terpeny, derivaty pyridinu, indolu nebo latky
odvozené od béznych aminokyselin. Mnohé z nich maji vyznam toxikologicky,
ale cela fada se stala potencialnim zdrojem IéCiv a latek pusobicich pfiznivé na

zdravi Clovéka, a velky pocCet z nich jiz v dnesni dobé vyuzivame.

2.2. Primarni metabolity

2.2.1. Sacharidy

Vigvivs

chitin, chitosan, glukany, galaktany, polygalakturonova kyselina, mannany a

vzacneé celuléza. Dale se polysacharidy vyskytuji ve spojeni s lipidy a proteiny a

tvofi glykoproteiny, glykolipidy, lipopolysacharidy a polysacharidové proteiny.
Chitin (Obr. 15) je tvofen z N-acetyl-D-glukosaminovych jednotek, které

vytvari fetézec ve spojeni B (1—4) a tvofi 2,5 — 25 % susSiny plodnic. VySsi
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obsah chitinu zpUsobuje téZkou stravitelnost hub.

CH, CH,
Chitim C=0 c=o
18 - %] '
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Obr. 15: Struktura chitinu

Glukany jsou vétvené polymery glukozy (8-1,3-glukanu, B-1,6-glukanu, 3-
1,6-glukanu) spojené glykosidickymi vazbami. Nékteré vytvafi komplexni
slouCeniny s jédem bud modré (Russulacaea), za podminky pfitomnosti
nevetveného nejméné Sesticlenného fetézce glukdézovych jednotek ve tvaru
Sroubovice, nebo hnédé (Agaricaceae), za pFitomnosti kratkych boc¢nich
Sroubovic glukézovych jednotek. *° Né&které z téchto sloudenin, jako napf.
hetero-f —D-glukany Ganoderma lucidum, které obsahuji $-1,3-D-glukan a jeho
proteinové komplexy, maji vyraznou antikancerogenni aktivitu. **

Byl prokazan protinadorovy ucinek zampionu (rod Agaricus). Jedna se o
latky typu glukanu (1-3- a 1-6- D-frakce glukana) a lektind. Tyto latky jsou
selektivné cytotoxické k nadorovym burikam, pusobi tumoricidné a zaroven

imunomodulagné. *
'H-NMR analyzou plodnice Piptoporus betulinus bylo zji$téno, Ze Fetézce

a—glukanu, jsou z 98,8 % tvoreny gluk6zovymi jednotkami, z 1,2 % manndézou a
dale obsahuji stopy xylézy. Retézce jsou prevazné tvoreny glykosidickymi
vazbami a(1-3) a ve velmi malé mite a(1—4). *

Glykogen a trehaléza jsou zasobnimi sacharidy v houbové bunce, jeji
obsah je vysSi v mladych plodnicich hub.

V houbové susSiné je 20 — 30 % sacharidi. Jsou to xyléza, riboza,
rhamnoza, fukdza, glukoza, galaktéza, manndza, cukernaté alkoholy (hlavné
mannitol, dale inositol, volemitol, sobitol, erythritol, arabitol), uronové kyseliny

(galakturonova a glukuronova) a disacharidy (sachardza, trehaléza) .
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2.2.2. Proteiny

Zaklad proteinu tvofi peptidy, obsahujici aminokyseliny (AMK), které
houbova bunka tvofi z jednoduchych dusikatych a uhlikatych sloucenin.

Obsah bilkovin v susiné plodnic se pohybuje od 8 do 36 %. Houby
obsahuji 20 zakladnich AMK. Vyznamny je jejich pomérné vysoky obsah
esencialnich AMK 2,6 — 7,6 %, z nichz je nejvice obsazeno leucinu a lyzinu a
nejméné methioninu. Syntéza lyzinu je rozdilna od vSech ostatnich organismu a

vznika syntézou z kyseliny ketoglutarové, resp. a — aminoadipové. **

2.2.3. Lipidy

Tuky tvofi kolem 1 % hmotnosti. Maji ulohu rezervnich latek a také se
uplatiuji jako pfenaSeCe v metabolickych procesech. Jsou to predevsim
triacylglyceroly, glykolipidy, lipoproteiny, fosfolipidy, steroidy a dalSi. Lipidy
najdeme prfedevsim jako slouCeniny glycerolu a nenasycenych a nasycenych
mastnych kyselin (jako napf. kyselina linolova, olejova, palmitova, kapronova,
laurova, myristova, stearova, arachidonova, myristoolejova, palmitoolejova a

linolenova ) ve formé kapigek, ale mohou to byt i riizné krystalické steroly. *°

2.2.4. Mineraly

Mnozstvi prvkd v plodnici zavisi na druhové schopnosti dany prvek
hromadit a na obsahu prvku v pudé. Obsah mineralnich soli kolisa v rozmezi 5 -
30 %. Nejvice zastoupeny jsou soli K, P a Na. Obsah Ca, Mg, S, Si, Cl, Fe je
podobny zelenym rostlinam, naopak maji vy$8i schopnost kumulace stopovych
prvkl jako napf. Al, V, Cu, Zn, As, Se, Br, Rb, Ag, Cd, Sb, Cs, Hg a Pb. U rodu
Agaricus je zajimavy pomérné vysoky obsah sodiku (az 1 g.kg™ susiny) a rtuti
(az 150 mg.kg™ susiny). Pozornost byla v&novana i obsahdm | v jedlych
houbach a bylo zjisténo, ze jeho koncentraCni rozpéti je 0,05 az 0,6 ng/g.

Obsahy Zn se v houbach pohybuiji v rozmezi 22 az 516 pg/g. *® *'
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2.2.5. Organické kyseliny

Organické kyseliny byly nalezeny jen ve velmi nizkych koncentracich.
Jedna se hlavné o kyselinu vinnou, maleinovou, fumarovou, jantarovou a
citrénovou. V dnesni dobé jsou pomoci hub primyslové vyrabény kyselina
citronova, glukonova, L(+)-mléCna a itakonova. Prvni tfi jsou vyrabény
submerzni kultivaci druhu Aspergillus niger. Kyselina itakonova je produkovana
kmeny A. terreus a A. itaconicus. %

Z druhu Hericium coralloides byla izolovana smés mastnych kyselin,
ktera obsahovala olejovou kyselinu, linoleovou kyselinu a v nejvétsi mife
palmitovou kyselinu. U této smési byla prokazana nematicidni a repelentni

aktivita. *°

2.2.6. Vitaminy

Obsah vitaminu v houbach je relativné vysoky, zvlasté vitamin skupiny
B. Ve 100 g Cerstvych plodnic bylo zjisténo 0,4 — 0,6 mg riboflavinu (B2), 0,1 mg
thiaminu (B;), 0,6 mg niacinu, 5 mg vitaminu E, dale 2 — 3 mg kyseliny
askorbové, 0,8 mg biotinu, 0,03 mg vitaminu Ka 2,4 — 6,2 mg kyseliny
panthotenové (Bs). U hlivy ustficné (Pleurotus ostreatus) a dalSich hub byl
zjistén i cyanokobalamin (Bi;) v mnozZstvi 0,05 mg. Dale houby obsahuiji
provitamin A, ergosterol (D;) v 50 ug, biotin, pyridoxin a nikotinamid v 2 — 5mg.
Bylo zjisténo, Ze suSenim dochazi ke zméné obsahu vitamind, napf. klesa
obsah kyseliny askorbové, dehydroaskorbové a komplexu vitaminl B, a naopak

roste mnozstvi vitaminu D,. 4°

2.2.7. Vonné latky hub

Prvni slou€enina s houbovou vuni byla popsana v roce 1936. Z houby
Armillaria matsutake byl izolovan matsutakealkohol, identifikovany pozdéji jako
(-)-1-okten-3-ol. Cerstvé syntetizovana sloudenina ma viini borové silice a
vlivem tvorby dimerzniho cyklického acetalu vznika houbova vané. DalSi
slou€eninu s houbovou vini identifikovali v houbé Agaricus bisporus Cronin a

Ward. Jde o 1-okten-3-on, nejspiSe produkt oxidace 1-okten-3-olu, ktery ma
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intenzivnéjsi, ale méné pfijemnou vini. Dal$i znamou slou¢eninou s houbovou
vlini je lentionin (1,2,3,5,6-pentathiepin); je izolovany z houby Shiitake
(Lentinus edodes). Lentionin se prumyslové vyrabi a pouziva jako pfisada do
nékterych pokrma. +

Charakteristicka houbova viané je vysledkem specifické kombinace
tékavych a netékavych latek. Celkovy obsah vonnych sloZek ¢&ini vétSinou
stovky miligramu v kilogramu

Skupina netékavych latek plsobi pfedevSim synergicky, zvyraziuje
puvodni vuni. Patfi sem volna kyselina L-glutdmova, nékteré mastné kyseliny
s kratkymi fetézci, nékteré sacharidy, bilkoviny a nukleotidy, predevSim
guanosinmonofosat.

Bylo identifikovano kolem 150 tékavych latek rdzného chemického
charakteru: kyslikaté alifatické slou€eniny (alkoholy, aldehydy, estery, laktony),
aromatické latky (benzylalkohol, benzaldehyd, benzonitril, derivaty kyseliny
skoficové a kumaroveé), heterocyklické slouceniny (furfural, derivaty pyrrolu a
pyrazinu) a acyklické a monocyklické mono -, seskvi — a diterpeny.

NejvyznamnéjSi skupinou vonnych latek hub jsou osmiuhlikaté
slouceniny s pfimym Fetézcem (viz. Tabulka 1.). Pfi posuzovani viiné chemicky
pfibuznych latek, bylo zjiSténo, ze houbové aroma je spjato s pfitomnosti
dvojné vazby mezi prvnim a druhym uhlikem a s alkoholickou skupinou na
tfetim uhliku. U cCerstvych hub se nejvice vyskytuje tzv. houbovy alkohol,
chemicky 1-okten-3-ol. Je to opticky aktivni latka a vyskytuje se pfevazné jeho
levotoCivy izomer, ktery je i Cichové vyraznéjSi. Jeho podil ve frakci tékavych
latek se u Boletus edulis pohybuje kolem 50 % a u Pleurotus ostreatus
dosahuje az 80 %.

Tradi¢nim suSenim dochazi k ubytku vonnych latek, ktery u 1-okten-3-ol
dosahuje az 90 %, ovSem suSeni zpusobuje celkovou zménu chemického
charakteru jednotlivych sloZzek Cerstvych plodnic, coz vede k jeSté vyrazngjSi

vani. %
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Tabulka 1. Osmiuhlikaté vonné slozky jedlych hub a charakteristika jejich viiné *

Slouéenina [mg/1] Charakteristicka viiné
a chut’
1-oktanol 0,480 nasladla; mydlova
3-oktanol 0.018 oleje z trescCich jater;
slabé ofechova
1-okten-3-ol 0,010 houbova; maslova
trans-2-okten-1-ol 0,040 ~-nhemocnic¢ni“; olejovita; nasladla
trans-2-oktenal 0,003 nasladla; po fenolu
1-okten-3-on 0,004 vafenych brambor; kovova
3-oktanon 0,050 nasladla; ovocna; mostova
1-okten-3-ylacetat 0,090 houbova; mydlova
1-okten-3-ylpropionat 0,022 bylinna; nasladla;ovocna; houbova

2.3. Sekundarni metabolity

2.3.1. Agaricus squamulifer (F. H. Mgller) Pilat

Agaritin, chemicky B-N-[y-L(+)-glutamyl]-4-hydroxymethylfenylhydrazin,
je derivat hydrazinu, vyskytuje se pfirozené v zampionech (rod Agaricus). Byla
u ného prokazana slaba karcinogenita i mutagenita (Amesuv test in vivo na
mySich). Pozdéji se ukazalo, ze tyto vlastnosti nema agaritin, ale dalsi jeho
metabolity. Agaritin vznika z kyseliny p-aminobenzoové pfes mezimetabolit,
ktery se nazyva agaritinal. Agaritin je nestabilni slouCenina a vlivem enzymu
gama-glutamyltranspeptidasy vznika asymetricky hydrazin
4-(hydroxymethyl)fenylhydrazin a dalsi biochemickou preménou
benzendiazoniova sll. VSechny tyto slouceniny jsou podezielé z nadorové
aktivity. Pozdéji japonska pracovni skupina vedena Matsumotem, nékteré
ztéchto zavérd vyvratila a potvrdila nepravdépodobnost moznosti
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karcinogenniho potencialu agaritinu u Clovéka. V plodnicich druhu Agaricus
squamulfer je obsah agaritinu mensi nez 0,2 mg/kg (material: plodnice). ** *°

U rodu Agaricus byly zjistény agarikoglyceridy. Jsou to estery chlorované
4-hydroxybenzooveé kyseliny a glycerolu. Agaricoglycerid A vykazuje vysokou
aktivitu proti neurolysinu, coZ je proteaza zapojena do regulace dynorphinového
a neurotensinového metabolismu, a pfi podani byla u néj pozorovana mirna
analgesie v in vivo modelu. Agaricoglyceridy monoacetaty mély dokonce jesté

vyraznéjsi uginek. *°

2.3.2. Hebeloma sinapizans (Paulet ex Fr.) Gillet

U druhu Hebeloma sinapizans byl identifikovan metabolit HS — A, coz je
chemicky 3p-acetyl-2a-(3'-hydroxy-3‘-methyl)glutarylkrustalinol (1). HS — A
vykazoval vysokou toxicitl u mysi. Intraperitonealni podani HS — A, HS — B a
HS — C, které byly ziskany z druhu H. spoilatum v davce 100 mg/kg zpUsobilo u
mysi paralyzu kondetin a naslednou smrt. #’

6
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2.3.3. Calocybe georgii (L.) Kiihner ex Kalamees

V nékterych publikacich byly zvefejnény informace o hypoglykemizujicich
ucincich druhu Calocybe georgii. Francouzsky lékaif M. Porton objevil tento
ucinek zcela nahodou. Sam trpél cukrovkou a po pozieni 250g majovek u ného
doslo k pominuti polyurie, pocitu suchosti jazyka, nespavosti, bolesti hlavy a
koncCetin a zmizel i cukr v moci. V dostupnych materialech nebyly nalezeny
informace o identifikaci obsahovych latek tohoto druhu a vysvétleni
mechanismu daného Gginku. *®

Fenoxazon (2) a 2-aminofenoxazon (3) byly izolovany z druhu Calocybe
georgii  extrakci s pouzitim CH,Cl,, dale separovany tenkovrstvou

chromatografii (TLC) a identifikovany pomoci UV, IC, VIS a 'H - NMR spekter.
49
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Dale byla potvrzena pritomnost tryptofanu a nékterych chemicky
nedefinovanych auxint v plodnicich tohoto druhu. >

2.3.4. Serpula lacrymans (Wulfen.:Fr.) J. Schrot

Antimikrobialni aktivita in vitro byla hodnocena s pouzitim bujénového
mikrodiluéniho testu E. coli. Celkem bylo hodnoceno sedm druhl hub. NejvySsi
antibakterialni aktivitu vykazoval ethylacetatovy extrakt Serpula lacrymans
(SL2). Aktivita u Serpula lacrymans byla zavisla na pouzitém rozpoustédle,
stoupala v pofadi petrolether, 1-butanol, diethylether a ethylacetat. Minimalni
inhibiéni koncentrace u SL2 byla 4,55 [mg.ml™]. Zahfivanim se antibakteriaini
aktivita extraktu SL2 zvysSila, zfejmé tim, Ze méné C&i zcela neaktivni prekurzor
teplem prechazi na aktivni formu. Serpula lacrymans se jevi jako potencionalni
zdroj termostabilnich antibiotik. >

2.3.5. Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr.

Byla prokazana NK-kB aktivita cykloepoxydonu (4) a panepoxydonu (5),
dvou sekundarnich metabolitt, které byly izolovany z druhu Panus conchatus.
Byla provedena i chemicka syntéza téchto dvou metabolitl .

H oM

A"
O,

I

(4) ®)

Déle byly identifikovany panepoxydion, isopanepoxydon, neopanepoxydol a
6-hydroxy-2,2-dimethylchroman-4-on. > >3
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2.3.6. Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.) P. Karst

Izolaci z druhu Piptoporus betulinus byly ziskany latky ze skupiny sterolu:
(24S)-24-methylcholesta-5,7-dien-33-ol (6) a 24-methylcholesta-7,22-dien-3p3-ol
(7). Prvni znich byl ziskan nasledujicim postupem: kvasinkové buriky byly
nejdifive promyty 10% methanolickym roztokem KOH, poté byl methanol
odstranén ve vakuu. Byl ziskan material rozpustny v etheru a nasledné byl
pfeveden na soli kyseliny benzoové. Benzoany byly separovany pomoci
silikagelové TLC a pak na dusi¢nanem stfibrnym impregnované TLC. U druhu
Piptoporus betulinus byla zjisténa pfitomnost polyporenové kyseliny C (8). >

(6) ()

®)

Dal8i zdroj uvadi izolaci 3a-acetylpolyporenové kyseliny A, (25S)-(+)-
12a-hydroxy-3a-methylkarboxyacetat-24-methyllanosta-8,24(31)-dien-26-ové
kyseliny, polyporenové kyseliny C a lanostanoidu. U vSech téchto latek byl
prokazan slaby inhibi¢ni u€inek na cyklooxygenazy | a zaroven vyrazna inhibice
3a-hydroxysteroiddehydrogenazy, a tudiz inhibice syntézy prozanétlivych
Lanostanoidy z plodnic Piptoporus betulinus vykazuji vyznamnou selektivni
inhibici bakterialni hyaluronové lyasy, hovézi enzym neinhibuji. Tato aktivita je
vyluéné vazana na karboxyderivaty dfive jmenovanych slouc€enin, jejich
methylderivaty tuto aktivitu nevykazuji. Byla izolovana jedna nova sloucCenina
typu  triterpenickych  kyselin  (+)-12-a,28-dihydroxy-3o-(3 -hydroxy-3--
methylglutaryloxy)-24-methyllanosta-8,24(31)-dien-26-ova kyselina. U vSech
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téchto slouCenin byla potvrzena u mysi protizanétliva aktivita a potlaceni
indukovaného otoku. *°

U rodu Piptoporus betulinus byla zjisténa pfitomnost nové latky ze
skupiny antibiotik. Jedna se o tzv. piptamin, chemicky N-(fenyl)methyl-N-
methylpentadecylamin (9). Piptamin je ucCinny proti nékolika grampozitivnim
bakteriim, kvasinkam a nékterym houbam, véetné rodu Staphyloccocus. *°

Me
Ph —CH 2 —N— (CH 2 ) 14 — Me

)

Extrakty této houby, byly ovéfované ve Vratislavi r. 1954. Jejich podavani
mélo pfiznivy vliv na karcinom mlécné Zlazy a délohy u psl. Tyto extrakty
obsahovaly tfi slou€eniny typu terpenu. Dale byly izolovany Kkyseliny
polyporenové A a C, které maiji antibakterialni uginek. >’

DalSi zdroj uvadi izolaci nové slou€eniny (E)-2-(4-hydroxy-3-methyl-2-
butenyl)-hydroquinon a kyseliny polyporenové C. U obou sloucenin byla zjisténa
inhibicni  aktivita proti rodiné matrixovych metaloproteinaz. Matrixové
metaloproteinazy se uplatiuji v celé fadé patologickych procesd, napf. u
rheumatoidni arthritis, nadorového rustu nebo u multiplex sclerosis. Z tohoto
hlediska ma tento objev velmi vyznamné postaveni. *®

2.3.7. Russula aeruginea Lindbl. ex Fr.

U druhu Russula aeruginea byla zZjisténa pritomnost
7 - dehydrocholesterolu (10). Latka byla izolovana z neutralni lipidové frakce
kolonovou chromatografii na oxidu hlinitém, jako eluéni Cinidla byly pouzity
smési 10%, 20%, 50% benzen/n-hexanu a benzen. Sterolova frakce byla
analyzovana na silikagelové - G TLC (rhodaminem impregnované platy, 0,1%)
a separovana na TLC impregnované dusiénanem st¥ibrnym. >°

HO

(10)
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3. Stanoveni antioxidacni aktivity

3.1. VolIné radikaly a antioxidanty

3.1.1. Volné radikaly

Radikal je jakakoliv molekula, atom nebo ion, ktery ma ve valen¢ni sfére
jeden nebo vice neparovych elektrond. Radikaly mohou vznikat bud
homolytickym Stépenim kovalentni vazby molekuly, pfi némz si kazdy radikal
ponecha jeden elektron, nebo vznikaji ztratou jednoho elektronu c¢i adici
jednoho elektronu. Jako volny radikal se oznacuje radikal, ktery je schopny
samostatné existence po jakkoli kratkou dobu. Volny elektron dava radikalim
jejich vysokou reaktivitu a nestabilitu.

Vlivem volnych radikalt dochazi k poskozeni tkané — oxidaci nukleovych
kyselin, s poruSenim genetické informace, lipoperoxidaci s destrukci struktury a
poruSenim funkce bunéCnych membran, oxidaci bilkovin s naruSenim jejich
transportnich a enzymatickych funkci. Vysledkem je navozeni apoptdzy
jednotlivych bunécnych linii, imunosuprese, nastartovani kancerogeneze. Volné
radikaly vznikaji v tkanich organismu kontinualné a jsou trvale odstranovany
komplexem tzv. antioxidantl. K manifestaci poskozeni tkané vlivem volnych
radikall tj. oxidaCnimu stresu, dochazi, je-li poruSena rovnovaha mezi

mnoZstvim vznikajicich volnych radikalt a kapacitou antioxidaénich systéma.
61

3.1.2. Reaktivni formy kysliku a dusiku

V poslednich letech bylo ziskano mnoho dokladl o tom, ze v organismu
vznika fada reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species - ROS) a
reaktivnich forem dusiku (reactive nitrogen species — RNS) a Ze tyto latky maji
znacny fyziologicky i patologicky vyznam. Jde o latky, které pohotové reaguji
s riznymi biologickymi strukturami — mastnymi kyselinami a lipidy, AMK a
proteiny, mononukleotidy a polynukleotidy i s fadou nizkomolekularnich
metabolitd, koenzym( a jinych soucasti zivé hmoty. Diky tomu se staly
vyznamnymi prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitni obrany a signalnimi
molekulami bunécéné regulace. Za urcitych okolnosti plsobi jako toxické latky a
jako dezinformacni agenti, schopni organismus poskodit, a dokonce i usmrtit .
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V lidském organismu se tvofi kyslikové radikaly: superoxidovy anion —
super oxid «O,- , hydroxylovy radikal eOH, peroxylové radikaly ROOQe., alkoxy
radikaly ROe, oxid dusnaty NOe a dalSi biologicky aktivni formy kysliku, které
nejsou radikaly: peroxid vodiku H,O,, singletovy kyslik O,, kyselina chlorna
HCIO, ozon Oj3. Z reaktivnich forem dusiku (reactive nitrogen species — RNS)
se kromé oxidu dusnatého NOe vorganismu vyskytuje vysoce toxicky
peroxynitrit OONO’, ktery vznika reakci oxidu dusnatého a superoxidu.

Dulezitou ulohu v radikalovych reakcich maji pfechodné kovy, které
mohou byt donatory i akceptory elektronu, a tim i U€innymi iniciatory vzniku
volnych radikald. V lidském organismu se uplatiuji pfedevSim ionty Zeleza a
médi (Fe* + e > Fe? nebo Cu** + e — Cu*). ®

3.2. AntioxidaCni ochrana organismu

Lidsky organismus vytvafel po dobu své fylogeneze ochranné
antioxidacni systémy, které za fyziologickych podminek postacuji k inaktivaci
volnych radikall. Organismus vyuziva tfi moznych typl ochrany: jednak
regulace aktivity enzymd, které je tvofi, dalSi moznosti je zachyt a odstranéni
radikall, které se jiz vytvofily, pomoci tzv. vychytavacl ¢&i zametacl
(scavengers), lapaCu (trappers) a zhaseCu (quenchers), které ovsem lépe
vystihuje rozdéleni na nizkomolekularni neenzymové antioxidanty (nebo také
antioxidacni substraty) a enzymové antioxidacni systémy. Antioxidacni enzymy
zahrnuji: superoxiddismutazu (SOD), glutathionperoxidazu (GPx), katalazu,
lektoperoxidazu a mitochondrialni cytochromoxidazovy systém P — 450 a jsou
nejucinnéjsi. Antioxidacni substraty mizeme délit na membranové (lipofilni) —
tokoferoly, karotenoidy (retinol) — a na nemembranové (hydrofilni) — kyselina
askorbova, glutathion, thioly, cystein, ceruloplazmin, transerin, albumin,
kyselina mocova, bilirubin a feritin. Jako posledni je mechanismus reparace
poSkozenych biomolekul, za uplatnéni specialnich reparacnich enzymu, napf.
fosfolipazy.

3.2.1. Antioxidacni terapie

Oxidaéni stres, neboli patologicka nerovnovaha vznikla nadbytkem
reaktivnich forem kysliku a dusiku, je nedilnou soudasti fady nemoci a u
nékterych je i primarni pfi¢inou chorobného stavu (viz. Tabulka 2.). Bylo
provedeno mnoho experimentalnich studii, které prokazuji pfiznivy vliv
antioxidantd na zdravi Clovéka. Vysledky nejsou vzdy jednoznacné, coz je
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nejspiSe dano tim, Ze je oxidacni stres pouze jeden z mnoha dil€ich faktort
uplatriujicich se v progresi onemocnéni, a ne vzdy primarnim onemocnénim.

V soucCasné dobé probiha rozsahly vyzkum novych antioxidacnich latek
pfirodniho puvodu a do budoucna se jevi jako velmi perspektivni.

Tabulka 2: Onemocnéni a klinické stavy zplisobené nebo provazené tvorbou volnych radikali ®*

Celkové procesy

Systémova onemocnéni

starnuti, diabetes mellitus, nadorova
onemocnéni, autoimunitni onemocnéni,
radiacni poskozeni, toxické poskozeni,
hyperoxie, ischémie (akutni infarkt myokardu,
ischemicka choroba srdecni, akutni renalni
selhani, centralni mozkova pfihoda)

Kardiovaskularni systém (ateroskleréza,
infarkt myokardu)

Ledviny (glomerulonefritidy, nefroticky
syndrom, vaskulitidy, urémie)
Gastrointesinalni trakt (peptidicky vied,
pankreatitida, Crohnova nemoc)

Jatra (toxické poSkozeni, alkoholické
poskozeni, hepatitida)

Plice (bronchopulmonalni dysplazie,
azbestoza, hypoxie, hyperoxie, ARDS)
Erytrocyty (srpkovitd anémie, malarie,
favismus)

Pohybovy aparat (revmatoidni artritida,
svalova dystrofie)

Smyslové organy (vrozena retinopatie
nedonosencu, katarakta, degenerativni
nemoci retiny)

Nervovy systém (Parkinsonova nemoc,
hypertenzni cerebrovaskularni poskozeni,
toxicita  hliniku, demyelizaéni  nemoci,
sclerosa mutiplex, Alzheimerova nemoc)
Kize (kontaktni dermatitida, sklerodermie,
poskozeni UV zafenim)
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3.2.2. Latky rostlinného plvodu pusobici antioxidacné

V poslednich letech vzrista zajem o ucinné latky, které nam poskytuje
pfiroda. Je znamo, Ze mnoho latek rostlinného puvodu ma antioxidacni
vlastnosti. Nevyhodou je chemicka nejednotnost uc€innych latek v rostliné a
nestandardnost jejich obsahu v rostlinném materialu. S vyuzitim novych
analyticky pfesnych metod Ize tyto problémy odstranit a pfipravky z rostlinného
materialu pfesné na ucinnou latku standardizovat. K pfirodnim latkam, které
pfijima nase télo, patfi vedle extraktl a jinych farmaceuticky zpracovanych
rostlin, pfedevSim potrava. V potravé se vyskytuje cela fada antioxidaéné
pusobicich latek, které zabranuji vzniku a mnozeni volnych radikall v téle, jako
napf. PB-karoten, tokoferoly, kyselina askorbova, flavonoidy, selen v riznych
formach a mnoho dalSich. Z latek rostlinného puvodu je nejznaméjSi ucinek
flavonoidu, silymarinu, ginsenosidd a antioxidacné pusobicich vitaminu (A, C,
E). 65

Byla prokazana vysoka antioxidacni aktivita polysacharidd a triterpenoidu
izolovanych z Ganoderma lucidum in vivo modelu. DalSi z hub, u nichz byla
zjisténa téz vysoka antioxida¢ni aktivita jsou Theleophora ganbajun M.Zang,
Theleophora aurantiotincta Corner, Boletopsis grisea (Peck) Bondartsev Singer,
Paxillus curtissii Berk. Zjistény betulinan A, ktery byl izolovan z druhu Lenzites
betulinus (L.:Fr.) Pilat, mél pfiinhibici lipidové peroxidace CcCtyrikrat vyssi
antioxidaéni aktivitu nez vitamin E. ®

3.3. Sekvencni injekéni analyza

3.3.1. Vznik a pavod metody

Sekvenéni injekéni analyza (Sequetial Injection Analysis, SIA) patfi do
skupiny pratokovych analytickych metod, které umoznuji racionalizovat a
automatizovat slozité postupy pfi analyze velkych sérii vzorkl instrumentalnimi
metodami, a tak podstatné zvySovat produktivitu zejména rutinnich stanoveni.
Je to relativné nova a velmi progresivné se rozvijejici technika. ¢’
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3.3.2. Princip a vlastnosti metody

Analyt obsazeny v roztoku vzorku je potfeba pfevést na detekovatelny
(napf. barevny) produkt reakci s Cinidlem a zméfit vhodnou analytickou
vlastnost tohoto produktu (napf. absorbanci pfi urcité vinové délce). V toku
nosného proudu dochazi k vzajemnému miseni vzorku s Cinidlem a chemické
reakci. Reakéni produkt je méfen v prutokovém detektoru, jehoz signal je
registrovan ve formé& pikd. Technika SIA pouziva princip, jehoz
charakteristickym rysem jsou oddélené mérici cykly. Nejprve jsou zony nosného
proudu, vzorku a Cinidla postupné aspirovany do jednokanalového systému
s vyuzitim selekéniho vicecestného ventilu a pistového Cerpadla a poté je
pohyb pistu Cerpadla (obr. 16) obracen, ¢imz dojde k promiseni zény vzorku a
¢inidla a vznikly produkt (obr. 17) je dopraven do detektoru, tim je jeden cyklus
ukoncen. V tomto jednoduchém pfipadé je ziskan vysledny analyticky signal ve
formé pikd. V podstaté se jedna o zaznam koncentra¢niho gradientu reakéniho
produktu pfi prlichodu jeho zény detektorem. ®

=
)

MNF

MNF

Obr. 16: Davkované zény pfi zpétném sméru toku (NP - nosny proud, V - vzorek, C — &inidlo)

MNF

Obr. 17: Vytladovani jednotlivych zén, véetné vznikajici zény produktu do detektoru (NP - nosny
proud, V - vzorek, C — ¢inidlo)
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Obr. 18: Schéma bézné SIA sestavy (PC - pistové &erpadlo, SV - selekéni ventil, S - standard,
C - &inidlo, NP - nosny proud, V - vzorek, MC - misici civka, D - detektor, P — pocitac)

Systém SIA pracuje v cyklu naprogramovanych pohybu pistu Cerpadla
synchronizovanych s pfepinanim  pozic selekéniho ventilu. Prfesna
synchronizace a opakovatelnost téchto krokd je nutnou podminkou k dosazeni
reprodukovatelné disperse jednotlivych zon v SIA systému, a tim i k ziskani
reprodukovatelného koncentracniho gradientu reakCniho produktu, resp.
odpoveédi detektoru. Z uvedenych skutecCnosti vyplyva, Zze nezbytnou soucasti
SIA systému musi byt i vhodny mikroprocesor (nejlépe PC) s pfislusnym
programovym vybavenim, ktery Fidi kroky meéficiho cyklu a souasné sbira,
uchovava a vyhodnocuje vystupni data. Pratokové rychlosti v SIA se obvykle
pohybuji okolo 1 ml/min a doba trvani jednoho méficiho cyklu vétSinou
nepresahuje 30 sekund. ®°

3.3.3. Uplatnéni SIA v praxi

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plnd automatizace predurcuji
techniku SIA jako velmi vhodny prostfedek vS8ude tam, kde je nutno analyzovat
velké série vzorkl (napf. rutinni analyzy vody, potravin, krve, moci), sledovat
zmeény koncentrace dualezitych analytl v pribéhu riznych procesu (fizeni a
optimalizace biotechnologickych vyrob, monitorovani hladin l€Civ nebo jejich
metabolitd v télnich tekutinach) nebo studovat odpovéd bunék, membran di
organl na ruzné vnéjsi podnéty (napf. ve farmaceutickém vyzkumu). Potencial
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SIA je znaCny a bude se ziejmé dale rozsSifovat s pronikanim komerénich SIA
analyzator(i do praxe. "°

3.3.4. Stanoveni antioxidacni aktivity

Schopnost ruznych antioxidantl (Cistych slou€enin, rostlinnych extrakta,
atd.) ukoncit radikalovou Fetézovou reakci muze byt ur€ena nepfimo rdznymi
metodami v rozdilnych substratech. Pro mnoho téchto metod je ziskani
vysledk( zavislé na pouzitém substratu, hydro- ¢&i lipofilité testovaného
antioxidantu. Jde Casto o metody zdlouhavé a naro¢né na laboratorni vybaveni.

Radikaly reaktivnich forem kysliku (eROO, eHO, ¢RO, ¢0O,) jsou velmi
reaktivni slouCeniny znacné rozdilné Zivotnosti a chemickych vlastnosti, tudiz je
jejich pfiméa detekce nesnadna. K detekci volnych radikall je obyCejné uzivana
technika elektronoveé spinové rezonance. V mnoha pfipadech v8ak tuto techniku
neni mozné pouzit, na rozdil od studii antioxidacni aktivity Cistych slou€enin,
predevSim v pfipadech komplexnich vzorkl, jako jsou rostlinné extrakty a
potraviny. Z tohoto duvodu jsou k ur€eni celkové antioxidacni aktivity Casto
uzivany stabilni radikalové slouceniny.

Latky zpomalujici oxidaéni proces inaktivaci volnych radikald, nebo tzv.
zametace (scavengery) volnych radikalll, se oznacuji jako primarni antioxidanty.
Jejich antioxida¢ni aktivita muze byt ur€ena pfimo v komplexnim vzorku, nebo
v modelovych systémech. Za normalnich podminek ¢€i podminek urychlené
oxidace lze sledovat senzorické zmény, hydroperoxidy a sekundarni produkty
oxidace. Vysledky ziskané z téchto testl jsou Casto obtizné interpretovatelné, a
to diky fyzikalnim a chemickym interakcim antioxidanti s dalSimi slozkami
vzorku. Kromé toho prubéh oxidace muze byt odliSny pfi pouziti technik
urychlujicich oxidaci. Jako modelové oxidacni systémy jsou k urCeni
antioxidacni aktivity alternativné vyuzivany 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 DPPH radikalu (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)

e Odbarveni ABTS" radikalu (2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonova kys.)

¢ Inhibice tvorby thiokyanatu Zelezitého
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Takovéto modelové oxidacni systémy umoznuji snadny screening a
porovnani primarnich antioxidant. Testy tohoto typu vS8ak svym charakterem
nejsou vhodné pro urcCeni jednotlivych sloucCenin, které jsou odpovédné za
celkovy antioxida¢ni ucinek vzorku. "

3.3.5. Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci DPPH radikalu

Urceni aktivity vychytavani radikalt slou¢eninou nebo extraktem dovoluje
reakce se stabilnim radikalem 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) (11). DPPH
radikal maze byt vyuzit jako modelova slou¢enina volného radikalu k ur€eni
antioxida¢ni ucinnosti antioxidanti. DPPH Ize povazovat za velmi stabilni
radikal, ktery mUze byt inaktivovan jen antioxidantem (AH). DPPH radikal maze
byt redukovan pouze antioxidantem, ktery je donorem atomu vodiku. Redukci
DPPH doprovazi pokles absorbance pfi charakteristické vinové délce.
Absorpéni maximum pro DPPH je pfi A=525 nm. "

DPPHe + AH ————> DPPH—H +  Ae

Obr. 19: Prubéh reakce radikalu DPPHe s antioxidacné pusobici latkou

e

O,N NO

NO,

11)

K inaktivaci DPPH radikalu, a tim i poklesu absorbance, dochazi také vlivem
svétla a pusobenim singletového kysliku. Vzhledem k uvedené moznosti musi
byt tedy pokles absorbance DPPH spravné interpretovan. "

Reakce mulze probihat v organickém (methanol, ethanol, benzen,
dioxan) nebo vodné-organickém (ethanol 50%) prostfedi. "* Reakce probiha
nejlépe bez pridavku pufri. Obvykle pouzivany postup urCeni antioxidaéni
aktivity je nasledujici: Roztok testovaného extraktu nebo standardu antioxidantu
se smisi s roztokem DPPH a necha se stat pfi teploté 30 °C ve vodni lazni. Po
30 minutach se méfi hodnota absorbance pfi 517 nm. Doporucované
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koncentrace DPPH se pohybuji v rozmezi 1.10° — 1.10° M, v zavislosti na
pouzitych objemech Cinidla a vzorku a charakteru stanovovaného vzorku.
Antioxidac¢ni ucinek Ize vyjadfit v % poklesu absorbance oproti slepému vzorku.
Tuto reakci lze také vyuzit v pratokovych podminkach, napf. pfi detekci
antioxidantd po rozdéleni na HPLC, ale i vtenkych vrstvach po rozdéleni
tenkovrstvou chromatografii. "
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IV.EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

1. Potieby

1.1. Rozpoustédla
Aceton €.

Diethylether p. a.

Ethanol (s 5% methanolu) &. (EtOH)
Ethylformiat €. (HCOOEt)
Formaldehyd 36-38% p. a.
Isopropylalkohol 95% p. a.
Methanol ¢. (MeOH)
1-Propanol €. (PrOH)
Toluen p. a.

Voda supercista (voda)

1.2. Chemikalie

Acetanhydrid €.

Anilin €.

Anisaldehyd p. a.
2,6-Dibromchinonchlorimid €.
Difenylamin &.

Dusi¢nan bismutity zasadity p. a.
Dusi¢nan médnaty p. a.
Dusitan sodny p. a.

Fast Blue B salt p. a.
D-Glukéza €.
Hexakyanozelezitan draselny C.
Hydroxid amonny 26% ¢.
Hydroxid draselny €.

Hydroxid sodny €.
Hydroxylaminhydrochlorid p. a.
Chlorid Zelezity €.

Isatin €.

Jodid draselny €.

2,4,6-Kolidin p. a.

Kfemelina — celit Hyflosupercell (John Manville) €.
Kyselina chlorista 70% p. a.
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Kyselina chlorovodikova 35% p. a. (HCI)
Kyselina octova 98% p. a. (CH3COOH)
Kyselina fosfore¢na 85% p. a.

Kyselina mravenci 85% p. a. (HCOOH)
Kyselina sirova 96% p. a.

Kyselina sulfanilova p. a.

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

Octan zineCnaty C.

Uhli¢itan sodny €.

Vanilin p. a.

1.3. Detekcni ¢inidla

D 1:

D 2:

D 3:

D 4:

D 5:

UV A =254 nm

Chromatogram byl pozorovan pod UV lampou pfi A = 254 nm. Pozitivni
reakce se projevovala vznikem rtzné tmavych skvrn, ve kterych byl
zhasen fluoreskujici luminofor vrstvy chromatogramu.

UV A =366 nm
Chromatogram byl pozorovan pod UV lampou pfi A = 366 nm. Pozitivni
reakce se projevovala vznikem fluoreskujicich skvrn.

Acetanhydrid — kyselina sirova (Liebermann-Burchardovo &inidlo) "

Pred pouzitim bylo opatrné za chlazeni smichano 5 ml acetanhydridu s 5
ml koncentrované kyseliny sirové a ziskana smés opatrné pfidana do 50
ml ochlazeného absolutniho ethanolu. Chromatogram byl po postfiku
zahtivan pfi teploté 100 °C asi 7 minut a vyhodnocen pod UV svétlem pfi A
= 365. P¥i pozitivni reakci vznikaji fluoreskujici skvrny.

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 razné
barevné skvrny dosahly maximalni intenzity.

2,6-Dibromchinonchlorimid (Gibbsovo ¢inidlo)
Po postfiku Cerstvé pripravenym 0,4% methanolovym roztokem 2,6-
dibromchinonchlorimidu byl chromatogram umistén do komory obsahujici
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D 6:

D7:

D 8:

D 9:

26% hydroxid amonny. Fenolické slou€eniny tvofily s Cinidlem Zluté az
hnédé skvrny podle doby plusobeni hydroxidu amonného.

Difenylamin — anilin — kyselina fosforeéna "

1g anilinu a 1g difenylaminu byly rozpustény v 100 ml acetonu. 10 ml
tohoto roztoku bylo pfed pouzitim smichano s1 ml 85% kyseliny
fosfore€né. Po postfiku byl chromatogram zahfivan pfi 120 °C asi 5 minut.
Vznikaly rdzné barevné skvrny.

Dragendorffovo &inidlo podle Muniera

Roztok A: 1,7 g zasaditého dusic¢nanu bismutitého 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 maze byt uchovavan po nékolik mésica v lednici.

Detekeni roztok byl pfipraven rozpusténim 10 g kyseliny vinné v 50 ml
destilované vody a pfidanim 5 ml zasobniho roztoku. Alkaloidy byly po
reakci s detekcnim Cinidlem zbarveny oranzové.

Fast Blue B salt &

Detekéni roztok I: Cerstvé pfipraveny 0,5% vodny roztok Fast Blue B salt
Detekéni roztok I1: 0,1M NaOH

Chromatogram byl nejprve postfikan roztokem |, po uschnuti
chromatogramu roztokem II.

Vznikaly rizné zbarvené skvrny.

Glukoéza — anilin (Schweppovo ¢inidlo) &

Roztok A: 10% vodny roztok glukdzy

Roztok B: 10% ethanolovy roztok anilinu

Cinidlo bylo pfipraveno smichanim roztok( A a B (po 20 ml) a zfed&no na

100 ml n-butanolem. Chromatogram byl zahfivan 10 minut na 115 °C.
Vznikaly Cervené az hnédé skvrny.

D 10: Hexakyanozelezitan draselny — chlorid Zelezity 83

2% roztok chloridu Zelezittho byl smichan s1% roztokem
hexakyanoZelezitanu draselného (1:1). Vznikaji modré skvrny. Cinidlo je
stalé nejdéle 5 minut. Vznikaly modré, resp. Zelené skvrny.

D 11: Hydroxylamin — chlorid zelezity 84
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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.

Detekeni roztok I: byl ziskan smichanim roztoku A s roztokem B v poméru
1:2 a odfiltrovanim vylou€eného chloridu draselného.

Detekeni roztok Il: byl ziskan rozpusténim 10 g chloridu zelezitého ve 20
ml 35% kyseliny chlorovodikové a protfepanim s 200 ml diethyletheru do
vzniku homogenniho roztoku. K detekci byl pouZit nejprve detekeni roztok
[, po uschnuti chromatogramu pak roztok Il. Vznikaly rzné zbarvené
skvrny (hnédofialové-fialove).

D 12: Isatin — octan zine¢naty *°
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 pfidano po
ochlazeni. Chromatogram byl ponechan asi 20 hodin pfi pokojové teploté
a byl pozorovan. PFi pozitivni reakci byly pozorovany rdzové az Cervené
skvrny.

D 13: 1,2-Naftochinon-4-sulfonova kyselina — kyselina chlorista &
0,1 g 1,2-naftochinon-4-sulfonové kyseliny bylo rozpusténo ve 100 mi
smési (20 ml ethanolu + 10 ml 60% kyseliny chloristé + 1 ml formaldehydu
+ 9 ml destilované vody). Po postfiku €inidlem byl chromatogram zahfaty

na 70-80 °C a byly pozorovany rizné barevné skvrny.

D 14: Ninhydrin — kolidin ®’
Roztok A: byl pfipraven smichanim 0,2% roztoku ninhydrinu v 50 mi
absolutniho ethanolu, 10 ml ledové kyseliny octové a 2 ml 2,4,6-kolidinu.
Roztok B: 1% roztok trihydratu dusi¢nanu médnatého v absolutnim
ethanolu. Pfed pouZitim byl smichan roztok A s roztokem B v poméru 5 :
3. Po postfiku byl chromatogram zahfivan pfi 100°C 1-2 minuty. P¥i
pozitivni reakci byly pozorovany ridzné zbarvené skvrny.

D 15: Paulyho &inidlo (diazotovana kyselina sulfanilova) &

4,5 g kyseliny sulfanilové bylo za tepla rozpusténo ve 45 ml kyseliny
chlorovodikové (12 M) a zfedéno vodou na 500 ml. 10 ml tohoto roztoku
bylo ochlazeno v chladni€¢ce a pak knému bylo pfidano 10 mi
ochlazeného 4,5% roztoku dusitanu sodného. Ziskany roztok byl
ponechan 15 minut v chladnice. Bezprostfedné pfed pouZitim byl
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smichan s 20 ml 10% roztoku uhli¢itanu sodného. Pozitivné reagujici latky
tvofily s Cinidlem oranzové skvrny.

D 16: Vanilin — kyselina sirova *
Vanilin (3 g) byl rozpustén v ethanolu (100 ml) a do roztoku pfidana
koncentrovana kyselina sirova (3 ml). Chromatogram byl zahfivan na 110

°C. Vznikaly rizné barevné skvrny.

1.4. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S 1: toluen + ethylformiat + kyselina mravenci = 50 + 40 + 10
(toluen + HCOOEt + HCOOH)

S 2: n-propanol + voda =90 + 10
(PrOH + voda)

1.5. Chromatografické adsorbenty

Kieselgelplatten Merck® , desky 100 x 150 mm
Silufol® s indikatorem UV A = 254nm, desky 100 x 150 mm
Silufol® bez indikatoru , desky 100 x 150 mm
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2. Priprava extrakta

2.1. Material

Plodnice zkoumanych taxonu hub byly nasbirany v ervnu az zafi roku 2002,
systematicky klasifikovany Vychodoceskou mykologickou spole¢nosti (Dr. Véra
Samkova) a pak byly zmraZeny tekutym dusikem a do doby zpracovani
uchovavany v plastikovych kontejnerech v atmosféfe argonu pfi — 23 °C az — 27

oC 90

Tabulka 3: Informace o nalezistich, nalezcich hub o

Cislo Nazev taxonu Misto nalezeni Nalezce
1 Calocybe georgi Cernilov, les Kaltouz p. Solc
2 Peziza vesiculosa Podkrkonosi J. Pravdova
3 |Serpulalacrymans Podorlicko p. Jiruska
4 Panus conchatus Novy Hradec’ Kralové, M. Dobe&ova

les U dvou zavor

5 Russula claroflava Kuks, Braun(v betlém L. Opletal
6 Hebeloma sinapizans . .
v Russula aeruginea . .
8 Russula acrifolia . .
9 Russula pectinata . .
10 |Gomphidius glutinosus * *
11 |Hericium corraloides * *
12 |Agaricus squamulifer * *
13 |Piptoporus betulinus * *

14 Russula paludosa * *

* - Udaje nejsou k dispozici
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2.2. Extrakce drogy a postup pfipravy lyofilizatu

Navazeny vzorek hub (1 g — 10 g podle dostupného mnozstvi) byl po
opétovném zmrazeni tekutym dusikem a rozdrceni extrahovan 70% (w/w) EtOH
(pomér houba (g) : 70% EtOH (ml) = 1 : 15). Extrakce probihala sonikaci
v ultrazvukové lazni pfi laboratorni teploté; pfi stupni intenzity 10, po dobu 10
minut (SONOREX Super 10 P, Bandelin). Extrakt byl odfiltrovan od pevného
podilu, ktery byl promyt jesté 3 x 10 ml 70% ethanolu a opét Zfiltrovan. Spojeny
filtrat byl zahustén na rotaCni odparce za snizeného tlaku (1 kPa) pfi teploté do
50 °C na objem asi 10-15 ml. K zahuSténému extraktu bylo pfidano 5 ml
supercisté vody. Roztok byl Zfiltrovan pfes kfemelinu za snizeného tlaku,
kiemelina byla promyta jest€é 3 x 5 ml superCisté vody. Z extraktu byla
odpafovana voda za snizeného tlaku pfi 50 °C tak dlouho, az mél extrakt
konzistenci medu. Lyofilizace probihala nejméné 3 hodiny. Lyofilizat byl umistén
do exsikatoru nad silikagel, kde doslo k odstranéni posledni zbytkové vody.
Lyofilizovany extrakt byl pfeplnén do vzduchotésné uzaviratelnych lahvicek,
prevrstven argonem a uzavien. Ten byl vychozim materialem pro hodnoceni
tenkovrstvou chromatografii a pro stanoveni antioxida&ni aktivity. %2
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1 - 10 g plodnice houby

extrakce 70% EtOH
(sonikace v UV)

zahus$téni na odparce
(odpareni EtOH; do 50°C)

pfidana supercista voda,
filtrace pres kifemelinu

odpafeni vody do konzistence medu, (do 50°C))

lyofilizace (m‘lrn. 3 hodiny)

v

lyofilizat z houby

Obr. 20: Schéma postupu pripravy lyofilizatu
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2.3. Hodnoceni extraktll TLC a barevnymi reakcemi

Vzorky pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pfipraveny smichanim 10 mg
lyofilizatu a 3,5 ml ethanolu 70 % dale byly ponechany 5 min v ultrazvukove
lazni pfi teploté 25°C a stupni intenzity 10. Vzorky Cislo 2, 4, 5, 7, 8, 9 byly ve
formé suspenzi a ostatni byly roztoky. Nékteré byly zbarvené: vzorek Cislo 2 —
rezavohnéde, vzorek Cislo 12 — hnédé, vzorek Cislo 13 — svétlehnédé a vzorek
Cislo 14 — ruzové. Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna
vzestupnym zpusobem v chromatografickych komorach sycenych 60 minut
(standardni  chromatografické = komory)  parami  elu¢nich  soustav.
Chromatogramy byly ponechany v elu¢ni soustavé S1 25 min a v soustavé S2
60 min.

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 mm

Draha: 80 mm

Soustavy: S 1. (Toluen+ HCOOEt+ HCOOH =50 + 40 + 10)
S2: (PrOH+ H,O =90 + 10)

Vyvijeni: 1x

Detekce: D1 -D16
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Detekce pod UV A=254 nm

Obr.21:S-1,D-1

Obr.22:5-2,D-1
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Detekce pod UV A=366 nm

Obr.23:S-1,D-2

Obr.24:S5-1,D-2
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Detekce na steroly, steroidy a triterpeny

Obr.25:S-1,D-3

Obr.26:S-2,D-3
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Detekce na cukry, steroidy, terpeny

e
Obr.27:S-1,D-4

Obr.28:5-2,D-4
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Detekce na fenolické slou€¢eniny

Obr.29:S-1,D-5

Obr.30:S-2,D-5
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Detekce na cukry

Obr.31:S-1,D-6

Obr.32:S-2,D-6
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Detekce na alkaloidy

Obr.33:S-1,D-7

Obr.34:5-2,D-7
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Detekce na fenolické slou€¢eniny

Obr.35:5-1,D-8

Obr.36:S-2,D-8
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Detekce na karboxylové kyseliny

Obr.37:S-1,D-9

Obr.38:5-2,D-9
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latky (fenoly, aminy,...)

jici

Detekce na reduku

Obr.39:S-1,D-10

-10

-2,D

Obr. 40: S
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Detekce na laktony

Obr.41:s-1,D-11

Obr.42:S-2,D-11
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Detekce na aminokyseliny

Obr.43:S-1,D-12

Obr.44:S5-2,D-12
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Detekce na steroly

s
Obr.46:S-2,D-13

bS5 s g
Obr.45:S5-1,D-13
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Detekce na aminokyseliny

Obr.47:S-1,D-14

Obr.48:S5-2,D-14
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Detekce na fenoly a aminy

Obr.49:S-1,D-15

Obr.50:S-2,D-15
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Detekce na fenoly, steroidy, vyssi alkoholy a tékavé latky

- 3

Obr. 51:S - 17, D-16

Obr.52:S5-2,D-16
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2.3.1. Vyhodnoceni reakci na detekce D1 -D 16

Vysveétlivky k tabulce 4 - 7

ST + pozitivni reakce pfi detekci na startu

ST 0 po detekci nebyla pozorovana pozitivni reakce na startu

X+
0

pocet pozitivnich reakci na detekci na draze (X=1,2,3...)

Zadna pozitivni reakce na detekci na draze
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Tabulka 4: Pozitivni reakce na detekce u sledovanych taxont

79

>

§ — (qV] — (qV]

g | Taxon " 0 " % ” " " a " o

2 o o N N o o 3 S © ©
Q ()] ()] ()] ()] ()] ()] ()] ()] ()] ()]
1. |Calocybe gambosa ST+ 0 |ST+0 |[ST0O,0 [STO0,0 |ST+0 |ST0,0 |ST+ 0 |ST+2+|ST+0 |ST+0
2. |Peziza vesiculosa ST+, 0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |[ST+0 |ST+ 2+ |ST+0 |[ST+0
3. |Serpula lacrymans ST+ 0 |ST+0 |STO0,0 [STO0,0 [ST+0 |ST+0 [ST+0 |ST+ 4+ ST+ 0 |[ST+ 1+
4. |Panus conchatus ST+ 0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |[ST+0 |ST+0 [ST+0 |ST+ 2+ ST+ 0 |[ST+ 1+
5. |Russula claroflava ST+ 0 |STO,0 |ST+0 |ST+ 1+ |ST+, 0 |ST+ 1+ ST+ 0 |ST+ 4+ |ST+ 0 |ST+0
6. |Hebelomasinapizans |ST+,0 |ST+0 |ST+ 0 |ST+ 2+ |[ST0,0 |ST+ 0 |ST+,0 |ST+2+|ST0,0 [ST+0
7. |Russula aeruginea ST+ 0 |ST+0 |[ST+0 |[ST+ 1+ |ST0,0 |ST+0 |ST+ 0 |ST+2+|STO0,0 |[ST+0
8. |Russula acrifolia ST+0 |ST+0 |[ST+0 |ST+ 1+ |ST+0 |ST+0 |[ST+ 0 |[ST+ 3+ |STO,0 |[ST+ 1+
9. |Russula pectinata ST+ 0 |ST+0 |[ST+ 1+ ST+ 0 |ST0,0 |ST0,0 |ST+ 0 |ST+ 2+ |ST+ 0 |ST+0
10. | Gomphidius glutinosus | ST +,0 |ST+,0 [ST+,0 |ST+, 1+ ST+ 0 |ST+0 |ST+0 |[ST+3+ |[ST+0 |ST+ 1+
11. |Hericium coralloides |sT+,0 |STO0,0 |[ST+0 |[ST+0 |STO0,0 [STO0,0 |STO,0 |STO,0+ |[STO0,0 |STO,0
12. |Agaricus squamulifer |ST+ 0 |ST+ 0 |[ST+0 |ST+0 |[ST+0 |[ST+0 |ST+0 |ST+ 2+ |ST+ 0 |[ST+, 1+
13. |Piptoporus betulinus |ST+,0 |ST+ 0 |[ST+ 0 |ST+0, [ST+0 |[ST+0 |ST+0 |ST+ 2+ |ST+, 1+ |ST+, 1+
14. | Russula paludosa ST+ 0 |ST+0 |[ST+0 |[ST+ 2+ |ST+0 |ST+0 |ST+, ST+, 3+ |ST+0 |[ST+0
Detelfovatelné § § § § o> o> o> o> A .
Skupiny Lo (Lo e s 125 |22 |52 |52

2E |3E |3E |3E |Ez |§E2 |§E2 |§E2 |£§5 |¢5&




Tabulka 5: Pozitivni reakce na detekce u sledovanych taxont

<9

>
C
2 — ™~ — AN H ™ — (qV] - N
) Taxon n n %) n n n 7)) wn n n
ke o) o) . . o o . . — —
) — — o o — — o o — —
O a) a) a) a) a) a) a) a) a) a)
1. | Calocybe gambosa ST0,0 |[STO,0 [STO,0 [STO0,0 |ST+0 |ST+0 [STO,0 |[STO,0 |ST+0 |[STO,0
2. | Peziza vesiculosa ST+ 0 |ST+0 |STO0,0 |STO,0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+0
3. |Serpula lacrymans STO0,0 |STO,2+ |STO00 |[STO0,0 |ST+, 1+ ST+, 3+ |ST+0 |ST+0 |ST+0 |ST+0
4. |Panus conchatus ST+0 |ST+0 |ST0,0 [STO,0 |ST+0 |ST+0 |STO,0 |ST+0 |[ST+ 0 |STO,0
5. |Russula claroflava ST+,0 |ST+ 1+ |ST0,0 [STO,0 |ST+0 |ST+ 1+ |ST0,0 |ST0,0 [ST+ 0 |STO,0
6. |Hebelomasinapizans |ST+,0 [ST+ 1+ |ST0,0 |STO0,0 |[ST+0 |ST+0 |STO0,0 [STO,0 |ST+0 |STO,0
7. | Russula aeruginea ST+ 0 |ST+0 |[STO0,0 [ST0,0 |STO,0 |ST+0 [STO,0 |[STO,0 |ST+0 |[STO,0
8. |Russula acrifolia ST+ 0 |ST+ 1+ |ST0,0 |[STO,0 |ST+ 1+ ST+, 1+ |ST0,0 |ST+ 0 |[ST+0 |STO0,0
9. |Russula pectinata ST0,0 |ST+0 |[STO,0 [STO0,0 |STO,0 |STO,0 |STO,0 |STO,0 |STO,0 |ST+0
10 | Gomphidius glutinosus |ST+,0 |ST+,1+ |[ST0,0 |ST0,0 [ST+ 0 |[STO,1+ (ST0,0 |ST0,0 |STO0,0 |STO,0
11 | Hericium coralloides ST0,0 |ST+,0 |STO,0 |[STO,0 |STO,0 |ST+0 |STO,0 [STO,0 [STO,0 [STO,0
12 | Agaricus squamulifer  {ST0,0 |[STO0,1+ [ST0,0 |STO0,0 |ST+ 0 |ST+ 1+ ST+ 0 |ST+0 |ST+0 |STO,0
13 | Piptoporus betulinus ST+ 0 |ST+0 |ST0,0 (STO,0 |ST+0 |ST+ 1+ |ST+0 |ST0,0 [ST+ 0 |STO0,0
14 | Russula paludosa ST+ 0 |ST+0 |ST0,0 [STO,0 |ST+0 |[STO,1+ |ST+ 0 |ST+0 |[ST+0 |STO0,0
Detekovatelné 2~ |8~ s s S s
Skupiny > o P > > 25> 2> 8E S E 2 =
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Tabulka 6: Pozitivni reakce na detekce u sledovanych taxont
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O a) a) o) a) o) a) o) o) o) o)
1. |Calocybe gambosa ST+,5+ |ST+,0 |ST+,0 |[ST+, 1+ |ST+,0 |[ST+ 1+ |ST+ 0 |ST+0 ST+, 1+ |STO,0
2. |Peziza vesiculosa ST+,6+ |ST+ 0 |ST+ 0 |ST+,2+ |ST+ 0 |[ST+ 2+ |ST0,0 [STO,0 ST+, 2+ |ST+,0
3. |Serpula lacrymans ST+,0 |ST+ 3+ |ST+,0 |ST+ 2+ |ST+0 |ST+ 1+ [ST0,0 [STO,0 ST+, 1+ |ST+,0
4. |Panus conchatus ST+,2+ |STO,1+ |ST+,0 |ST+, 2+ ST+ 0 |ST0,0 |STO,0 |STO,0 STO, 1+ |STO,0
5. |Russula claroflava ST+, 1+ |STO,2+ |ST+,0 |ST+ 2+ |ST+ 0 |[STO,1+ |[ST0,0 |STO,0 STO,3+ |STO0,0
6. |Hebeloma sinapizans |ST +, 6+ [STO, 1+ |ST+, 1+ |ST +, 4+ |ST +, 1+ |ST 0,2+ |STO, 1+ |STO, 3+ STO0,3+ |STO,0
7. |Russula aeruginea ST+,5+ |STO,3+ |ST+,0 |ST+, 4+ |[ST+ 0 |STO,2+ |ST+, 1+ |STO, 2+ ST+, 4+ |STO,0
8. |Russula acrifolia ST+, 1+ |ST+, 4+ [ST+ 0 |ST+,3+ ST+ 0 |ST+2+ |STO,1+ [STO,0 ST+, 3+ |ST+0
9. |Russula pectinata ST+,5+ |ST+,2+ |ST+,0 |ST+ 3+ |ST+, 1+ |ST+,2+ |STO, 1+ |STO0, 2+ ST+,2+ |ST+,0
10. | Gomphidius glutinosus | ST +, 6+ |ST +, 1+ [ST+,0 |[ST+,0 |ST+ 0 |[ST+,3+ |ST0,0 |STO0,0 ST+, 2+ |ST+0
11. |Hericium coralloides |[ST+,0 [STO,1+ [ST+, 0 |ST+ 3+ ST+ 0 |[ST0,0 [STO0,0 [STO,0 STO, 2+ |STO,0
12. |Agaricus squamulifer |ST 0,0 |ST+, 1+ |[ST+,0 |ST+, 1+ |ST+,0 |[ST+,2+ |ST0,0 |STO0,0 STO,3+ |STO,0
13. | Piptoporus betulinus |ST O, 1+ |ST+, 1+ |[ST+,0 |ST+,3+ |ST+,0 [ST0,0 |[STO0,0 |STO,0 STO,3+ |ST+,0
14. |Russula paludosa STO0,0 |ST+, 1+ |ST+,0 |ST+, 2+ ST+, 0 |ST+ 1+ |ST+ 0 |STO0,0 STO,2+ |STO,0
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2.4. Stanoveni antioxidaéni aktivity DPPH testem

2.4.1. Postup prace

DPPH radikal (3,90 mg) byl rozpustén v 95% EtOH (52,0 ml) a pak
doplnén vodou na 100,0 ml. Tak vznikl roztok DPPH radikalu v 50% EtOH.
Roztok byl zbaven bublinek vzduchu ponechanim po dobu 5 minut
v ultrazvukové lazni. Roztok byl chranén pred svétlem a kazdy den pfipraven
novy. Porovnavacim vzorkem (slepym vzorkem) byl 50% EtOH. Méfeny vzorek
byl pfipraven rozpusténim lyofilizatu v 50% EtOH, aby vznikla koncentrace
1mg/1ml. Dale byly pfipraveny koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml a 0,1 mg/ml.
Jak slepy vzorek, tak roztoky méfenych vzorki byly také odvzdusnény v
ultrazvukové lazni. Po nasati roztoku DPPH (30 pl) pfistrojem SIA mezi dvé
zény méfeného vzorku (po 25 ul ), resp. slepého vzorku, doslo k reakci. Byla
zmérfena absorbance pfi A = 525 nm.

Antioxidaéni ucinek byl vyjadifen v % poklesu absorbance oproti slepému
vzorku. Jednotlivé naméfené udaje jsou uvedeny u kazdého taxonu v tabulce a
vyhodnoceny v grafu.
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Hodnoty namérenych antioxidacnich aktivit u sledovanych taxonu

Tabulka 7: Peziza vesiculosa Bull. ex St. Amans

Koncentrace(mg/ml) Pokles absorbance (%)
1,0 40,99
0,5 25,55
0,25 14,6
0,1 8,6

Graf 1: Peziza vesiculosa Bull. ex St. Amans
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Tabulka 8: Agaricus squamulifer (F. H. Mgller) Pilat

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1,0 57,32
0,5 33,83
0,25 10,72
0,1 2,36

Graf 2: Agaricus squamulifer (F. H. Mgller) Pilat
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Tabulka 9:

Hebeloma sinapizans (Paulet ex Fr.) Gillet

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1,0 21,37
0,5 10,61
0,25 5,30
0,1 1,20

Graf 3: Hebeloma sinapizans (Paulet ex Fr.) Gillet
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Tabulka 10: Calocybe georgii (L.) Kiihner ex Kalamees

Koncentrace (mg/ml)

Pokles absorbance (%)

1,0 24,86
0,5 15,80
0,25 6,36
0,1 5,02

Graf 4: Calocybe georgii (L.) Kiihner ex Kalamees
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Tabulka 11: Serpula lacrymans (Wulfen.:Fr.) J. Schrét

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1,0 80,06
0,5 71,44
0,25 42,54
0,1 20,04

Graf 5: Serpula lacrymans (Wulfen.: Fr.) J. Schrot.
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Tabulka 12: Gomphidius glutinosus (Schaeff.) Fr.

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1,0 18,49
0,5 4,60
0,25 8,04
0,1 6,93

Graf 6: Gomphidius glutinosus (Schaeff.) Fr.
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Tabulka 13: Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr.

1,0 13,13
0,5 6,06
0,25 5,27
0,1 3,44

Graf 7: Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr.
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Tabulka 14: Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.) P. Karst

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1,0 27,81
0,5 18,55
0,25 8,81
0,1 4,02

Graf 8: Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.) P. Karst
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Tabulka 15: Hericium coralloides (Scop.) ex S.F.Gray

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1,0 4,99
0,5 2,22
0,25 1,27
0,1 0,1

Graf 9: Hericium coralloides (Scop.) ex S.F.Gray
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Tabulka 16: Russula claroflava Grove

1,0 24,67
0,5 15,05
0,25 10,66
0,1 6,35

Graf 10: Russula claroflava Grove
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Tabulka 17: Russula aeruginea Lindbl. ex Fr.

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1,0 6,43
0,5 4,11
0,25 3,86
0,1 3,35

Graf 11: Russula aeruginea Lindbl. ex Fr.
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Tabulka 18: Russula acrifolia Romagn.

Koncentrace (mg/ml)

Pokles absorbance (%)

1,0 11,11
0,5 6,77
0,25 5,04
0,1 3,11

Graf 12: Russula acrifolia Romagn.
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Tabulka 19: Russula pectinata (Bull. ex St. Am.) Fr.

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1 1,56
0,5 1,04
0,25 0,59
0,1 0,39

Graf 13: Russula pectinata (Bull. ex St. Am.)Fr.
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Tabulka 20: Russula paludosa Britz.

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%)
1 32,51
0,5 21,38
0,25 11,32
0,1 5,21

Graf 14: Russula paludosa Britz.
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Antioxidacni aktivita (%)
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Antioxidacni aktivita (%)
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V. DISKUSE

Tato prace byla vytvofena s cilem zjistit taxony hub, jejichz extrakty
vykazuji signifikantni hodnoty antioxida¢nich aktivit. Je soucasti Sirokého
fytochemicko — farmaceutického vyzkumu vysSich hub a rostlin, probihajiciho
na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie. PfedloZzena prace je soucasti
prvotniho screeningu a v budoucnu muzZe poslouzit jako voditko kizolaci a
identifikaci vlastnich slou€enin s antioxida¢ni aktivitou nebo pfipadné
k purifikaci u€innych extrakt( hub.

Antioxida¢né ucinné latky pusobi proti oxidaCnimu stresu, ktery vznika pfi
nefyziologickém nadbytku kyslikovych a dusikovych radikald v tkanich. Tyto
volné radikaly a vznikly oxidacCni stres jsou v nékterych pfipadech i prvotnim
faktorem vzniku onemocnéni a uplatiuji se v progresi fady chorob (viz. Tabulka
2, str. 31 ). Antioxidancia se tak mohou uplatnit jako soucast terapie nékterych
onemocnéni i v prevenci jejich vzniku. Jsou v dneSni dobé& velmi rozSifena a
setkame se s nimi i ve formé fady potravinovych doplfika. Védecky zajem o né
neustale stoupa a probihaji mnohé nové vyzkumné prace v této oblasti.

Proto bylo hlavnim zamérem projektu katedry vypracovat efektivni
lyofilizaCni metodu pro pfipravu extraktl, zjistit optimalni chromatografické
soustavy pro zakladni hodnoceni téchto lyofilizatl pomoci TLC a podilet se na
vypracovani rychlé screeningové metody antioxida¢ni aktivity lyofilizatu.

Zkoumanym materialem byly plodnice hub. Zpracovani €erstvych plodnic
byva problematické, v pfipadé suSeni materidlu je zde riziko zmény povahy
obsahovych latek, a stejné tak i pfi extrakci za zvySené teploty. Idealni mozZnosti
je zmrazeni tekutym dusikem a nasledna extrakce ethanolem v aparatufe
umozAujici praci v inertnim prostredi (dusik nebo argon). Tim by se zaijistilo, ze
se pfi extrakci nebudou latky rozkladat. OvSem pro rutinni praci je tento postup
nerealizovatelny. Proto byl jako optimalni zvolen tento postup: plodnice byly
nejdfive zmrazeny tekutym dusikem a do doby zpracovani uchovany
v plastikovych kontejnerech v atmosféfe argonu pfi teploté — 23 °C az — 27 °C,,
dale rozdrceny (s pouzitim mixéru), rozetfeny s tekutym dusikem a extrahovany
70 % EtOH sonikaci v UV. 70% EtOH byl pouzit jako optimalni rozpoustédlo na
zakladé predchozich pokusU; ackoliv jeho koncentrace pfi tomto postupu klesne
zhruba na 65 %, je tato koncentrace dostacujici pro extrakci jak polarnich tak
méné polarnich latek, coz lze dokumentovat tim, Ze pfi zahuStovani takto
vzniklych extraktt (po odstranéni EtOH) se v nékterych pfipadech vyloucilo
znatelné mnozstvi lipidu (podle reakce na TLC).

OvSem i pfi tomto postupu byl zdokumentovan pfipad, kdy doSlo k rozkladu
nékterych obsahovych latek hub, napf. izolace oranZovych seskviterpenickych
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latek z ryzce pravého (Lactarius deliciosus L.). ®*Tyto latky byly velmi citlivé a
extrakce plodnic musela byt provadéna v inertni atmosféfe CO..

Vyvstava tedy moznost, ze nékteré latky nebyly zachyceny a rozlozZily se.

Lyofilizace byla uspésna; v pfevazujici vétsiné pripadl byly ziskany praskovité
lyofilizaty. V pfipadé, kdy plodnice obsahovaly vys8Si mnozZstvi tékavych
vonnych komponent (kapalného charakteru), se nepodafilo pfipravit lyofilizat
v praskovém stavu, ale byl vysoce viskdzni. Prozatim neexistuje Zzadny
technologicky postup, ktery by umoznil tento problém odstranit.
Vysledkem se stal ve vétSiné pfipadu kypry lyofilizat dobfe rozpustny v 70%
EtOH, kromé& nékolika vzorkl: Cislo 2, 4, 5, 7, 8, 9, u nichz byla ziskana
suspenze. Nékteré vzorky byly zbarvené: vzorek Cislo 2 — rezavohnédé, vzorek
Cislo 12 — hnédé, vzorek Cislo 13 — svétlehnédé a vzorek Cislo 14 — rizove.

K hodnoceni obsahovych latek ethanolickych extraktd hub byla
provedena separace s vyuzitim tenkovrstvé chromatografie (TLC) a identifikace
skupinovych strukturnich typu selektivnimi detekcemi. K vyvijeni byly pouzity
dva typy soustav, které vzeSly z pfedchoziho Sirokého studia. Hlavni
podminkou pro dané soustavy byla dobra separaCni schopnost pfitomnych
latek v extraktu. Soustava S1 (toluen + HCOOEt + HCOOH = 50 + 40 + 10)
délila latky mirné az stfedné polarni, soustava S2 (n-PrOH + voda = 90 + 10) je
vhodna naopak pro latky polarni, jak bylo ukazano pfi chromatografii
aminokyselin ®, pfi jejichZ déleni se velmi vhodné& uplatnila.

Ucelenych publikaci o obsahovych latkach hub neni mnoho. Vyzkum byl
zaméfovan nejprve na houby jedlé, které jsou pro Cclovéka zdrojem
aminokyselin, vitamind, minerald a diky nizké vyzivné hodnoté mohou byt i
vhodnym dietetikem, u nich byla hodnocena povaha a mnozstvi téchto
pFiznivych komponent, ale i toxickych tézkych kovu, které maji houby schopnost
akumulovat.

OvSem v poslednich desetiletich vzrista zajem o houby z hlediska
SirSiho spektra ucCinnych latek a zvySil se pocCet publikovanych odbornych
¢lanku zabyvaijicich se touto problematikou. Byly zjistény ucinky primarnich a
sekundarni metabolitd hub, jez vykazuji vyraznou aktivitu antioxidacni (napf.
triterpeny z Ganoderma lucidum), antibakterialni (napf. ganomycin z
Ganoderma pfeifferi Bres), antivirové (napf. lentinany z Lentinus edodes),
cytostatickou (extrakty z Piptoporus betulinus), imunosupresivni (napf.
ergosterolperoxid z Tricholoma populinum), protizanétlivou (lanostany z
Piptoporus betulinus), antiaterogenni (extrakty z Pleurotus ostreatus a
Auricularia auricularia-judae (Bull.:Fr.) a hypoglykemickou (polysacharidova
frakce Ganoderma frondosa). Minimalné 650 druh( hub z hetero- a homo-
basidiomycetes obsahuje protinadorové a imunostimulaéni polysacharidy. *°
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Z nami studovanych taxonud se mlizeme zminit napfiklad o latkach typu
glukanu (1-3- a 1-6 D-frakce glukan() a lektinu izolovanych z rodu Agaricus, u
nichz byla prokazana selektivni cytotoxicita k nadorovym burfikam, tumoricidni a
imunomodulac¢ni aktivita, dale tzv. agaricoglycerid A, pfi jehoz podani byla
pozorovana analgésie in vivo modelu. Z dalSich jsou to napfiklad nematicidné
aktivni smési mastnych kyselin z druhu Hericium coralloides, hypoglykemizujici
ucinky Calocybe georgii, antibioticky ucinné latky ze Serpula lacrymans, NK-kB
aktivita  sekundarnich  metabolitt  Panus conchatus, protizanétlivé,
protirakovinné, antibiotické a dalSi ucinky obsahovych latek Piptoporus
betulinus.

Na zakladé provedenych tenkovrstvych chromatografii miZzeme vyvodit
nasledujici zavéry:

Obsah méné polarnich latek byl u vSech taxonl vyrovnany. Obsah vice
polarnich latek byl nejvy8Si u taxond Hebeloma sinapizans, Gomphidius
glutinosus a Russula claroflava a u ostatnich byl totozny. Z hlediska vyskytu
primarnich metabolitl je nejvyraznéjsi vyskyt volnych aminokyselin, jak se
ukazalo po detekci D 14: Ninhydrin — kolidin, (obr. 47, 48). Tyto latky jsou
vyrazné zejména po pouziti soustavy S 2 a vyskytly se prakticky ve vSech
lyofilizatech. Podobné je tomu i v pfipadé sacharidi (polarni soustava S 2 —
detekce D 6: difenylamin — anilin — kys. fosfore€¢na), (obr. 32). Detekce D4:
anisaldehyd — kys. sirova, (obr. 27, 28), ktera je v literatufe uvadéna rovnéz pro
detekci sacharidu, ukazuje, Zze detekuje i jiné nez-li pouze cukerné latky, jak lze
zjistit z vyznamného rozdilu pfi pouziti obou chromatografickych soustav.

Z hlediska sekundarnich metabolitl byla vénovana pozornost zakladnim
skupinam latek, které mohou byt v téchto houbach pfitomny. Z hlediska vyskytu
alkaloidu byla pozitivni reakce pfi detekci D 7: Dragendorffovo Cinidlo v polarni
soustavé S 2, (obr. 34) pozorovany jak na startu tak s velmi nizkymi hodnotami
Rf u taxonl Peziza vesiculosa, Serpula lacrymans, Russula acrifolia, Russula
pectinata, Gomphidius glutinosus, Agaricus squamulifer a Piptoporus betulinus.
Pfi pouziti S1 doslo k reakci pouze na startu.

Pfi detekci na fenolické latky (D 5: Gibbsovo Cinidlo, obr. 29 a 30) byly
vSechny reakce negativni. Je v8ak otazkou, zda tento vysledek mizeme
pokladat za reprezentativni, mizeme se pfiklonit k tomu, Ze v pribéhu detekce
doSlo k chybé. U detekce D 8: Fast Blue B salt, téz na fenolické latky, byly
zietelné reakce predevSim v soustavé S 2 (obr. 36).

Na dalSi detekci na pfitomnost amind a fenold D 15: Paulyho ¢inidlo byly
vyrazné reakce u vSech taxonl kromé druhu Calocybe georgii v soustavé S 2
(obr. 50).

DalSi detekce na redukéni latky, které zahrnuiji i latky fenolické, poskytla

pomérné velké mnozstvi barevnych zén (D 10: hexakyanoZelezitan draselny —
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chlorid zelezity), a to zejména pfi pouziti polarni soustavy (obr. 40). Z této
reakce nemulizeme odvodit povahu reagujicich latek, protoZze velka skupina
latek pfitomnych v houbach bude tuto reakci poskytovat.

Vyznamné vysledky byly dosazeny pfi detekci na steroly a triterpeny (D
13 : 1,2-naftochinon-4-sulfonova kys. — kys. chlorista), (obr. 45, 46), a to témér
u vSech taxonU a pfi pouziti obou soustav.

Z hlediska vyskytu karboxylovych kyselin nebyla detekce D 9
(obr. 37, 38) pfili§ pfesvédciva. Pozitivné reagovaly latky pouze na startu, atou
nasledujicich taxont Peziza vesiculosa, Serpula lacrymans, Panus conchatus,
Russula aeruginea, Agaricus squamulifer, Piptoporus betulinus a Russula
paludosa.

Pro screening antioxidaCni aktivity byla vybrana metoda vyuzivajici
zhaSeni DPPH radikalu. Tato metoda je jednou z nejpouzivanéjSich pro
jednoduchy screening antioxidacnich aktivit pfirodnich latek. Je snadno
proveditelna, prakticky nenarocna, jeji nevyhodou v praktickém provedeni je
doba testu jednoho vzorku (30 min.).

Instrumentalni metoda pouzita v této praci vyuzila Sirokych moznosti SIA
pomoci pristroje FIAlab™ (ALITEA® USA). Tato metoda pouzivd malého
mnozstvi vzorku (50 ul), pribéh reakce je rychly, odecitani vysledku po 30 s.
Zmeéfeni jednoho vzorku a sestrojeni kfivky pribéhu antioxida¢ni reakce netrva
u jednoho vzorku déle nez 20 minut. Jedna se o metodu velmi vhodnou pro
Siroky screening. Koncentrace, které byly pouzity v tomto testu se pohybovaly
v rozmezi 0,1 az 1,0 mg/ml lyofilizatu.

Pfi tomto provedeni testu se jako nejucinngjSi jevil extrakt z taxonu
Serpula lacrymans (tabulka 11) a jako druhy v pofadi extrakt z Agaricus
squamulifer (tabulka 8). Tyto extrakty vykazaly také charakteristicky
exponencialni pribéh. DalSimi relativné antioxidacné uc€innymi taxony jsou
Peziza vesiculosa (tabulka 7), Hebeloma sinapizans (tabulka 9), Calocybe
georgii (tabulka 10), Piptoporus betulinus (tabulka 14), Rusula claroflava
(tabulka 16) a Russula paludosa (tabulka 20). Méné aktivni byly Gomphidius
glutinosus (tabulka 12) a Panus conchatus (tabulka 13). Velmi malo aktivni byly
Russula acrifolia (tabulka 18), Russula aeruginea (tabulka 17), Russula
pectinata (tabulka 19) a Hericium coralloides (tabulka 15). U téchto stfedné a
malo aktivnich extraktd byla kfivka antioxidacniho procesu témeér vzdy
exponencialni.

Na zakladé chromatografickych analyz Ize usoudit, Ze se v lyofilizatech
vyskytuji pfedevsim latky typu sterol(, fenoll, amina a terpen(, coz je v souladu
s vysledky publikovanymi v literatufe. Vyvinuta SIA metoda vyuzivajici DPPH
testu je optimalni pro rutinni antioxidaéni screening a pro rychly vybér pozitivhé
ucinnych extraktu z hub.
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VI.SOUHRN

V ramci mé diplomové prace bylo zpracovano 14 taxona hub rostoucich na
uzemi Ceské republiky a z nich pfipraveno $etrnou metodou za standardnich
podminek 14 lyofilizovanych extraktd. Tyto ethanolické extrakty hub byly
podrobeny separaci s vyuzitim tenkovrstvé chromatografie (TLC) a identifikaci
skupinovych strukturnich typu selektivnimi detekcemi. Byl prokazan zejména
vyskyt latek typu steroll, fenoltd, aminl a terpend. Dale byl proveden screening
antioxidacni aktivity pomoci DPPH testu. NejvysSi aktivita byla zaznamenana u
taxonu Serpula lacrymans.
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VIl. ANNOTATION OF THE DIPLOMA THESIS

The scope of my diploma thesis was processing of 14 mushroom taxons
that grow in the Czech Republic and preparation of their lyophylised extracts in
standard conditions. Ethanolic mushroom extracts were separated using the
Thin-Layer Chromatography (TLC) and specific structures were identified by
selective group detections. The presence of substances such as sterols,
phenols, amines and terpenoids was proved. Screening of antioxidant activity
with DPPH test was also made. The highest activity was observed in the taxon
Serpula lacrymans.
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