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I. ÚVOD 

 

 

Houby (Fungi) jsou velmi různorodá a bohatá skupina organismů. 

V přírodě se setkáme s nesčetným počtem druhů hub, předpokládá se 

existence aţ 1,5 milionů druhů hub, z nichţ bylo dodnes popsáno pouze 5 %, tj. 

70 000 druhů (Alexopoulos, 1996). 1 

Houby jsou eukaryotní organismy, které neobsahují fotosyntetické 

barvivo chlorofyl. Vyţivují se heterotrofně, tudíţ musí přijímat potravu v hotové 

organické formě, kterou dále přeměňují dle potřeby.  

Některé z nich jsou parazité, kteří berou potravu rostlinám i ţivočichům, 

včetně člověka. Osidlují je, poškozují, oslabují a mnohdy jsou původci četných 

onemocnění, a dokonce je mohou zcela zničit.  

Další skupinou jsou houby saprofytické, které vyuţívají neţivé hmoty, 

často poškozují potraviny, ale i jiné materiály, jako např. dřevo, jeţ často 

napadá dřevomorka domácí. Některé z nich nám mohou být prospěšné, jako 

třeba ušlechtilé plísně, které vyuţíváme při výrobě sýrů, piva, kyseliny 

citronové, ale i řady léčiv. 2 

Třetí skupinou jsou houby mykorrhizní (symbiotrofní), které ţijí v těsném 

kontaktu s různými zelenými rostlinami, zejména stromy. Jejich souţití 

(symbióza) je pro oba partnery výhodné, neboť si navzájem vyměňují některé  

pro ţivot nezbytné látky. Houba poskytuje rostlině rozsáhlý systém pro vedení 

vody obsahující anorganické látky z půdy a získává od ní asimiláty a růstové 

látky.  

Houby mají v přírodě velký biologický a ekologický význam, jsou součástí 

přírodního koloběhu látek a známými reducenty odumřelé organické hmoty 

(saprofytické druhy), dále konzumenty ještě ţivé organické hmoty (paraziti), a 

mnohé druhy mají téţ důleţitou roli při obnově lesů. 3 

K houbám řadíme makromycety, také nazývané kloboukaté houby, které 

mají tělo rozlišené na podhoubí a plodnici, dále četné drobnohledné organismy 

(mikromycety), jako jsou kvasinky, rzi, sněti, padlí, pravé i nepravé plísně. Vyšší 

houby (Eumycota) dělíme na tři třídy: houby stopkovýtrusé (Basidiomycetes), 

z nichţ většina jsou makromycety s výjimkou rzí, dále vřeckovýtrusé 

(Ascomycetes) a houby spájivé (Zygomycetes). Vyšší houby jsou hlavními 

objekty této práce a bude o nich blíţe pojednáno. 

Vlastní houbou je stélka hub (thallus) tvořená vlákny (hyfy), která je u 

hub vřeckovýtrusých a stopkovýtrusých mnohobuněčná a vytváří podhoubí 

(mycelium), jeţ se rozrůstá v půdě a dalších substrátech a dorůstá v nadzemní 

plodnici (sporokarp, karpofor). Podhoubí často vytváří kompaktní útvary 
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rhizomorfy, coţ jsou silné provazce dorůstající do značné délky a umoţňující 

rozrůstat se do okolí, anebo hlízovité útvary sklerocia, které zajistí houbě přeţití 

za nepříznivých podmínek. Vlákna podhoubí dorůstají délky tisíce m, u 

pravých hub jsou přehrádkovaná, a mají uprostřed sept otvor (porus), který je u 

stopkovýtrusých hub charakteristicky soudkovatého tvaru. Plodnice hub mohou 

být velmi malé a naopak mohou dorůstat do hmotnosti i několika kilogramů. 

Nejdůleţitější částí plodnice je rouškonoš (hymenofor), který nese výtrusorodé 

rouško (hymenium), v němţ vznikají výtrusy (spory) zajišťující rozmnoţování. U 

třídy vřeckovýtrusých hub (Ascomycetes) vznikají spory (ascospory) uvnitř 

mikroskopických vřecek (asci) a u stopkovýtrusých hub  (Basidiomycetes) na 

stopečkách protáhlých buněk (basidii). Spory jsou tvarově i barevně velmi 

různorodé, velmi lehké a jsou unášeny větrem, a tak zajišťují rozšiřování 

druhu. 4 

Charakteristickou sloţkou všech buněčných stěn hub je chitin, jedná se o 

poly-N-acetylglukosamin. Obsah chitinu často způsobuje těţkou stravitelnost 

některých druhů hub, ale také podporuje peristaltiku střev. Tělo hub je z 95 % 

tvořeno vodou, dále jsou přítomny AMK, peptidy a bílkoviny v 0,3-3,5 % 

hmotnosti, jednoduché i sloţené cukry (glykogen, mannan, galaktany, 

trehalóza, ribóza, cukerné alkoholy jako např. volemitol, sorbitol, erythritol, 

arabitol), které tvoří aţ 6 % váhy. Z tuků jsou to hlavně glyceridy, oleje, vosky, 

glykolipidy, fosfolipidy, steroidy, které jsou přítomny v mnoţství přibliţně 1 %. 

Mají úlohu rezervních látek. Z dalších látek jsou to např. minerální látky (např. 

draslík, fosfor), terpeny, steroidy, aromatické sloučeniny, alkaloidy, organické 

kyseliny a také vitaminy (karotenoidy). 5  

Houby svým obsahem bílkovin stojí v pořadí za masem a rybami, a proto 

jsou také často nazývány ,,maso lesů―. Nemají zvláštní výţivnou hodnotu, ale 

jsou pro člověka významným zdrojem minerálních látek, trávicích enzymů, 

vitaminů a dalších biofaktorů. Charakteristická vůně patří k rozhodujícím 

faktorům, způsobujícím mimořádnou oblibu hub jako potravin a pochutin. Vůni 

udává specifická kombinace látek těkavých a netěkavých, jedná se o stovky 

různých typů sloučenin. 6  

V posledních desetiletích vzrůstá zájem o houby z hlediska výzkumného. 

Jeví se jako potencionální zdroj zdraví prospěšných látek. Jedná se o primární 

a sekundární metabolity hub, jeţ mají výraznou aktivitu antioxidační (např. 

triterpeny Ganoderma lucidum), antibakteriální (např. ganomycin Ganoderma 

pfeifferi Bres), antivirové (např. lentinany Lentinus edodes), cytostatickou 

(extrakty z Piptopuros betulinus), imunosupresivní (např. ergosterolperoxid 

Tricholoma populinum), protizánětlivou (lanostany Piptoporus betulinus), 

antiaterogenní (extrakty z Pleurotus ostreatus a Auricularia auricularia-judae 

(Bull.:Fr.) a hypoglykemickou (polysacharidová frakce Ganoderma frondosa). 
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Minimálně 650 druhů hub z hetero- a homo- basidiomycetes obsahuje 

protinádorové a imunostimulační polysacharidy. 7  

Cílem mé diplomové práce bylo hodnocení antioxidační aktivity 14 taxonů 

hub. Tato práce vznikla v rámci celorepublikového projektu s pomocí grantu 

GAUK 124/2005/B – BIO/FaF. Antioxidačně působící látky mají význam 

v udrţování oxidačně - redukční rovnováhy v organismu. Sniţují oxidační stres, 

který vzniká nadbytkem reaktivních forem kyslíku a dusíku a je nedílnou 

součástí řady nemocí. U některých je i primární příčinou chorobného stavu. 

V současné době probíhá rozsáhlý výzkum nových antioxidačních látek 

přírodního původu, jeţ se do budoucna jeví jako  velmi perspektivní.  



                                                                                                                           8 
 

II. CÍL PRÁCE 

 

 

Cílem této diplomové práce byla příprava extraktů a lyofilizátů z hub, dále 

vypracování základního fytochemického screeningu 14 taxonů hub z čeledí 

Agaricaceae, Cortinariaceae, Coniophoraceae, Fomitopsidaceae, 

Gomphidiaceae, Hericiaceae, Pezizaceae, Polyporaceae, Russulaceae a 

Tricholomataceae, který spočíval v získání dostupných informací o obsahových 

látkách hub s vyuţitím domácí i zahraniční literatury a v důkazu určitých skupin 

obsahových látek pomocí TLC a selektivních detekcí. Detekce byly provedeny 

na přítomnost AMK, aminů, cukrů, laktonů, sterolů, terpenů, alkaloidů, 

fenolických sloučenin a karboxylových kyselin.  

Poslední část diplomové práce je zaměřena na kvantifikaci antioxidační 

aktivity vodně-ethanolických extraktů hub s vyuţitím metody sekvenční injekční 

analýzy (SIA). Stanovení spočívá v redukci stabilního radikálu 2,2-difenyl-1-

pikrylhydrazylu (DPPH) antioxidantem. Toto stanovení si klade za cíl odhalit 

extrakty s obsahem potenciálně účinných antioxidačních látek.  
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III. TEORETICKÁ ČÁST 

 

 

1. Charakteristika sledovaných taxonů 

 

 

1.1. Úvod 

 

Sledované taxony systematicky řadíme do řádů Agaricales (pečárkotvaré), 

Boletales (hřibotvaré), Polyporales (chorošotvaré) a Russulales 

(holubinkotvaré), které patří do třídy Basidiomycetes (stopkovýtrusé), a 

Pezizales (řasnatkotvaré) spadající do třídy Ascomycetes (vřeckovýtrusé). 

Agaricales jsou počtem největší řád stopkovýtrusých hub. Zahrnují druhy 

dřevní parazitické, pozemní i mykorrhizní druhy. Plodnice jsou vţdy jednoleté, 

tvoří klobouk a třeň a jejich výtrusorodé rouško je lupenaté, v mládí někdy 

zakryté a později vţdy obnaţené. Z námi vybraných taxonů systematicky 

řadíme do řádu Agaricales čeledi: Agaricaceae, Bolbitiaceae, Cortinariaceae, 

Tricholomataceae.8 Druh Hebeloma sinapizans se systematicky řadí do dvou 

čeledí Cortinariaceae a Bolbitiaceae. 9 

Mezi Boletales patří druhy saprofytické (obvykle dřevní, působící hnědou 

hnilobu), ektomykorrhizní, a některé z nich jsou i parazitické. Plodnice jsou 

vţdy jednoleté, kloboukaté, časté jsou gasteroidní formy a téţ i rozlité. Typická 

je ţilnatá, lupenovitá a pórovitá struktura hymenoforu, jehoţ trama je bilaterální. 

10 Z níţe uvedených taxonů systematicky řadíme do řádu Boletales následující 

čeledi: Coniophoraceae a Gomphidiaceae. 11 

Polyporales  jsou dřevní saprofyté nebo parazité, vzácně pak terestrické 

druhy (i mykorrhizní). Jejich plodnice jsou jednoleté i vytrvalé, rozlité či 

kloboukaté. Hymenofor je především pórovitý či hladký, vzácně pak nalezneme 

i jiné typy. Řád Polyporales zahrnuje čeledi Polyporaceae a Fomitopsidaceae. 

12 

Do řádu Russulales řadíme čeledi Hericiaceae a Russulaceae. Do 

holubinkotvarých patří některé druhy dřevní saprofytické, parazitické i 

mykorrhizní. Plodnice jsou rozlité, kloboukaté, ramarioidní i gasterioidní, 

hymenofor bývá hladký, někdy i pórovitý a lupenitý. Zástupci mají většinou 
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amyloidní, často ornamentované výtrusy. Typická  je přítomnost tzv. 

gleoplerních hyf, coţ jsou hyfy s olejovitým obsahem. 13  

Poslední z uvedených je řád Pezizales, zahrnující čeleď Pezizaceae, 

který, jak jiţ bylo řečeno, patří do třídy Ascomycetes. Jeho zástupci jsou druhy 

saprofytní i mykorrhizní symbionti. Mycelium je podzemní, někdy vytváří 

sklerocia, askoma – apothecium je velmi křehké konzistence. Plodnice jsou 

miskovité, kalichovité, přisedlé i stopkaté, u některých odvozených typů 

kuţelovité nebo čepcovité se zprohýbaným povrchem a sterilním třeněm. Jsou 

gymnokarpní, které jsou od počátku otevřené, nebo hemiangiokarpní, jeţ bývají 

nejdříve uzavřené a posléze se otevírají. Vřecka mají zpravidla unitunikátní a 

operkulátní. 14 

 

1.2. Systematické zařazení sledovaných taxonů 15 

 

Taxony lze systematicky zařadit následovně: 

 

Říše:  Fungi (houby) 

Oddělení:  Eumycota (pravé houby) 

Pododdělení:  Ascomycotina (houby vřeckaté) 

Třída:  Asomycetes (houby vřeckovýtrusé) 

Podtřída:   Pezizomycetidae (houby řasnatkovité) 

Řád:    Pezizales (řasnatkotvaré) 

     Čeleď:   Pezizaceae (řasnatkovité) 

         Rod:   Peziza (řasnatka) 

 

Pododdělení:  Basidiomycotina (houby stopkovýtrusé) 

Třída:  Homobasidiomycetes  

Podtřída:  Hymenomycetidae (houby rouškaté) 

Řád:  Agaricales (pečárkotvaré) 

      Čeleď:  Agaricaceae (pečárkovité) 

           Rod:  Agaricus (pečárka) 

      Čeleď:  Cortinariaceae (pavučincovité) nebo Bolbitiaceae 

(slzečníkovité) 

           Rod:   Hebeloma (slzivka) 

       Čeleď:   Tricholomataceae (čirůvkovité)  

            Rod:   Calocybe (čirůvka) 
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Řád:    Boletales (hřibotvaré) 

     Čeleď:   Coniophoraceae (popraškovité) 

          Rod:              Serpula (dřevomorka) 

     Čeleď:   Gomphidiaceae (slizákovité) 

          Rod:    Gomphidius (slizák) 

 

Řád:    Polyporales (chorošotvaré) 

     Čeleď:   Polyporaceae (chorošovité) 

          Rod:   Panus (hlíva) 

      Čeleď:   Fomitopsidaceae (troudnatcovité) 

           Rod:   Piptoporus (březovník) 

 

Řád:    Russulales (holubinkotvaré) 

      Čeleď:   Hericiaceae (korálovcovité) 

           Rod:   Hericium (korálovec) 

      Čeleď:   Russulaceae (holubinkovité) 

           Rod:  Russula (holubinka) 

 

 

1.3. Morfologická charakteristika jednotlivých taxonů 

 

1.3.1. Rod: Peziza (řasnatka) 

Druh:  Peziza vesiculosa Bull. ex St. Amans (řasnatka vosková) 

 

Plodnice jsou aţ 40 mm 

vysoké, v mládí téměř 

kulovité s malým otvorem 

na temeni, později 

baňkovité aţ miskovité, 

křehké, téměř průsvitné, 

voskově ţlutohnědé. 

Vyskytuje se ve velkých 

skupinách na silně 

hnojených půdách, 

kompostech, ve sklenících 

nebo pařeništích. Roste od 

června do listopadu. 

Jedlá.16 

 

 

Obr. 1: Peziza vesiculosa Bull. ex St. Amans 
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1.3.2. Rod: Agaricus (pečárka) 

Druh: Agaricus squamulifer (F.H. Møller) Pilát (pečárka šupinkatá) 
 

Klobouk je polokulovitý, 

vyklenutý aţ plochý, 

uprostřed mírně vmáčklý, 

bělavý, světle šedohnědý a 

kromě středu celý béţově 

aţ hnědavě jemně 

šupinkatý. Lupeny jsou 

volné, masové aţ 

černohnědé s bělavým 

ostřím. Třeň je válcovitý 

bělavý, na vrcholu 

narůţovělý, na bázi 

rozšířený, nese dvojitý 

prsten. Duţnina je bělavá, 

na řezu slabě vínově červenající, s nakyslou vůní a mírnou chutí. Vyskytuje se 

zřídka jednotlivě, ve skupinkách nebo v kruzích, v listnatých i jehličnatých 

lesích, ale i mimo les. Roste v období od srpna do října. Jedlý. 17 

 

1.3.3. Rod: Hebeloma (slzivka) 

Druh: Hebeloma sinapizans (Paulet ex Fr.) Gillet (slzivka ředkvičková) 

 

Klobouk má vyklenutý aţ 

plochý, obvykle s tupým 

hrbolkem, na okraji mírně 

zvlněný. Je mírně slizký, 

špinavě krémový, pak 

rezavě ţlutý, okrový, 

červenavě okrový, aţ 

špinavě hnědý. Lupeny 

jsou úzké, světlé aţ 

skořicově hnědé. Třeň je 

válcovitý, na bázi ztlustlý, 

jemně šupinkatý a bělavý. 

Roste ve skupinkách, 

v kruzích nebo jednotlivě. Najdeme ji v listnatých a smíšených lesích, zejména 

pod buky a duby, vzácně i pod jehličnany. Má ráda vlhká stanoviště a ţivné 

 

Obr. 2: Agaricus squamulifer (F. H. Møller) Pilát 

Obr. 3: Hebeloma sinapizans (Paulet ex. Fr.) Gillet 
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bazické půdy. Duţnina má silně ředkvovou vůni a nahořklou chuť. Výskyt od 

srpna do října. Nejedlá.18 

1.3.4. Rod: Calocybe (čirůvka) 

Druh: Calocybe georgii (L.) Kühner ex Kalamees (Čirůvka májovka) 

Syn.  Calocybe gambosa, Tricholoma g., T. albellum, T. graveolens  

 

Klobouk je vyklenutý aţ plochý 

s podvinutým okrajem, hladký 

a bělavý. Lupeny jsou 

zoubkem připojené, husté, 

úzké, bílé a krémové. Třeň je 

válcovitý a podélně vláknitý, 

bělavý. Najdeme ji na 

otevřených travnatých 

místech, v sadech, parcích, 

zahradách, ale i na okraji lesů. 

Roste převáţně v měsících od 

dubna do června. Duţnina 

voní výrazně po mouce, je to 

chuťově velmi dobrá a oblíbená jedlá houba.19 

 

1.3.5. Rod: Serpula (dřevomorka) 

Druh:  Serpula lacrymans (Wulfen.: Fr.) J. Schröt. (dřevomorka domácí) 

Syn.: Merulius l., M.domesticus, M. vastator, Serpula destruens 

 

Plodnice má rozlité, tlusté, 

na okraji s bělavým 

plstnatým valem. Rouško 

tvořeno ţlutooranţovými, 

ţlutohnědými, olivově 

hnědými aţ tmavě 

červenohnědými, velkými, 

otevřenými nebo uzavřenými 

póry. Je labyrintické nebo 

síťovité. Vyskytuje se hojně 

v nevětraných budovách, 

výjimečně i ve volné přírodě, 

prorůstá dřevo jehličnanů i 

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

Obr. 5: Serpula lacrymans (Wulfen.: Fr.) J. Schröt 
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listnáčů, dřevotřísku, papír i textilie. Je nejnebezpečnějším škůdcem dřeva 

v obydlích. Vyskytuje se celoročně. Nejedlá. 20 

1.3.6. Rod: Gomphidius (slizák) 

Druh: Gomphidius glutinosus (Schaeff.) Fr. (slizák mazlavý) 

Syn.: Agaricus glutinosus (Schaeff.) R. H. Petersen, Leucogomphidius 

glutinosus (Schaeff.) Kotl. Pouzar  

 

Klobouk je typicky vyklenutý 

aţ téměř nálevkovitý, za vlhka 

je značně slizký, šedohnědý 

aţ čokoládově hnědý 

s fialovým nádechem. Lupeny 

jsou řídké, sbíhavé, ve stáří 

černající, v mládí bývají 

zakryté bělavým velem, který 

později vytváří na třeni malý 

prstenec. Třeň je válcovitý, 

slizký, na bázi citronově aţ 

chromově ţlutý. Roste 

jednotlivě i ve skupinkách především v jehličnatých lesích od července do 

listopadu. Jedlý.21 

 

1.3.7. Rod: Panus (hlíva) 

Druh: Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr. (hlíva fialová) 

Syn.: Lentinus conchatus, L. torulosus 
 

Klobouk je nepravidelný, 

nálevkovitý aţ škeblovitý, 

v mládí hladký a lysý, 

stárnutím šupinkatí. Nejprve je 

fialový, stářím přechází přes 

fialově hnědou aţ na okrově 

hnědou barvu. Lupeny jsou 

sbíhavé, třeň je krátký, 

nafialovělý a na bázi bíle 

plstnatý. Roste nepříliš často 

na pařezech listnáčů, hlavně 

buků a bříz, v období od 

července do podzimu. 

Obr. 6: Gomphidius glutinosus (Schaeff.) Fr. 

Obr. 7: Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr. 



                                                                                                                           15 
 

Nejedlý. 22 

 

1.3.8. Rod: Piptoporus (březovník) 

Druh: Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.) P. Karst .(březovník obecný) 

Syn.: Placodes b., Polyporus b., Ungulina betulina  
 

Klobouk je kopytovitý aţ 

vějířovitý, bývá přisedlý 

nebo přirostlý třeňovitě 

zúţeným bokem, a 

polokulovitý s výrazným 

valem na okraji. V mládí je 

bělavý, stárnutím přechází 

na okrově hnědou aţ 

šedohnědou barvu. 

Duţnina je masitá, bílá a 

měkká později tvrdne. 

Hojně se vyskytuje 

v období od května do října 

jednotlivě i ve skupinkách, 

parazituje na ţivých i odumřelých kmenech bříz a způsobuje intenzivně 

načervenalou hnilobu dřeva. V severní Evropě, kde se vyskytují souvislé 

porosty bříz, způsobuje veliké škody. Nejedlý. 23  

 

1.3.9. Rod: Hericium (korálovec) 

Druh: Hericium coralloides (Scop.) ex S. F. Gray (korálovec bukový) 

Syn: H. aciculare, H. clathroides, H. laciniatum, H. caput-ursi, Hydnum c. 

 

Plodnice je bílá, ve stáří a při 

zasychání světle ţlutookrová, 

sloţená z mnoha dělících se 

větévek. Větévky jsou pokryty 

nepravidelnými ostny, jeţ 

dorůstají do délky 10 mm. 

Hojně ho nalezneme na 

mrtvých kmenech listnáčů, a 

to především buků. Roste od 

července do listopadu. Jedlý. 
24 

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

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



                                                                                                                           16 
 

1.3.10. Rod: Russula (holubinka) 

Druh: Russula claroflava Grove (holubinka chromová) 

Syn: R. flava 

 

Klobouk má polokulovitý, 

vyklenutý, nakonec 

plochý s vmáčklým 

středem, na okraji je 

krátce rýhovaný. Bývá 

slizký, chromově, 

oranţově aţ citronově 

ţlutý. Lupeny jsou často 

vidlené, křehké, v mládí 

bělavé, v dospělosti 

máslově ţluté, ve stáří 

šednoucí. Třeň je 

válcovitý, jemně vrásčitý, 

bílý, ve stáří šednoucí. Duţnina má nasládlou vůni a mírnou aţ natrpklou chuť. 

Vyskytuje se jednotlivě nebo ve skupinách, pod břízami, na podmáčených 

stanovištích, baţinách a rašeliništích, na kyselých půdách. Nalezneme ji 

v měsících od července do října. Jedlá. 25 

 

Druh: Russula aeruginea Lindbl. ex Fr. (holubinka trávozelená) 

Syn: R. graminicolor 

 

Klobouk je vyklenutý, brzo 

však plochý a uprostřed 

mírně vmáčklý. Okraj je 

hladký, ve stáří mírně 

rýhovaný. Pokoţku má 

barvy olivové nebo našedle 

zelené, na temeni většinou 

černoolivové. Lupeny jsou 

dosti husté a křehké, 

v mládí bělavé později 

máslově ţluté, na ostří 

rezavějící. Třeň je 

válcovitý, jemně vrásčitý, 

tvrdý, bílý od báze rezavějící. Duţnina bílá, často mírné ostré chuti. Najdeme ji 

jednotlivě i ve skupinkách, často pod břízami od června do října. Jedlá. 26 

 

Obr. 10: Russula claroflava Grove 

Obr. 11: Russula aeruginea Lindbl. ex Fr. 
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Druh: Russula acrifolia Romagn. (holubinka ostrolupenná) 

Syn: R. adusta f. rubens, R. densifolia ss. Jul. Schaff., R.densifolia var. 

caucasica  

 

Klobouk je v dospělosti 

vmáčklý, v mládí na okraji 

podvinutý. Pokoţka je 

bělavá, pak okrově aţ 

olivově hnědá, hnědě aţ 

načervenale skvrnitá, při 

okraji světlejší, lesklá a 

lepkavá. Lupeny jsou 

husté, přirostlé, trochu 

sbíhavé, bílé, ve stáří 

hnědnoucí. Třeň je v mládí 

kyjovitý, pak válcovitý, bílý, 

červenavě aţ hnědě skvrnatý. Pach má nevýrazný, chuť v lupenech je ostrá. 

Roste od července do října v teplejších listnatých lesích, s oblibou pod lískami. 

V Čechách je vzácná. Nejedlá. 27 

 

Druh: Russula pectinata (Bull.ex St. Am.) Fr. (holubinka hřebenitá) 

Syn.: Russula livescens (Batsch) Quél. s. auct. 
 

Klobouky jsou v mládí 

polokulovité, potom 

rozloţené aţ vmáčklé, na 

okrajích rýhované, za vlhka 

lepkavé, ţlutavé aţ 

hnědookrové, na spodu se 

smetanovými, a pak bledě-

okrovými, hnědo-

rezavějícími lupeny a 

bělavým, na bázi rezavě 

skvrnitým třeněm. Chuť 

slabě palčivá, pach 

nepříjemný. Roste hojně v létě a na podzim (červenec aţ říjen) v listnatých a 

smíšených lesích hlavně na jejich travnatých okrajích, ale i v parcích pod lípami 

a duby. Nejedlá.28 

 

 

 

Obr. 12: Russula acrifolia Romagn. 

Obr. 13: Russula pectinata (Bull. ex. St. Am.) Fr. 
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Druh: Russula paludosa Britz. (holubinka jahodová) 

Syn: R. elatior 
 

Klobouk je polokulovitý, 

pak ploše rozloţený, 

jahodově nebo šípkově 

červený, s příměsí 

oranţové nebo ţluté, 

pokoţka lysá. Lupeny jsou 

dosti husté, krémové a pak 

světle okrové. Třeň má 

tlustý, válcový a bílý, často 

po jedné straně 

narůţovělý. Duţnina je 

pevná a bílá, pach skoro 

ţádný, chuť mírná a někdy 

lehce ostrá. Roste ve vlhkých jehličnatých lesích na kyselých půdách zejména 

v podhorských a horských oblastech, od srpna do října. Jedlá a velmi dobrá. 29 

Obr. 14: Russula paludosa Britz. 
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2. Obsahové látky 

 
 

2.1. Úvod  

 
Chemické sloţení hub se mění v závislosti na druhu hub, na jejich stáří a 

na sloţení půdního substrátu. Samotné části těla houby se mnohdy liší ve svém 

chemickém sloţení. 

Tělo houby je z největší části tvořeno vodou (70 - 95 %), jednoduchými i 

sloţenými cukry (6 %), AMK, peptidy, bílkovinami (0,3 - 3,5 %) a lipidy. Dále 

obsahují ve stopovém mnoţství minerální látky. I kdyţ svým obsahem bílkovin 

stojí v pořadí za masem a jsou často nazývány „maso lesů―, slouţí nám spíše 

jako zdroj minerálních solí, trávicích enzymů, vitamínů, aromatických sloučenin 

a dalších biofaktorů. 

Důleţité obsahové látky hub jsou jejich sekundární metabolity. Vznikají 

jako přímé produkty metabolismu. Jde o velmi rozmanité druhy látek, z nichţ 

jsou nejznámější alkaloidy, steroly, terpeny, deriváty pyridinu, indolu nebo látky 

odvozené od běţných aminokyselin. Mnohé z nich mají význam toxikologický, 

ale celá řada se stala potenciálním zdrojem léčiv a látek působících příznivě na 

zdraví člověka, a velký počet z nich jiţ v dnešní době vyuţíváme.  

 

2.2. Primární metabolity 

2.2.1. Sacharidy 

 

Polysacharidy jsou součástí buněčné stěny hub. Mezi nejdůleţitější patří 

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

vzácně celulóza. Dále se polysacharidy vyskytují ve spojení s lipidy a proteiny a 

tvoří glykoproteiny, glykolipidy, lipopolysacharidy a polysacharidové proteiny.  

Chitin (Obr. 15) je tvořen z N-acetyl-D-glukosaminových jednotek, které 

vytváří řetězec ve spojení β (14) a tvoří 2,5 – 25 % sušiny plodnic. Vyšší 
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obsah chitinu způsobuje těţkou stravitelnost hub. 

 

Obr. 15: Struktura chitinu 

 
Glukany jsou větvené polymery glukozy (β-1,3-glukanu, β-1,6-glukanu, β-

1,6-glukanu) spojené glykosidickými vazbami. Některé vytváří komplexní 

sloučeniny s jódem buď modré (Russulacaea), za podmínky přítomnosti 

nevětveného nejméně šestičlenného řetězce glukózových jednotek ve tvaru 

šroubovice, nebo hnědé (Agaricaceae), za přítomnosti krátkých bočních 

šroubovic glukózových jednotek. 30 Některé z těchto sloučenin, jako např.  

hetero-β –D-glukany Ganoderma lucidum, které obsahují β-1,3-D-glukan a jeho 

proteinové komplexy, mají výraznou antikancerogenní aktivitu. 31 

Byl prokázán protinádorový účinek ţampionů (rod Agaricus). Jedná se o 

látky typu glukanu (1-3- a 1-6- D-frakce glukanů) a lektinů. Tyto látky jsou 

selektivně cytotoxické k nádorovým buňkám, působí tumoricidně a zároveň 

imunomodulačně. 32 
1H-NMR analýzou plodnice Piptoporus betulinus bylo zjištěno, ţe řetězce 

α–glukanu, jsou z 98,8 % tvořeny glukózovými jednotkami, z 1,2 % mannózou a 

dále obsahují stopy xylózy. Řetězce jsou převáţně tvořeny glykosidickými 

vazbami α(13) a ve velmi malé míře α(14). 33 

Glykogen a trehalóza jsou zásobními sacharidy v houbové buňce, její 

obsah je vyšší v mladých plodnicích hub. 

V houbové sušině je 20 – 30 % sacharidů. Jsou to xylóza, ribóza, 

rhamnóza, fukóza, glukóza, galaktóza, mannóza, cukernaté alkoholy (hlavně 

mannitol, dále inositol, volemitol, sobitol, erythritol, arabitol), uronové kyseliny 

(galakturonová a glukuronová) a disacharidy (sacharóza, trehalóza) . 
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2.2.2. Proteiny 

 
Základ proteinů tvoří peptidy, obsahující aminokyseliny (AMK), které 

houbová buňka tvoří z jednoduchých dusíkatých a uhlíkatých sloučenin. 

Obsah bílkovin v sušině plodnic se pohybuje od 8 do 36 %. Houby 

obsahují 20 základních AMK. Významný je jejich poměrně vysoký obsah 

esenciálních AMK 2,6 – 7,6 %, z nichţ je nejvíce obsaţeno leucinu a lyzinu a 

nejméně methioninu. Syntéza lyzinu je rozdílná od všech ostatních organismů a 

vzniká syntézou z kyseliny ketoglutarové, resp. α – aminoadipové. 34  

 

2.2.3. Lipidy 

 
Tuky tvoří kolem 1 % hmotnosti. Mají úlohu rezervních látek a také se 

uplatňují jako přenašeče v metabolických procesech. Jsou to především 

triacylglyceroly, glykolipidy, lipoproteiny, fosfolipidy, steroidy a další. Lipidy 

najdeme především jako sloučeniny glycerolu a nenasycených a nasycených 

mastných kyselin (jako např. kyselina linolová, olejová, palmitová, kapronová, 

laurová, myristová, stearová, arachidonová, myristoolejová, palmitoolejová a 

linolenová ) ve formě kapiček, ale mohou to být i různé krystalické steroly. 35 

 

2.2.4. Minerály 

 
Mnoţství prvků v plodnici závisí na druhové schopnosti daný prvek 

hromadit a na obsahu prvku v půdě. Obsah minerálních solí kolísá v rozmezí 5 - 

30 %. Nejvíce zastoupeny jsou soli K , P a Na. Obsah Ca, Mg, S, Si, Cl, Fe je 

podobný zeleným rostlinám, naopak mají vyšší schopnost kumulace stopových 

prvků jako např. Al, V, Cu, Zn, As, Se, Br, Rb, Ag, Cd, Sb, Cs, Hg a Pb. U rodu 

Agaricus je zajímavý poměrně vysoký obsah sodíku (aţ 1 g.kg-1 sušiny) a rtuti 

(aţ 150 mg.kg–1 sušiny). Pozornost byla věnována i obsahům I v jedlých 

houbách a bylo zjištěno, ţe jeho koncentrační rozpětí je 0,05 aţ 0,6 g/g. 

Obsahy Zn se v houbách pohybují v rozmezí 22 aţ 516 g/g. 36, 37 
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2.2.5. Organické kyseliny 

 
 Organické kyseliny byly nalezeny jen ve velmi nízkých koncentracích. 

Jedná se hlavně o kyselinu vinnou, maleinovou, fumarovou, jantarovou a 

citrónovou. V dnešní době jsou pomocí hub průmyslově vyráběny kyselina 

citrónová, glukonová, L()-mléčná a itakonová. První tři jsou vyráběny 

submerzní kultivací druhu Aspergillus niger. Kyselina itakonová je produkována 

kmeny A. terreus a A. itaconicus. 38 

 Z druhu Hericium coralloides byla izolována směs mastných kyselin, 

která obsahovala olejovou kyselinu, linoleovou kyselinu a v největší míře 

palmitovou kyselinu. U této směsi byla prokázána nematicidní a repelentní 

aktivita. 39 

 

2.2.6. Vitamíny 

 
 Obsah vitamínů v houbách je relativně vysoký, zvláště vitamínů skupiny 

B. Ve 100 g čerstvých plodnic bylo zjištěno 0,4 – 0,6 mg riboflavinu (B2), 0,1 mg 

thiaminu (B1), 0,6 mg niacinu, 5 mg vitaminu E, dále 2 – 3 mg kyseliny 

askorbové, 0,8 mg biotinu, 0,03 mg vitaminu K a 2,4 – 6,2 mg kyseliny 

panthotenové (B5). U hlívy ústřičné (Pleurotus ostreatus) a dalších hub byl 

zjištěn i cyanokobalamin (B12) v mnoţství 0,05 mg. Dále houby obsahují 

provitamín A, ergosterol (D2) v 50 g, biotin, pyridoxin a nikotinamid v 2 – 5mg.  

Bylo zjištěno, ţe sušením dochází ke změně obsahu vitamínů, např. klesá 

obsah kyseliny askorbové, dehydroaskorbové a komplexu vitamínů B, a naopak 

roste mnoţství vitaminu D2. 
40 

 

2.2.7. Vonné látky hub 

 
První sloučenina s houbovou vůní byla popsána v roce 1936. Z houby 

Armillaria matsutake byl izolován matsutakealkohol, identifikovaný později jako 

(-)-1-okten-3-ol. Čerstvě syntetizovaná sloučenina má vůni borové silice a 

vlivem tvorby dimerzního cyklického acetalu vzniká houbová vůně. Další 

sloučeninu s houbovou vůní identifikovali v houbě Agaricus bisporus Cronin a 

Ward. Jde o 1-okten-3-on, nejspíše produkt oxidace 1-okten-3-olu, který má 
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intenzivnější, ale méně příjemnou vůni. Další známou sloučeninou s houbovou 

vůní je lentionin (1,2,3,5,6-pentathiepin); je izolovaný z houby Shiitake 

(Lentinus edodes). Lentionin se průmyslově vyrábí a pouţívá jako přísada do 

některých pokrmů. 41 

Charakteristická houbová vůně je výsledkem specifické kombinace 

těkavých a netěkavých látek. Celkový obsah vonných sloţek činí většinou 

stovky miligramů v kilogramu.  

Skupina netěkavých látek působí především synergicky, zvýrazňuje 

původní vůni. Patří sem volná kyselina L-glutámová, některé mastné kyseliny 

s krátkými řetězci, některé sacharidy, bílkoviny a nukleotidy, především 

guanosinmonofosát.  

Bylo identifikováno kolem 150 těkavých látek různého chemického 

charakteru: kyslíkaté alifatické sloučeniny (alkoholy, aldehydy, estery, laktony), 

aromatické látky (benzylalkohol, benzaldehyd, benzonitril, deriváty kyseliny 

skořicové a kumarové), heterocyklické sloučeniny (furfural, deriváty pyrrolu a 

pyrazinu) a acyklické a monocyklické mono -, seskvi – a diterpeny. 

Nejvýznamnější skupinou vonných látek hub jsou osmiuhlíkaté 

sloučeniny s přímým řetězcem (viz. Tabulka 1.). Při posuzování vůně chemicky 

příbuzných látek, bylo zjištěno, ţe houbové aroma je spjato s přítomností 

dvojné vazby mezi prvním a druhým uhlíkem a s alkoholickou skupinou na 

třetím uhlíku. U čerstvých hub se nejvíce vyskytuje tzv. houbový alkohol, 

chemicky 1-okten-3-ol. Je to opticky aktivní látka a vyskytuje se převáţně jeho 

levotočivý izomer, který je i čichově výraznější. Jeho podíl ve frakci těkavých 

látek se u Boletus edulis pohybuje kolem 50 % a u Pleurotus ostreatus  

dosahuje aţ 80 %.  

Tradičním sušením dochází k úbytku vonných látek, který u 1-okten-3-ol 

dosahuje aţ 90 %, ovšem sušení způsobuje celkovou změnu chemického 

charakteru jednotlivých sloţek čerstvých plodnic, coţ vede k ještě výraznější 

vůni. 42 
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Tabulka 1. Osmiuhlíkaté vonné složky jedlých hub a charakteristika jejich vůně 
43

 

 

Sloučenina mg/l Charakteristická vůně 

a chuť 

1-oktanol 0,480 nasládlá; mýdlová 

3-oktanol 0,018 
oleje z tresčích jater; 

slabě ořechová 

1-okten-3-ol 0,010 houbová; máslová 

trans-2-okten-1-ol 0,040 „nemocniční―; olejovitá; nasládlá 

trans-2-oktenal 0,003 nasládlá; po fenolu 

1-okten-3-on 0,004 vařených brambor; kovová 

3-oktanon 0,050 nasládlá; ovocná; moštová 

1-okten-3-ylacetát 0,090 houbová; mýdlová 

1-okten-3-ylpropionát 0,022 bylinná; nasládlá;ovocná; houbová 

 

 
 
 

2.3. Sekundární metabolity  

 
 

2.3.1. Agaricus squamulifer  (F. H. Møller) Pilát 

 

Agaritin, chemicky -N--L(+)-glutamyl-4-hydroxymethylfenylhydrazin, 

je derivát hydrazinu, vyskytuje se přirozeně v ţampionech (rod Agaricus). Byla 

u něho prokázána slabá karcinogenita i mutagenita (Amesův test in vivo na 

myších). Později se ukázalo, ţe tyto vlastnosti nemá agaritin, ale další jeho 

metabolity. Agaritin vzniká z kyseliny p-aminobenzoové přes mezimetabolit, 

který se nazývá agaritinal. Agaritin je nestabilní sloučenina a vlivem enzymu 

gama-glutamyltranspeptidasy vzniká asymetrický hydrazin 

4-(hydroxymethyl)fenylhydrazin a další biochemickou přeměnou 

benzendiazoniová sůl. Všechny tyto sloučeniny jsou podezřelé z nádorové 

aktivity. Později japonská pracovní skupina vedená Matsumotem, některé 

z těchto závěrů vyvrátila a potvrdila nepravděpodobnost moţnosti 
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karcinogenního potenciálu agaritinu u člověka. V plodnicích druhu Agaricus 

squamulfer je obsah agaritinu menší neţ 0,2 mg/kg (materiál: plodnice). 44, 45 

U rodu Agaricus byly zjištěny agarikoglyceridy. Jsou to estery chlorované 

4-hydroxybenzoové kyseliny a glycerolu. Agaricoglycerid A vykazuje vysokou 

aktivitu proti neurolysinu, coţ je proteáza zapojená do regulace dynorphinového 

a neurotensinového metabolismu, a při podání byla u něj pozorována mírná 

analgesie v in vivo modelu. Agaricoglyceridy monoacetáty měly dokonce ještě 

výraznější účinek. 46 

 

2.3.2. Hebeloma sinapizans (Paulet ex Fr.) Gillet 

 
U druhu Hebeloma sinapizans byl identifikován metabolit HS – A, coţ je 

chemicky 3-acetyl-2-(3‘-hydroxy-3‘-methyl)glutarylkrustalinol (1). HS – A 

vykazoval vysokou toxicitů u myší. Intraperitoneální podání HS – A, HS – B a 

HS – C, které byly získány z druhu H. spoilatum v dávce 100 mg/kg způsobilo u 

myši paralýzu končetin a následnou smrt. 47 

 

(1) 

2.3.3. Calocybe georgii (L.) Kühner ex Kalamees 

 
V některých publikacích byly zveřejněny informace o hypoglykemizujících 

účincích druhu Calocybe georgii. Francouzský lékař M. Porton objevil tento 

účinek zcela náhodou. Sám trpěl cukrovkou a po pozření 250g májovek u něho 

došlo k pominutí polyúrie, pocitu suchosti jazyka, nespavosti, bolesti hlavy a 

končetin a zmizel i cukr v moči. V dostupných materiálech nebyly nalezeny 

informace o identifikaci obsahových látek tohoto druhu a vysvětlení 

mechanismu daného účinku. 48 

Fenoxazon (2) a 2-aminofenoxazon (3) byly izolovány z druhu Calocybe 

georgii extrakcí s pouţitím CH2Cl2, dále separovány tenkovrstvou 

chromatografií (TLC) a identifikovány pomocí UV, IČ, VIS a 1H - NMR spekter. 
49  
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(2)        R= H 
                                                           (3)          R= NH2 

 
Dále byla potvrzena přítomnost tryptofanu a některých chemicky 

nedefinovaných auxinů v plodnicích tohoto druhu. 50  

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

 

Antimikrobiální aktivita in vitro byla hodnocena s pouţitím bujónového 

mikrodilučního testu E. coli. Celkem bylo hodnoceno sedm druhů hub. Nejvyšší 

antibakterialní aktivitu vykazoval ethylacetátový extrakt Serpula lacrymans 

(SL2). Aktivita u Serpula lacrymans byla závislá na pouţitém rozpouštědle, 

stoupala v pořadí petrolether, 1-butanol, diethylether a ethylacetát. Minimální 

inhibiční koncentrace u SL2 byla 4,55 mg.ml-1. Zahříváním se antibakteriální 

aktivita extraktu SL2 zvýšila, zřejmě tím, ţe méně či zcela neaktivní prekurzor 

teplem přechází na aktivní formu. Serpula lacrymans se jeví jako potencionální 

zdroj termostabilních antibiotik. 51  

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

 

Byla prokázána NK-B aktivita cykloepoxydonu (4) a panepoxydonu (5), 

dvou sekundárních metabolitů, které byly izolovány z druhu Panus conchatus. 

Byla provedena i chemická syntéza těchto dvou metabolitů . 

                         
(4) (5) 

 
Dále byly identifikovány panepoxydion, isopanepoxydon, neopanepoxydol a 

6-hydroxy-2,2-dimethylchroman-4-on. 52, 53 
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2.3.6.  Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.) P. Karst 

 

Izolací z druhu Piptoporus betulinus byly získány látky ze skupiny sterolů: 

(24S)-24-methylcholesta-5,7-dien-3-ol (6) a 24-methylcholesta-7,22-dien-3-ol 

(7). První z nich byl získán následujícím postupem: kvasinkové buňky byly 

nejdříve promyty 10% methanolickým roztokem KOH, poté byl methanol 

odstraněn ve vakuu. Byl získán materiál rozpustný v etheru a následně byl 

převeden na soli kyseliny benzoové. Benzoany byly separovány pomocí 

silikagelové TLC a pak na dusičnanem stříbrným impregnované TLC. U druhu 

Piptoporus betulinus byla zjištěna přítomnost polyporenové kyseliny C (8). 
54 

 
(6)                                                        (7) 

 
                                                (8) 

 

Další zdroj uvádí izolaci 3-acetylpolyporenové kyseliny A, (25S)-(+)-

12-hydroxy-3-methylkarboxyacetat-24-methyllanosta-8,24(31)-dien-26-ové  

kyseliny, polyporenové kyseliny C a lanostanoidu. U všech těchto látek byl 

prokázán slabý inhibiční účinek na cyklooxygenázy I a zároveň výrazná inhibice 

3-hydroxysteroiddehydrogenázy, a tudíţ inhibice syntézy prozánětlivých 

mediátorů. Jsou potencionálními látkami s vysokým protizánětlivým účinkem. 

Lanostanoidy z plodnic Piptoporus betulinus vykazují významnou selektivní 

inhibici bakteriální hyaluronové lyasy, hovězí enzym neinhibují. Tato aktivita je 

výlučně vázána na karboxyderiváty dříve jmenovaných sloučenin, jejich 

methylderiváty tuto aktivitu nevykazují. Byla izolována jedna nová sloučenina 

typu triterpenických kyselin (+)-12-,28-dihydroxy-3-(3―-hydroxy-3―-

methylglutaryloxy)-24-methyllanosta-8,24(31)-dien-26-ová kyselina. U všech 
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těchto sloučenin byla potvrzena u myší protizánětlivá aktivita a potlačení 

indukovaného otoku. 
55  

U rodu Piptoporus betulinus byla zjištěna přítomnost nové látky ze 

skupiny antibiotik. Jedná se o tzv. piptamin, chemicky N-(fenyl)methyl-N-

methylpentadecylamin (9). Piptamin je účinný proti několika grampozitivním 

bakteriím, kvasinkám a některým houbám, včetně rodu Staphyloccocus. 56 

(CH 2 )14

Me

MePh CH 2 N

 

                                                           (9) 

 

Extrakty této houby, byly ověřované ve Vratislavi r. 1954. Jejich podávání 

mělo příznivý vliv na karcinom mléčné ţlázy a dělohy  u psů. Tyto extrakty 

obsahovaly tři sloučeniny typu terpenu. Dále byly izolovány kyseliny 

polyporenové A a C, které mají antibakteriální účinek. 57 

 Další zdroj uvádí izolaci nové sloučeniny (E)-2-(4-hydroxy-3-methyl-2-

butenyl)-hydroquinon a kyseliny polyporenové C. U obou sloučenin byla zjištěna 

inhibiční aktivita proti rodině matrixových metaloproteináz. Matrixové 

metaloproteinázy se uplatňují v celé řadě patologických procesů, např. u 

rheumatoidní arthritis, nádorového růstu nebo u multiplex sclerosis. Z tohoto 

hlediska má tento objev velmi významné postavení. 58
 

 

2.3.7. Russula aeruginea Lindbl. ex Fr. 

 

U druhu Russula aeruginea byla zjištěna přítomnost 

7 - dehydrocholesterolu (10). Látka byla izolována z neutrální lipidové frakce 

kolonovou chromatografií na oxidu hlinitém, jako eluční činidla byly pouţity 

směsi 10%, 20%, 50% benzen/n-hexanu a benzen. Sterolová frakce byla 

analyzována na silikagelové - G TLC (rhodaminem impregnované pláty, 0,1%) 

a separována na TLC impregnované dusičnanem stříbrným. 59 

 (10) 
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3. Stanovení antioxidační aktivity 

 

 

3.1. Volné radikály a antioxidanty 

 
 

3.1.1. Volné radikály 

 
Radikál je jakákoliv molekula, atom nebo ion, který má ve valenční sféře 

jeden nebo více nepárových elektronů. Radikály mohou vznikat buď 

homolytickým štěpením kovalentní vazby molekuly, při němţ si kaţdý radikál 

ponechá jeden elektron, nebo vznikají ztrátou jednoho elektronu či adicí 

jednoho elektronu. Jako volný radikál se označuje radikál, který je schopný 

samostatné existence po jakkoli krátkou dobu. Volný elektron dává radikálům 

jejich vysokou reaktivitu a nestabilitu.  

Vlivem volných radikálů dochází k poškození tkáně – oxidaci nukleových 

kyselin, s porušením genetické informace, lipoperoxidaci s destrukcí struktury a 

porušením funkce buněčných membrán, oxidaci bílkovin s narušením jejich 

transportních a enzymatických funkcí. Výsledkem je navození apoptózy 

jednotlivých buněčných linií, imunosuprese, nastartování kancerogeneze. Volné 

radikály vznikají v tkáních organismu kontinuálně a jsou trvale odstraňovány 

komplexem tzv. antioxidantů. K manifestaci poškození tkáně vlivem volných 

radikálů tj. oxidačnímu stresu, dochází, je-li porušena rovnováha mezi 

mnoţstvím vznikajících volných radikálů a kapacitou antioxidačních systémů. 60, 
61 

 

3.1.2. Reaktivní formy kyslíku a dusíku  

 

V posledních letech bylo získáno mnoho dokladů o tom, ţe v organismu 

vzniká řada reaktivních forem kyslíku (reactive oxygen species - ROS) a 

reaktivních forem dusíku (reactive nitrogen species – RNS) a ţe tyto látky mají 

značný fyziologický i patologický význam. Jde o látky, které pohotově reagují 

s různými biologickými strukturami – mastnými kyselinami a lipidy, AMK a 

proteiny, mononukleotidy a polynukleotidy i s řadou nízkomolekulárních 

metabolitů, koenzymů a jiných součástí ţivé hmoty. Díky tomu se staly 

významnými prostředníky přenosu energie, faktory imunitní obrany a signálními 

molekulami buněčné regulace. Za určitých okolností působí jako toxické látky a 

jako dezinformační agenti, schopni organismus poškodit, a dokonce i usmrtit .  
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V lidském organismu se tvoří kyslíkové radikály: superoxidový anion – 

super oxid O2-
 , hydroxylový radikál OH, peroxylové radikály ROO., alkoxy 

radikály RO, oxid dusnatý NO a další biologicky aktivní formy kyslíku, které 

nejsou radikály: peroxid vodíku H2O2, singletový kyslík 1O2, kyselina chlorná 

HCIO, ozon O3. Z reaktivních forem dusíku (reactive nitrogen species – RNS) 

se kromě oxidu dusnatého NO v organismu vyskytuje vysoce toxický 

peroxynitrit OONO-, který vzniká reakcí oxidu dusnatého a superoxidu. 

Důleţitou úlohu v radikálových reakcích mají přechodné kovy, které 

mohou být donátory i akceptory elektronu, a tím i účinnými iniciátory vzniku 

volných radikálů. V lidském organismu se uplatňují především ionty ţeleza a 

mědi (Fe3  e-  Fe2 nebo Cu2  
 e-  Cu). 62

 

 

3.2. Antioxidační ochrana organismu 

 

Lidský organismus vytvářel po dobu své fylogeneze ochranné 

antioxidační systémy, které za fyziologických podmínek postačují k  inaktivaci 

volných radikálů. Organismus vyuţívá tří moţných typů ochrany: jednak 

regulace aktivity enzymů, které je tvoří, další moţností je záchyt a odstranění 

radikálů, které se jiţ vytvořily,  pomocí tzv. vychytávačů či zametačů 

(scavengers), lapačů (trappers) a zhášečů (quenchers), které ovšem lépe 

vystihuje rozdělení na nízkomolekulární neenzymové antioxidanty (nebo také 

antioxidační substráty) a enzymové antioxidační systémy. Antioxidační enzymy 

zahrnují: superoxiddismutázu (SOD), glutathionperoxidázu (GPx), katalázu, 

lektoperoxidázu a mitochondriální cytochromoxidázový systém P – 450 a jsou 

nejúčinnější. Antioxidační substráty můţeme dělit na membránové (lipofilní) – 

tokoferoly, karotenoidy (retinol) – a na nemembránové (hydrofilní) – kyselina 

askorbová, glutathion, thioly, cystein, ceruloplazmin, transerin, albumin, 

kyselina močová, bilirubin a feritin. Jako poslední je mechanismus reparace 

poškozených biomolekul, za uplatnění speciálních reparačních enzymů, např. 

fosfolipázy. 63 

 

3.2.1.  Antioxidační terapie 

 

Oxidační stres, neboli patologická nerovnováha vzniklá nadbytkem 

reaktivních forem kyslíku a dusíku, je nedílnou součástí řady nemocí a u 

některých je i primární příčinou chorobného stavu (viz. Tabulka 2.). Bylo 

provedeno mnoho experimentálních studií, které prokazují příznivý vliv 

antioxidantů na zdraví člověka. Výsledky nejsou vţdy jednoznačné, coţ je 
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nejspíše dáno tím, ţe je oxidační stres pouze jeden z mnoha dílčích faktorů 

uplatňujících se v progresi onemocnění, a ne vţdy primárním onemocněním. 

V současné době probíhá rozsáhlý výzkum nových antioxidačních látek 

přírodního původu a do budoucna se jeví jako velmi perspektivní. 

 

 

Tabulka 2: Onemocnění a klinické stavy způsobené nebo provázené tvorbou volných radikálů 
64

 

 
 
Celkové procesy  

 

stárnutí, diabetes mellitus, nádorová 

onemocnění, autoimunitní onemocnění, 

radiační poškození, toxické poškození, 

hyperoxie, ischémie (akutní infarkt myokardu, 

ischemická choroba srdeční, akutní renální 

selhání, centrální mozková příhoda) 

 

 

 

Systémová onemocnění 

 

 

Kardiovaskulární systém (ateroskleróza, 

infarkt myokardu) 

Ledviny (glomerulonefritidy, nefrotický 

syndrom, vaskulitidy, urémie) 

Gastrointesinální trakt (peptidický vřed, 

pankreatitida, Crohnova nemoc) 

Játra (toxické poškození, alkoholické 

poškození, hepatitida) 

Plíce (bronchopulmonální dysplazie, 

azbestóza, hypoxie, hyperoxie, ARDS) 

Erytrocyty (srpkovitá anémie, malárie, 

favismus) 

Pohybový aparát (revmatoidní artritida, 

svalová dystrofie) 

Smyslové orgány (vrozená retinopatie 

nedonošenců, katarakta, degenerativní 

nemoci retiny) 

Nervový systém (Parkinsonova nemoc, 

hypertenzní cerebrovaskulární poškození, 

toxicita hliníku, demyelizační nemoci, 

sclerosa mutiplex, Alzheimerova nemoc) 

Kůže (kontaktní dermatitida, sklerodermie, 

poškození UV zářením) 
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3.2.2.  Látky rostlinného původu působící antioxidačně 

 

V posledních letech vzrůstá zájem o účinné látky, které nám poskytuje 

příroda. Je známo, ţe mnoho látek rostlinného původu má antioxidační 

vlastnosti. Nevýhodou je chemická nejednotnost účinných látek v rostlině a 

nestandardnost jejich obsahu v rostlinném materiálu. S vyuţitím nových 

analyticky přesných metod lze tyto problémy odstranit a přípravky z rostlinného 

materiálu přesně na účinnou látku standardizovat. K přírodním látkám, které 

přijímá naše tělo, patří vedle extraktů a jiných farmaceuticky zpracovaných 

rostlin, především potrava. V potravě se vyskytuje celá řada antioxidačně 

působících látek, které zabraňují vzniku a mnoţení volných radikálů v těle, jako 

např. -karoten, tokoferoly, kyselina askorbová, flavonoidy, selen v různých 

formách a mnoho dalších. Z látek rostlinného původu je nejznámější účinek 

flavonoidů, silymarinu, ginsenosidů a antioxidačně působících vitaminů (A, C, 

E). 65 

Byla prokázána vysoká antioxidační aktivita polysacharidů a triterpenoidů 

izolovaných z Ganoderma lucidum in vivo modelu. Další z hub, u nichţ byla 

zjištěna téţ vysoká antioxidační aktivita jsou Theleophora ganbajun M.Zang, 

Theleophora aurantiotincta Corner, Boletopsis grisea (Peck) Bondartsev Singer, 

Paxillus curtissii Berk. Zjištěný betulinan A, který byl izolován z druhu Lenzites 

betulinus (L.:Fr.) Pilát, měl při inhibici lipidové peroxidace čtyřikrát vyšší 

antioxidační aktivitu neţ vitamin E. 66 

 

 

3.3. Sekvenční injekční analýza 

 
 

3.3.1. Vznik a původ metody 

 

Sekvenční injekční analýza (Sequetial Injection Analysis, SIA) patří do 

skupiny průtokových analytických metod, které umoţňují racionalizovat a 

automatizovat sloţité postupy při analýze velkých sérií vzorků instrumentálními 

metodami, a tak podstatně zvyšovat produktivitu zejména rutinních stanovení. 

Je to relativně nová a velmi progresivně se rozvíjející technika. 67 
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3.3.2. Princip a vlastnosti metody 

 

Analyt obsaţený v roztoku vzorku je potřeba převést na detekovatelný 

(např. barevný) produkt reakcí s činidlem a změřit vhodnou analytickou 

vlastnost tohoto produktu (např. absorbanci při určité vlnové délce). V toku 

nosného proudu dochází k vzájemnému mísení vzorku s činidlem a chemické 

reakci. Reakční produkt je měřen v průtokovém detektoru, jehoţ signál je 

registrován ve formě píků. Technika SIA pouţívá princip, jehoţ 

charakteristickým rysem jsou oddělené měřicí cykly. Nejprve jsou zóny nosného 

proudu, vzorku a činidla postupně aspirovány do jednokanálového systému 

s vyuţitím selekčního vícecestného ventilu a pístového čerpadla a poté je 

pohyb pístu čerpadla (obr. 16) obrácen, čímţ dojde k promísení zóny vzorku a 

činidla a vzniklý produkt (obr. 17) je dopraven do detektoru, tím je jeden cyklus 

ukončen. V tomto jednoduchém případě je získán výsledný analytický signál ve 

formě píků. V podstatě se jedná o záznam koncentračního gradientu reakčního 

produktu při průchodu jeho zóny detektorem. 
68 

 

 
Obr. 16: Dávkované zóny při zpětném směru toku (NP - nosný proud, V - vzorek, Č – činidlo) 

 
 
 
 
 
 

 
Obr. 17: Vytlačování jednotlivých zón, včetně vznikající zóny produktu do detektoru (NP - nosný 

proud, V - vzorek, Č – činidlo) 
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Obr. 18: Schéma běžné SIA sestavy (PČ - pístové čerpadlo, SV - selekční ventil, S - standard, 

Č - činidlo, NP - nosný proud, V - vzorek, MC - mísící cívka, D - detektor, P – počítač) 

 

Systém SIA pracuje v cyklu naprogramovaných pohybů pístu čerpadla 

synchronizovaných s přepínáním pozic selekčního ventilu. Přesná 

synchronizace a opakovatelnost těchto kroků je nutnou podmínkou k dosaţení 

reprodukovatelné disperse jednotlivých zón v  SIA systému, a tím i k získání 

reprodukovatelného koncentračního gradientu reakčního produktu, resp. 

odpovědi detektoru. Z uvedených skutečností vyplývá, ţe nezbytnou součástí 

SIA systému musí být i vhodný mikroprocesor (nejlépe PC) s příslušným 

programovým vybavením, který řídí kroky měřícího cyklu a současně sbírá, 

uchovává a vyhodnocuje výstupní data. Průtokové rychlosti v SIA se obvykle 

pohybují okolo 1 ml/min a doba trvání jednoho měřícího cyklu většinou 

nepřesahuje 30 sekund. 69  

 

3.3.3. Uplatnění SIA v praxi 

 

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plná automatizace předurčují 

techniku SIA jako velmi vhodný prostředek všude tam, kde je nutno analyzovat 

velké série vzorků (např. rutinní analýzy vody, potravin, krve, moči), sledovat 

změny koncentrace důleţitých analytů v průběhu různých procesů (řízení a 

optimalizace biotechnologických výrob, monitorování hladin léčiv nebo jejich 

metabolitů v tělních tekutinách) nebo studovat odpověď buněk, membrán či 

orgánů na různé vnější podněty (např. ve farmaceutickém výzkumu). Potenciál 
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SIA je značný a bude se zřejmě dále rozšiřovat s pronikáním komerčních SIA 

analyzátorů do praxe. 70  

 

3.3.4. Stanovení antioxidační aktivity 

 
Schopnost různých antioxidantů (čistých sloučenin, rostlinných extraktů, 

atd.) ukončit radikálovou řetězovou reakci můţe být určena nepřímo různými 

metodami v rozdílných substrátech. Pro mnoho těchto metod je získání 

výsledků závislé na pouţitém substrátu, hydro- či lipofilitě testovaného 

antioxidantu. Jde často o metody zdlouhavé a náročné na laboratorní vybavení.  

Radikály reaktivních forem kyslíku (ROO, HO, RO, O2
-) jsou velmi 

reaktivní sloučeniny značně rozdílné ţivotnosti a chemických vlastností, tudíţ je 

jejich přímá detekce nesnadná. K detekci volných radikálů je obyčejně uţívána 

technika elektronové spinové rezonance. V mnoha případech však tuto techniku 

není moţné pouţít, na rozdíl od studií antioxidační aktivity čistých sloučenin, 

především v případech komplexních vzorků, jako jsou rostlinné extrakty a 

potraviny. Z tohoto důvodu jsou k určení celkové antioxidační aktivity často 

uţívány stabilní radikálové sloučeniny.  

Látky zpomalující oxidační proces inaktivací volných radikálů, nebo tzv. 

zametače (scavengery) volných radikálů, se označují jako primární antioxidanty. 

Jejich antioxidační aktivita můţe být určena přímo v komplexním vzorku, nebo 

v modelových systémech. Za normálních podmínek či podmínek urychlené 

oxidace lze sledovat senzorické změny, hydroperoxidy a sekundární produkty 

oxidace. Výsledky získané z těchto testů jsou často obtíţně interpretovatelné, a 

to díky fyzikálním a chemickým interakcím antioxidantů s dalšími sloţkami 

vzorku. Kromě toho průběh oxidace můţe být odlišný při pouţití technik 

urychlujících oxidaci. Jako modelové oxidační systémy jsou k určení 

antioxidační aktivity alternativně vyuţívány tyto: 

 Odbarvení -karotenu 

 Peroxidace methyllinoleátu 

 Inhibice chemiluminiscence luminolu (5-amino-2,3-dihydro-1,4-

ftalazindion) 

 Inhibice chemiluminiscence tetralinu (1,2,3,4-tetrahydronaftalen) 

 Odbarvení DPPH radikálu (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) 

 Odbarvení ABTS+ radikálu (2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-

sulfonová kys.) 

 Inhibice tvorby thiokyanátu ţelezitého 
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Takovéto modelové oxidační systémy umoţňují snadný screening a 

porovnání primárních antioxidantů. Testy tohoto typu však svým charakterem 

nejsou vhodné pro určení jednotlivých sloučenin, které jsou odpovědné za 

celkový antioxidační účinek vzorku. 71 

 

3.3.5. Stanovení antioxidační aktivity pomocí DPPH radikálu  

 

Určení aktivity vychytávání radikálů sloučeninou nebo extraktem dovoluje 

reakce se stabilním radikálem 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) (11). DPPH 

radikál můţe být vyuţit jako modelová sloučenina volného radikálu k určení 

antioxidační účinnosti antioxidantů. DPPH lze povaţovat za velmi stabilní 

radikál, který můţe být inaktivován jen antioxidantem (AH). DPPH radikál můţe 

být redukován pouze antioxidantem, který je donorem atomu vodíku. Redukci 

DPPH doprovází pokles absorbance při charakteristické vlnové délce. 

Absorpční maximum pro DPPH je při λ=525 nm. 72 

 

DPPH + AH    DPPH—H + A 

  

Obr. 19: Průběh reakce radikálu DPPH s antioxidačně působící látkou 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                         (11) 

 

K inaktivaci DPPH radikálu, a tím i poklesu absorbance, dochází také vlivem 

světla a působením singletového kyslíku. Vzhledem k uvedené moţnosti musí 

být tedy pokles absorbance DPPH správně interpretován. 73 

 Reakce můţe probíhat v organickém (methanol, ethanol, benzen, 

dioxan) nebo vodně-organickém (ethanol 50%) prostředí. 74 Reakce probíhá 

nejlépe bez přídavku pufrů. Obvykle pouţívaný postup určení antioxidační 

aktivity je následující: Roztok testovaného extraktu nebo standardu antioxidantu 

se smísí s roztokem DPPH a nechá se stát při teplotě 30 °C ve vodní lázni. Po 

30 minutách se měří hodnota absorbance při 517 nm. Doporučované 

N

N  

NO
2

NO
2
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koncentrace DPPH se pohybují v rozmezí 1.10-3 – 1.10-5 M, v závislosti na 

pouţitých objemech činidla a vzorku a charakteru stanovovaného vzorku. 

Antioxidační účinek lze vyjádřit v % poklesu absorbance oproti slepému vzorku. 

Tuto reakci lze také vyuţít v průtokových podmínkách, např. při detekci 

antioxidantů po rozdělení na HPLC, ale i v tenkých vrstvách po rozdělení 

tenkovrstvou chromatografií. 75 
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IV. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST A VÝSLEDKY 

 

 

1. Potřeby 

 

1.1. Rozpouštědla 

Aceton č. 

Diethylether p. a. 

Ethanol (s 5% methanolu) č. (EtOH) 

Ethylformiát č. (HCOOEt) 

Formaldehyd 36-38% p. a. 

Isopropylalkohol 95% p. a. 

Methanol č. (MeOH) 

1-Propanol č. (PrOH) 

Toluen p. a. 

Voda superčistá (voda) 

 

1.2. Chemikálie 

Acetanhydrid č. 

Anilin č. 

Anisaldehyd p. a. 

2,6-Dibromchinonchlorimid č. 

Difenylamin č. 

Dusičnan bismutitý zásaditý p. a. 

Dusičnan měďnatý p. a. 

Dusitan sodný p. a. 

Fast Blue B salt p. a. 

D-Glukóza č. 

Hexakyanoţelezitan draselný č. 

Hydroxid amonný 26% č. 

Hydroxid draselný č. 

Hydroxid sodný č. 

Hydroxylaminhydrochlorid p. a. 

Chlorid ţelezitý č. 

Isatin č. 

Jodid draselný č. 

2,4,6-Kolidin p. a. 

Křemelina – celit Hyflosupercell (John Manville) č. 

Kyselina chloristá 70% p. a. 



                                                                                                                           39 
 

Kyselina chlorovodíková 35% p. a. (HCl) 

Kyselina octová 98% p. a. (CH3COOH) 

Kyselina fosforečná 85% p. a. 

Kyselina mravenčí 85% p. a. (HCOOH) 

Kyselina sírová 96% p. a. 

Kyselina sulfanilová p. a. 

Kyselina vinná č. 

1,2-Naftochinon-4-sulfonová kyselina p. a. 

Ninhydrin p. a. 

Octan zinečnatý č. 

Uhličitan sodný č. 

Vanilin p. a. 

 

1.3. Detekční činidla 

 

D 1: UV  = 254 nm 

Chromatogram byl pozorován pod UV lampou při λ = 254 nm. Pozitivní 

reakce se projevovala vznikem různě tmavých skvrn, ve kterých byl 

zhášen fluoreskující luminofor vrstvy chromatogramu. 

 

D 2: UV  = 366 nm 

Chromatogram byl pozorován pod UV lampou při λ = 366 nm. Pozitivní 

reakce se projevovala vznikem fluoreskujících skvrn. 

 

D 3: Acetanhydrid – kyselina sírová (Liebermann-Burchardovo činidlo) 76 

Před pouţitím bylo opatrně za chlazení smícháno 5 ml acetanhydridu s 5 

ml koncentrované kyseliny sírové a získaná směs opatrně přidána do 50 

ml ochlazeného absolutního ethanolu. Chromatogram byl po postřiku 

zahříván při teplotě 100 C asi 7 minut a vyhodnocen pod UV světlem při  

= 365. Při pozitivní reakci vznikají fluoreskující skvrny. 

 

D 4: Anisaldehyd – kyselina sírová 77 

Do roztoku 0,5 ml anisaldehydu v 50 ml kyseliny octové byl přidán 1 ml 

kyseliny sírové. Chromatogram byl zahříván na 100 – 105 C, neţ různě 

barevné skvrny dosáhly maximální intenzity. 

 

D 5: 2,6-Dibromchinonchlorimid (Gibbsovo činidlo) 78 

Po postřiku čerstvě připraveným 0,4% methanolovým roztokem 2,6-

dibromchinonchlorimidu byl chromatogram umístěn do komory obsahující 
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26% hydroxid amonný. Fenolické sloučeniny tvořily s činidlem ţluté aţ 

hnědé skvrny podle doby působení hydroxidu amonného. 

 

D 6: Difenylamin – anilin – kyselina fosforečná 79 

1g anilinu a 1g difenylaminu byly rozpuštěny v 100 ml acetonu. 10 ml 

tohoto roztoku bylo před pouţitím smícháno s 1 ml 85% kyseliny 

fosforečné. Po postřiku byl chromatogram zahříván při 120 C asi 5 minut. 

Vznikaly různě barevné skvrny. 

 

D 7: Dragendorffovo činidlo podle Muniera  80 

Roztok A: 1,7 g zásaditého dusičnanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné  

bylo rozpuštěno v 80 ml destilované vody. 

Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpuštěno ve  40 ml destilované 

vody. 

Zásobní roztok byl připraven smícháním roztoku A a B v poměru 1:1 (v/v), 

který můţe být uchováván  po několik měsíců v lednici. 

Detekční roztok byl připraven rozpuštěním 10 g kyseliny vinné v 50 ml 

destilované vody a přidáním 5 ml zásobního roztoku. Alkaloidy byly po 

reakci s detekčním činidlem zbarveny oranţově. 

  

D 8: Fast Blue B salt 81 

Detekční roztok I: čerstvě připravený 0,5% vodný roztok Fast Blue B salt 

 Detekční roztok II: 0,1M NaOH 

Chromatogram byl nejprve postříkán roztokem I, po uschnutí 

chromatogramu roztokem II. 

 Vznikaly různě zbarvené skvrny. 

 

D 9: Glukóza – anilin (Schweppovo činidlo) 82 

 Roztok A: 10% vodný roztok glukózy          

         Roztok B: 10% ethanolový roztok anilinu 

Činidlo bylo připraveno smícháním roztoků A a B  (po 20 ml) a zředěno na 

100 ml n-butanolem. Chromatogram byl zahříván 10 minut na 115 C. 

Vznikaly červené aţ hnědé skvrny. 

 

D 10: Hexakyanoţelezitan draselný – chlorid ţelezitý 83 

2% roztok chloridu ţelezitého byl smíchán s 1% roztokem 

hexakyanoţelezitanu draselného (1:1). Vznikají modré skvrny. Činidlo je 

stálé nejdéle 5 minut. Vznikaly modré, resp. Zelené skvrny. 

 

D 11: Hydroxylamin – chlorid ţelezitý  84 
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Roztok A: byl připraven rozpuštěním 20 g chloridu hydroxylaminia v 50 ml 

vody a doplněním do 200 ml ethanolem. 

Roztok B: byl připraven rozpuštěním 50 g hydroxidu draselného 

v minimálním mnoţství vody a zředěním na 500 ml ethanolem. 

Detekční roztok I: byl získán smícháním roztoku A s roztokem B v poměru 

1:2 a odfiltrováním vyloučeného chloridu draselného. 

Detekční roztok II: byl získán rozpuštěním 10 g chloridu ţelezitého ve 20 

ml 35% kyseliny chlorovodíkové a protřepáním s 200 ml diethyletheru do 

vzniku homogenního roztoku. K detekci byl pouţit nejprve detekční roztok 

I, po uschnutí chromatogramu pak roztok II. Vznikaly různě zbarvené 

skvrny (hnědofialové-fialové). 

 

D 12: Isatin – octan zinečnatý 
85 

Isatin (1 g) a octan zinečnatý (1,5 g) byly rozpuštěny ve 100 ml 95% 

isopropylalkoholu za tepla do 80 C. 1 ml octové kyseliny bylo přidáno po 

ochlazení. Chromatogram byl ponechán asi 20 hodin při pokojové teplotě 

a byl pozorován. Při pozitivní reakci byly pozorovány růţové aţ červené 

skvrny. 

 

D 13: 1,2-Naftochinon-4-sulfonová kyselina – kyselina chloristá 86 

0,1 g 1,2-naftochinon-4-sulfonové kyseliny bylo rozpuštěno ve 100 ml 

směsi (20 ml ethanolu + 10 ml 60% kyseliny chloristé + 1 ml formaldehydu 

+ 9 ml destilované vody). Po postřiku činidlem byl chromatogram zahřátý 

na 70-80 C a byly pozorovány různě barevné skvrny. 

 

D 14: Ninhydrin – kolidin 87 

Roztok A: byl připraven smícháním 0,2% roztoku ninhydrinu v 50 ml 

absolutního ethanolu, 10 ml ledové kyseliny octové a 2 ml 2,4,6-kolidinu. 

Roztok B: 1% roztok trihydrátu dusičnanu měďnatého v absolutním 

ethanolu. Před pouţitím byl smíchán roztok A s roztokem B v poměru 5 : 

3. Po postřiku byl chromatogram zahříván při 100ºC 1-2 minuty. Při 

pozitivní reakci byly pozorovány různě zbarvené skvrny.  

  

 

D 15: Paulyho činidlo (diazotovaná kyselina sulfanilová) 88 

4,5 g kyseliny sulfanilové bylo za tepla rozpuštěno ve 45 ml kyseliny 

chlorovodíkové (12 M) a zředěno vodou na 500 ml. 10 ml tohoto roztoku 

bylo ochlazeno v chladničce a pak k němu bylo přidáno 10 ml 

ochlazeného 4,5% roztoku dusitanu sodného. Získaný roztok byl 

ponechán 15 minut v chladničce. Bezprostředně před pouţitím byl 
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smíchán s 20 ml 10% roztoku uhličitanu sodného. Pozitivně reagující látky 

tvořily s činidlem oranţové skvrny.  

 

D 16: Vanilin – kyselina sírová 89 

Vanilin (3 g) byl rozpuštěn v ethanolu (100 ml) a do roztoku přidána 

koncentrovaná kyselina sírová (3 ml). Chromatogram byl zahříván na 110 

C. Vznikaly různě barevné skvrny. 

 

  

1.4. Vyvíjecí soustavy pro tenkovrstvou chromatografii 

 

S 1: toluen + ethylformiát + kyselina mravenčí = 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 indikátorem UV λ = 254nm, desky 100 x 150 mm 

Silufol® bez indikátoru , desky 100 x 150 mm 
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2. Příprava extraktů 

 

2.1. Materiál 

 

Plodnice zkoumaných taxonů hub byly nasbírány v červnu aţ září roku 2002, 

systematicky klasifikovány Východočeskou mykologickou společností (Dr. Věra 

Samková) a pak byly zmraţeny tekutým dusíkem a do doby zpracování 

uchovávány v plastikových kontejnerech v atmosféře argonu při – 23 °C aţ – 27 

°C. 
90 

 

Tabulka 3: Informace o nalezištích, nálezcích hub 
91 

 

Číslo Název taxonu Místo nalezení Nálezce 

1 Calocybe georgii 
Černilov, les Kaltouz p. Šolc 

2 
Peziza vesiculosa 

Podkrkonoší J. Pravdová 

3 Serpula lacrymans 
Podorlicko p. Jiruška 

4 
Panus conchatus Nový Hradec Králové, 

les U dvou závor 
M. Dobešová 

5 Russula claroflava 
Kuks, Braunův betlém L. Opletal 

6 
Hebeloma sinapizans 

* * 

7 Russula aeruginea 
* * 

8 Russula acrifolia 
* * 

9 Russula pectinata 
* * 

10 Gomphidius glutinosus * * 

11 Hericium corraloides * * 

12 Agaricus squamulifer * * 

13 Piptoporus betulinus * * 

14 Russula paludosa * * 

* - údaje nejsou k dispozici 
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2.2. Extrakce drogy a postup přípravy lyofilizátu 

 

Naváţený vzorek hub (1 g – 10 g podle dostupného mnoţství) byl po 

opětovném zmraţení tekutým dusíkem a rozdrcení extrahován 70% (w/w) EtOH 

(poměr houba (g) : 70% EtOH (ml) = 1 : 15). Extrakce probíhala sonikací 

v ultrazvukové lázni při laboratorní teplotě; při stupni intenzity 10, po dobu 10 

minut (SONOREX Super 10 P, Bandelin). Extrakt byl odfiltrován od pevného 

podílu, který byl promyt ještě 3 x 10 ml 70% ethanolu a opět zfiltrován. Spojený 

filtrát byl zahuštěn na rotační odparce za sníţeného tlaku (1 kPa) při teplotě do 

50 C na objem asi 10-15 ml. K zahuštěnému extraktu bylo přidáno 5 ml 

superčisté vody. Roztok byl zfiltrován přes křemelinu za sníţeného tlaku, 

křemelina byla promyta ještě 3 x 5 ml superčisté vody. Z extraktu byla 

odpařována voda za sníţeného tlaku při 50 C tak dlouho, aţ měl extrakt 

konzistenci medu. Lyofilizace probíhala nejméně 3 hodiny. Lyofilizát byl umístěn 

do exsikátoru nad silikagel, kde došlo k odstranění poslední zbytkové vody. 

Lyofilizovaný extrakt byl přeplněn do vzduchotěsně uzavíratelných lahviček, 

převrstven argonem a uzavřen. Ten byl výchozím materiálem pro hodnocení 

tenkovrstvou chromatografií a pro stanovení antioxidační aktivity. 92  
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1 - 10 g plodnice houby 

 

 

 

         extrakce 70% EtOH 

(sonikace v UV) 

 

 

 

    zahuštění na odparce 

    (odpaření EtOH; do 50C) 

 

 

 

 

přidána superčistá voda, 

filtrace přes křemelinu 

 

 

 

odpaření vody do konzistence medu, (do 50C ) 

 

 

 

lyofilizace (min. 3 hodiny) 

 

 

 

lyofilizát z houby  

 

Obr. 20: Schéma postupu přípravy lyofilizátu 
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2.3. Hodnocení extraktů TLC a barevnými reakcemi 

 

Vzorky pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly připraveny smícháním 10 mg 

lyofilizátu a 3,5 ml ethanolu 70 % dále byly ponechány 5 min v ultrazvukové 

lázni při teplotě 25C a stupni intenzity 10. Vzorky číslo 2, 4, 5, 7, 8, 9 byly ve 

formě suspenzí a ostatní byly roztoky. Některé byly zbarvené: vzorek číslo 2 – 

rezavohnědě, vzorek číslo 12 – hnědě, vzorek číslo 13 – světlehnědě a vzorek 

číslo 14 – růţově. Tenkovrstvá chromatografie (TLC) byla prováděna 

vzestupným způsobem v chromatografických komorách sycených 60 minut 

(standardní chromatografické komory) parami elučních soustav. 

Chromatogramy byly ponechány v eluční soustavě S1 25 min a v soustavě S2 

60 min.  

 

Adsorbent: Kieselgelplatten Merck®, desky 100 x 150 mm 

Silufol® s indikátorem UV λ = 254 nm, desky 100 x 150 mm 

Silufol® bez indikátoru , desky 100 x 150 mm 

 

Dráha:  80 mm 

 

Soustavy: S 1: (Toluen + HCOOEt + HCOOH = 50 + 40 + 10) 

 

S 2: (PrOH + H2O = 90 + 10) 

 

Vyvíjení: 1x 

 

Detekce: D1 – D16 
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 Detekce pod UV =254 nm 

 
 
 
 
 

 
Obr. 21: S - 1, D - 1 

 
 
 
 
 
 

 
Obr. 22: S - 2, D - 1 

 



                                                                                                                           48 
 

Detekce pod UV =366 nm 
 
 
 
 
 

 
Obr. 23: S - 1, D - 2 

 
 
 
 
 
 

 
Obr. 24: S - 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 
 
 
 
 
 

 
Obr. 27: S - 1, D - 4 

 
 
 
 
 
 

 
Obr. 28: S - 2, D - 4 
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Detekce na fenolické sloučeniny 

 
 
 
 
 

 
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: S - 2, D - 7 
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Detekce na fenolické sloučeniny 
 
 
 
 
 

 
Obr. 35: S - 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: S - 2, D - 9 
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Detekce na redukující látky (fenoly, aminy,…) 
 
 
 
 
 

 
Obr. 39: S - 1, D - 10 

 
 
 
 
 
 

 
Obr. 40: S - 2, D - 10 
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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: S - 2, D - 12 
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Detekce na steroly 

 
 
 
 
 

 
Obr. 45: S - 1, D - 13 

 
 
 
 
 
 

 
Obr. 46: S - 2, D - 13 
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Detekce na aminokyseliny 
 
 
 
 
 

 
Obr. 47: S - 1, D - 14 

 
 
 
 
 
 

 
Obr. 48: S - 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, vyšší alkoholy a těkavé látky 

 
 
 
 
 

 
Obr. 51: S - 1, D - 16 

 
 
 
 
 
 

 
Obr. 52: S - 2, D - 16 
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2.3.1. Vyhodnocení reakcí na detekce D 1 – D 16 

 
Vysvětlivky k tabulce 4 - 7 

 
ST + pozitivní reakce při detekci na startu 

ST 0 po detekci nebyla pozorována pozitivní reakce na startu 

X+ počet pozitivních reakcí na detekci na dráze (X=1,2,3…) 

0 ţádná pozitivní reakce na detekci na dráze 

 

 

 

 

 

 



 

6
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Tabulka 4: Pozitivní reakce na detekce u sledovaných taxonů 
Č

ís
lo

 t
a

x
o
n

u
 

Taxon 

D
 1

, 
S

 1
 

 D
 1

, 
S

 2
 

D
 2

, 
S

 1
 

D
 2

, 
S

 2
 

D
 1

2
, 

S
 1

 

 D
 1

2
, 

S
 2

 

D
 1

4
, 

S
 1

 

D
 1

4
, 

S
 2

 

D
 8

, 
S

 1
 

D
 8

, 
S

 2
 

1. 
 

Calocybe gambosa  ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 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 ST 0, 0 ST 0, 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 ST 0, 0 ST +, 0  ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 4+ ST +, 0 ST +, 0 

6. Hebeloma sinapizans ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 2+ ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 2+ ST 0, 0 ST +, 0 

7. Russula aeruginea ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 1+ ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 2+ ST 0, 0 ST +, 0 

8. Russula acrifolia ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0  ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 3+ ST 0, 0 ST +, 1+ 

9. Russula pectinata ST +, 0 ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 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 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0+ ST 0, 0 ST 0, 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 +, 0 ST +, 3+ ST +, 0 ST +, 0 
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Tabulka 5: Pozitivní reakce na detekce u sledovaných taxonů 
Č

ís
lo

 t
a

x
o
n

u
 

Taxon 

D
 1

5
, 

S
 1

 

 D
 1

5
, 

S
 2

 

D
 5

, 
S

 1
 

D
 5

, 
S

 2
 

D
 1

0
, 

S
 1

 

 D
 1

0
, 

S
 2

 

D
 9

, 
S

 1
 

D
 9

, 
S

 2
 

D
 1

1
, 

S
 1

 

D
 1

1
, 

S
 2

 

1. 
 

Calocybe gambosa  ST 0, 0 ST 0, 0  ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 

2. Peziza vesiculosa ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 

3. Serpula lacrymans ST 0, 0 ST 0, 2+ ST 0,0 ST 0,0 ST +, 1+ ST +, 3+ ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 

4. Panus conchatus ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 

5. Russula claroflava ST +, 0 ST +, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 

6. Hebeloma sinapizans ST +, 0 ST +, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 

7. Russula aeruginea ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 

8. Russula acrifolia ST +, 0 ST +, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 1+ ST +, 1+ ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 

9. Russula pectinata ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 

10
. 

Gomphidius glutinosus ST +, 0 ST +, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 

11
. 

Hericium coralloides ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 

12
. 

Agaricus squamulifer ST 0, 0 ST 0, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 

13
. 

Piptoporus betulinus ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 0 

14
. 

Russula paludosa ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 1+ ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST 0, 0 
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Tabulka 6: Pozitivní reakce na detekce u sledovaných taxonů 

Č
ís

lo
 t

a
x
o
n

u
 

Taxon 

D
 4

, 
S

 1
 

D
 4

, 
S

 2
 

D
 6

, 
S

 1
 

D
 6

, 
S

 2
 

D
 1

3
, 

S
 1

 

D
 1

3
, 

S
 2

 

D
 3

, 
S

 1
 

D
 3

, 
S

 2
 

D
 1

6
, 

S
 1

 

D
 1

6
, 

S
 2

 

D
 7

, 
S

 1
 

D
 7

, 
S

 2
 

1. 
 

Calocybe gambosa  ST +, 5+ ST +, 0 ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 

2. Peziza vesiculosa ST +, 6+ ST +, 0 ST +, 0 ST +, 2+ ST +, 0 ST +, 2+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 1+ ST +, 2+ ST +, 0 ST +, 0 

3. Serpula lacrymans ST +, 0 ST +, 3+ ST +, 0 ST +, 2+ ST +, 0 ST +, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 0 

4. Panus conchatus ST +, 2+ ST 0, 1+ ST +, 0 ST +, 2+ ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 1+ ST 0, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 

5. Russula claroflava ST +, 1+ ST 0, 2+ ST +, 0 ST +, 2+ ST +, 0 ST 0, 1+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 3+ ST 0, 0 ST 0, 0 

6. Hebeloma sinapizans ST +, 6+ ST 0, 1+ ST +, 1+ ST +, 4+ ST +, 1+ ST 0, 2+ ST 0, 1+ ST 0, 3+ ST +, 4+ ST 0, 3+ ST 0, 0 ST 0, 0 

7. Russula aeruginea ST +, 5+ ST 0, 3+ ST +, 0 ST +, 4+ ST +, 0 ST 0, 2+ ST +, 1+ ST 0, 2+ ST +, 5+ ST +, 4+ ST 0, 0 ST 0, 0 

8. Russula acrifolia ST +, 1+ ST +, 4+ ST +, 0 ST +, 3+ ST +, 0 ST +, 2+ ST 0, 1+ ST 0, 0 ST +, 0 ST +, 3+ ST +, 0 ST +, 0 

9. Russula pectinata ST +, 5+ ST +, 2+ ST +, 0 ST +, 3+ ST +, 1+ ST +, 2+ ST 0, 1+ ST 0, 2+ ST +, 1+ ST +, 2+ ST +, 0 ST +, 0 

10. Gomphidius glutinosus ST +, 6+ ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 0 ST +, 0 ST +, 3+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 4+ ST +, 2+ ST +, 0 ST +, 0 

11. Hericium coralloides ST +, 0 ST 0, 1+ ST +, 0 ST +, 3+ ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 0 ST 0, 2+ ST 0, 0 ST 0, 0 

12. Agaricus squamulifer ST 0, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 2+ ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 2+ ST 0, 3+ ST 0, 0 ST +, 0 

13. Piptoporus betulinus ST 0, 1+ ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 3+ ST +, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST 0, 0 ST +, 1+ ST 0, 3+ ST +, 0 ST +, 0 

14. Russula paludosa ST 0, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST +, 2+ ST +, 0 ST +, 1+ ST +, 0 ST 0, 0 ST +, 1+ ST 0, 2+ ST 0, 0 ST 0, 0 
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2.4. Stanovení antioxidační aktivity DPPH testem 

2.4.1. Postup práce 

 

DPPH radikál (3,90 mg) byl rozpuštěn v 95% EtOH (52,0 ml) a pak 

doplněn vodou na 100,0 ml. Tak vznikl roztok DPPH radikálu v 50% EtOH. 

Roztok byl zbaven bublinek vzduchu ponecháním po dobu 5 minut 

v ultrazvukové lázni. Roztok byl chráněn před světlem a kaţdý den připraven 

nový. Porovnávacím vzorkem (slepým vzorkem) byl 50% EtOH. Měřený vzorek 

byl připraven rozpuštěním lyofilizátu v 50% EtOH, aby vznikla koncentrace 

1mg/1ml. Dále byly připraveny koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml a 0,1 mg/ml. 

Jak slepý vzorek, tak roztoky měřených vzorků byly také odvzdušněny v 

ultrazvukové lázni. Po nasátí roztoku DPPH (30 μl) přístrojem SIA mezi dvě 

zóny měřeného vzorku (po 25 μl ), resp. slepého vzorku, došlo k reakci. Byla 

změřena absorbance při λ = 525 nm.  

Antioxidační účinek byl vyjádřen v % poklesu absorbance oproti slepému 

vzorku. Jednotlivé naměřené údaje jsou uvedeny u kaţdého taxonu v tabulce a 

vyhodnoceny v grafu. 
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Hodnoty naměřených antioxidačních aktivit u sledovaných taxonů 

 

 
 
 
 
 

Graf 1: Peziza vesiculosa Bull. ex St. Amans 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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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 
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    Tabulka 8: Agaricus squamulifer (F. H. Møller) Pilát 
 

 
 
 
 
 

Graf 2: Agaricus squamulifer (F. H. Møller) Pilát 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%) 

1,0 57,32 

0,5 33,83 

0,25 10,72 

0,1 2,36 
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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  

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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    Tabulka 10: Calocybe georgii (L.) Kühner ex Kalamees 

 
 
 
 
 

Graf 4: Calocybe georgii (L.) Kühner ex Kalamees 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%) 

1,0 24,86 

0,5 15,80 

0,25 6,36 

0,1 5,02 
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     Tabulka 11: Serpula lacrymans (Wulfen.:Fr.) J. Schröt 

 
 

 
 
 
 

Graf 5: Serpula lacrymans (Wulfen.: Fr.) J. Schröt. 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%) 

1,0 80,06 

0,5 71,44 

0,25 42,54 

0,1 20,04 
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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. 

Závislost poklesu absorbance na koncetraci

0

5

10

15

20

0,1 0,25 1

Koncentrace (mg/ml)

A
b

s
o

rb
a
n

c
e 

(%
)

 



 74 

 

 
 
 
 
 

Graf 7: Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr. 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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Tabulka 13: Panus conchatus (Bull.: Fr.) Fr. 

 

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%) 

1,0 13,13 

0,5 6,06 

0,25 5,27 

0,1 3,44 
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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 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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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 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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Graf 10: Russula claroflava Grove 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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Tabulka 16: Russula claroflava Grove 

 

Koncentrace (mg/ml) Pokles absorbance (%) 

1,0 24,67 

0,5 15,05 

0,25 10,66 

0,1 6,35 
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Graf 11: Russula aeruginea Lindbl. ex Fr. 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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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 
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Graf 12: Russula acrifolia Romagn. 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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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 
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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. 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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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. 

Závislost poklesu absorbance na koncentraci
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Porovnání antioxidační aktivity taxonů 

při koncentraci 1mg/ml
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Porovnání antioxidační aktivity taxonů

 při koncentraci 0,5 mg/ml
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Porovnání antioxidační aktivity taxonů 

při koncetraci 0,25 mg/ml
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Porovnání atioxidační aktivity taxonů 

při koncentraci 0,1 mg/ml

0

5

10

15

20

25

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Číslo vzorku

A
n

ti
o

x
id

a
č
n

í 
a
k
ti

v
it

a
 (

%
)

 



 84 

V. DISKUSE 

 
Tato práce byla vytvořena s cílem zjistit taxony hub, jejichţ extrakty 

vykazují signifikantní hodnoty antioxidačních aktivit. Je součástí širokého 

fytochemicko – farmaceutického výzkumu vyšších hub a rostlin, probíhajícího 

na Katedře farmaceutické botaniky a ekologie. Předloţená práce je součástí 

prvotního screeningu a v budoucnu můţe poslouţit jako vodítko k izolaci a 

identifikaci vlastních sloučenin s antioxidační aktivitou nebo případně 

k purifikaci účinných extraktů hub.  

Antioxidačně účinné látky působí proti oxidačnímu stresu, který vzniká při 

nefyziologickém nadbytku kyslíkových a dusíkových radikálů v tkáních. Tyto 

volné radikály a vzniklý oxidační stres jsou v některých případech i prvotním 

faktorem vzniku onemocnění a uplatňují se v progresi řady chorob (viz. Tabulka 

2, str. 31 ). Antioxidancia se tak mohou uplatnit jako součást terapie některých 

onemocnění i v prevenci jejich vzniku. Jsou v dnešní době velmi rozšířena a 

setkáme se s nimi i ve formě řady potravinových doplňků. Vědecký zájem o ně 

neustále stoupá a probíhají mnohé nové výzkumné práce v této oblasti. 

Proto bylo hlavním záměrem projektu katedry vypracovat efektivní 

lyofilizační metodu pro přípravu extraktů, zjistit optimální chromatografické 

soustavy pro základní hodnocení těchto lyofilizátů pomocí TLC a podílet se na 

vypracování rychlé screeningové metody antioxidační aktivity lyofilizátu. 

Zkoumaným materiálem byly plodnice hub. Zpracování čerstvých plodnic 

bývá problematické, v případě sušení materiálu je zde riziko změny povahy 

obsahových látek, a stejně tak i při extrakci za zvýšené teploty. Ideální moţností 

je zmraţení tekutým dusíkem a následná extrakce ethanolem v aparatuře 

umoţňující práci v inertním prostředí (dusík nebo argon). Tím by se zajistilo, ţe 

se při extrakci nebudou látky rozkládat. Ovšem pro rutinní práci je tento postup 

nerealizovatelný. Proto byl jako optimální zvolen tento postup: plodnice byly 

nejdříve zmraţeny tekutým dusíkem a do doby zpracování uchovány 

v plastikových kontejnerech v atmosféře argonu při teplotě – 23 °C aţ – 27 °C., 

dále rozdrceny (s pouţitím mixéru), rozetřeny s tekutým dusíkem a extrahovány 

70 % EtOH sonikací v UV. 70% EtOH byl pouţit jako optimální rozpouštědlo na 

základě předchozích pokusů; ačkoliv jeho koncentrace při tomto postupu klesne 

zhruba na 65 %, je tato koncentrace dostačující pro extrakci jak polárních tak 

méně polárních látek, coţ lze dokumentovat tím, ţe při zahušťování takto 

vzniklých extraktů (po odstranění EtOH) se v některých případech vyloučilo 

znatelné mnoţství lipidů (podle reakce na TLC).  

Ovšem i při tomto postupu byl zdokumentován případ, kdy došlo k rozkladu 

některých obsahových látek hub, např. izolace oranţových seskviterpenických 
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látek z ryzce pravého (Lactarius deliciosus L.). 93Tyto látky byly velmi citlivé a 

extrakce plodnic musela být prováděna v inertní atmosféře CO2.  

Vyvstává tedy moţnost, ţe některé látky nebyly zachyceny a rozloţily se. 

Lyofilizace byla úspěšná; v převaţující většině případů byly získány práškovité 

lyofilizáty. V případě, kdy plodnice obsahovaly vyšší mnoţství těkavých 

vonných komponent (kapalného charakteru), se nepodařilo připravit lyofilizát 

v práškovém stavu, ale byl vysoce viskózní. Prozatím neexistuje ţádný 

technologický postup, který by umoţnil tento problém odstranit. 

Výsledkem se stal ve většině případů kyprý lyofilizát dobře rozpustný v 70% 

EtOH, kromě několika vzorků: číslo 2, 4, 5, 7, 8, 9, u nichţ byla získána 

suspenze. Některé vzorky byly zbarvené: vzorek číslo 2 – rezavohnědě, vzorek 

číslo 12 – hnědě, vzorek číslo 13 – světlehnědě a vzorek číslo 14 – růţově.  

K hodnocení obsahových látek ethanolických extraktů hub byla 

provedena  separace s vyuţitím tenkovrstvé chromatografie (TLC) a identifikace 

skupinových strukturních typů selektivními detekcemi. K vyvíjení byly pouţity 

dva typy soustav, které vzešly z předchozího širokého studia. Hlavní 

podmínkou pro dané soustavy byla dobrá separační schopnost přítomných 

látek v extraktu. Soustava S1 (toluen + HCOOEt + HCOOH = 50 + 40 + 10) 

dělila látky mírně aţ středně polární, soustava S2 (n-PrOH + voda = 90 + 10) je 

vhodná naopak pro látky polární, jak bylo ukázáno při chromatografii 

aminokyselin 94, při jejichţ dělení se velmi vhodně uplatnila. 

Ucelených publikací o obsahových látkách hub není mnoho. Výzkum byl 

zaměřován nejprve na houby jedlé, které jsou pro člověka zdrojem 

aminokyselin, vitamínů, minerálů a díky nízké výţivné hodnotě mohou být i 

vhodným dietetikem, u nich byla hodnocena povaha a mnoţství těchto 

příznivých komponent, ale i toxických těţkých kovů, které mají houby schopnost 

akumulovat.  

Ovšem v posledních desetiletích vzrůstá zájem o houby z hlediska 

širšího spektra účinných látek a zvýšil se počet publikovaných odborných 

článků zabývajících se touto problematikou. Byly zjištěny účinky primárních a 

sekundární metabolitů hub, jeţ vykazují výraznou aktivitu antioxidační (např. 

triterpeny z Ganoderma lucidum), antibakteriální (např. ganomycin z 

Ganoderma pfeifferi Bres), antivirové (např. lentinany z Lentinus edodes), 

cytostatickou (extrakty z Piptoporus betulinus), imunosupresivní (např. 

ergosterolperoxid z Tricholoma populinum), protizánětlivou (lanostany z 

Piptoporus betulinus), antiaterogenní (extrakty z Pleurotus ostreatus a 

Auricularia auricularia-judae (Bull.:Fr.) a hypoglykemickou (polysacharidová 

frakce Ganoderma frondosa). Minimálně 650 druhů hub z hetero- a homo- 

basidiomycetes obsahuje protinádorové a imunostimulační polysacharidy. 95 
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Z námi studovaných taxonů se můţeme zmínit například o látkách typu 

glukanu (1-3- a 1-6 D-frakce glukanů) a lektinů izolovaných z rodu Agaricus, u 

nichţ byla prokázána selektivní cytotoxicita k nádorovým buňkám, tumoricidní a 

imunomodulační aktivita, dále tzv. agaricoglycerid A, při jehoţ podání byla 

pozorována analgésie in vivo modelu. Z dalších jsou to například nematicidně 

aktivní směsi mastných kyselin z druhu Hericium coralloides, hypoglykemizující 

účinky Calocybe georgii, antibioticky účinné látky ze Serpula lacrymans, NK-B 

aktivita sekundárních metabolitů Panus conchatus, protizánětlivé, 

protirakovinné, antibiotické a další účinky obsahových látek Piptoporus 

betulinus. 

Na základě provedených tenkovrstvých chromatografií můţeme vyvodit 

následující závěry: 

Obsah méně polárních látek byl u všech taxonů vyrovnaný. Obsah více 

polárních látek byl nejvyšší u taxonů Hebeloma sinapizans, Gomphidius 

glutinosus a Russula claroflava a u ostatních byl totoţný. Z hlediska výskytu 

primárních metabolitů je nejvýraznější výskyt volných aminokyselin, jak se 

ukázalo po detekci D 14: Ninhydrin – kolidin, (obr. 47, 48). Tyto látky jsou 

výrazné zejména po pouţití soustavy S 2 a vyskytly se prakticky ve všech 

lyofilizátech. Podobně je tomu i v případě sacharidů (polární soustava S 2 – 

detekce D 6: difenylamin – anilin – kys. fosforečná), (obr. 32). Detekce D4:  

anisaldehyd – kys. sírová, (obr. 27, 28), která je v literatuře uváděna rovněţ pro 

detekci sacharidů, ukazuje, ţe detekuje i jiné neţ-li pouze cukerné látky, jak lze 

zjistit z významného rozdílu při pouţití obou chromatografických soustav. 

 Z hlediska sekundárních metabolitů byla věnována pozornost základním 

skupinám látek, které mohou být v těchto houbách přítomny. Z hlediska výskytu 

alkaloidů byla pozitivní reakce při detekci D 7: Dragendorffovo činidlo v polární 

soustavě S 2, (obr. 34) pozorovány jak na startu tak s velmi nízkými hodnotami 

Rf u taxonů Peziza vesiculosa, Serpula lacrymans, Russula acrifolia, Russula 

pectinata, Gomphidius glutinosus, Agaricus squamulifer a Piptoporus betulinus. 

Při pouţití S1 došlo k reakci pouze na startu. 

Při detekci na fenolické látky (D 5: Gibbsovo činidlo, obr. 29 a 30) byly 

všechny reakce negativní. Je však otázkou, zda tento výsledek můţeme 

pokládat za reprezentativní, můţeme se přiklonit k tomu, ţe v průběhu detekce 

došlo k chybě. U detekce D 8: Fast Blue B salt, téţ na fenolické látky, byly 

zřetelné reakce především v soustavě S 2 (obr. 36). 

Na další detekci na přítomnost aminů a fenolů D 15: Paulyho činidlo byly 

výrazné reakce u všech taxonů kromě druhu Calocybe georgii v soustavě S 2 

(obr. 50). 

Další detekce na redukční látky, které zahrnují i látky fenolické, poskytla 

poměrně velké mnoţství barevných zón (D 10: hexakyanoţelezitan draselný – 
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chlorid ţelezitý), a to zejména při pouţití polární soustavy (obr. 40). Z této 

reakce nemůţeme odvodit povahu reagujících látek, protoţe velká skupina 

látek přítomných v houbách bude tuto reakci poskytovat. 

 Významné výsledky byly dosaţeny při detekci na steroly a triterpeny (D 

13 : 1,2-naftochinon-4-sulfonová kys. – kys. chloristá), (obr. 45, 46), a to téměř 

u všech taxonů a při pouţití obou soustav.  

Z hlediska výskytu karboxylových kyselin nebyla detekce D 9 

(obr. 37, 38) příliš přesvědčivá. Pozitivně reagovaly látky pouze na startu, a to u 

následujících taxonů Peziza vesiculosa, Serpula lacrymans, Panus conchatus, 

Russula aeruginea, Agaricus squamulifer, Piptoporus betulinus a Russula 

paludosa. 

 Pro screening antioxidační aktivity byla vybrána metoda vyuţívající 

zhášení DPPH radikálu. Tato metoda je jednou z nejpouţívanějších pro 

jednoduchý screening antioxidačních aktivit přírodních látek. Je snadno 

proveditelná, prakticky nenáročná, její nevýhodou v praktickém provedení je 

doba testu jednoho vzorku (30 min.). 

Instrumentální metoda pouţitá v této práci vyuţila širokých moţností SIA 

pomocí přístroje FIAlab™ (ALITEA® USA). Tato metoda pouţívá malého 

mnoţství vzorku (50 цl), průběh reakce je rychlý, odečítání výsledku po 30 s. 

Změření jednoho vzorku a sestrojení křivky průběhu antioxidační reakce netrvá 

u jednoho vzorku déle neţ 20 minut. Jedná se o metodu velmi vhodnou pro 

široký screening. Koncentrace, které byly pouţity v tomto testu se pohybovaly 

v rozmezí 0,1 aţ 1,0 mg/ml lyofilizátu. 

 Při tomto provedení testu se jako nejúčinnější jevil extrakt z taxonu 

Serpula lacrymans (tabulka 11) a jako druhý v pořadí extrakt z Agaricus 

squamulifer (tabulka 8). Tyto extrakty vykázaly také charakteristický 

exponenciální průběh. Dalšími relativně antioxidačně účinnými 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). Méně aktivní byly Gomphidius 

glutinosus (tabulka 12) a Panus conchatus (tabulka 13). Velmi málo aktivní byly 

Russula acrifolia (tabulka 18), Russula aeruginea (tabulka 17), Russula 

pectinata (tabulka 19) a Hericium coralloides (tabulka 15). U těchto středně  a 

málo aktivních extraktů byla křivka antioxidačního procesu téměř vţdy 

exponenciální. 

 Na základě chromatografických analýz lze usoudit, ţe se v lyofilizátech 

vyskytují především látky typu sterolů, fenolů, aminů a terpenů, coţ je v souladu 

s výsledky publikovánými v literatuře. Vyvinutá SIA metoda vyuţívající DPPH 

testu je optimální pro rutinní antioxidační screening a pro rychlý výběr pozitivně 

účinných extraktů z hub. 
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VI. SOUHRN 

 
 

V rámci mé diplomové práce bylo zpracováno 14 taxonů hub rostoucích na 

území České republiky a z nich připraveno šetrnou metodou za standardních 

podmínek 14 lyofilizovaných extraktů. Tyto ethanolické extrakty hub byly 

podrobeny separaci s vyuţitím tenkovrstvé chromatografie (TLC) a identifikaci 

skupinových strukturních typů selektivními detekcemi. Byl prokázán zejména 

výskyt látek typu sterolů, fenolů, aminů a terpenů. Dále byl proveden screening 

antioxidační aktivity pomocí DPPH testu. Nejvyšší aktivita byla zaznamenána u 

taxonu Serpula lacrymans. 
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VII. 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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