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ABSTRAKT

Teoretickacast diplomoveé prace je zifena na charakterizaci houByeurotus ostreatus

Z botanického i chemického hlediskairBz je kladen na jeji vyznamné obsahové latky, na
jejich vlastnosti a to jak z chemického, tak farwiagického aspektu. Praktickast napl-
nuje cil diplomové prace, kterym bylo pomoci chroogaafickych metod analyzovat vy-
brané skupiny latek houtBleurotus ostreatusAnalyza je sousgtdna na metody plosSné a
kolonové chromatografie argdevsim na metody, které jsou vhodné k provoznir&tmn

pii pramyslovém zpracovani. Ziskané vysledky jsou vyhodngadostupnymi metodami a
to jak z hlediska kvalitativniho, tak kvantitatitioi. Dale jsou vysledky statisticky zpraco-

vany a na zar celkow vyhodnoceny.

Kli¢ova slova: Hliva usicna Pleurotus ostreatysp-glukany, vidknina, chromatografie

ABSTRACT

The theoretical part of the dissertation is focused characterization of mushroom
Pleurotus ostreatufrom both botanical and chemical point of view. frasis is laid on
the important substances contained in it and ibpgnties with consideration of both che-
mical and pharmacological aspects. The aim of thelevdissertation is the practical part;
it consists in analysing suitable groups of mushrddeurotus ostreatussing chromato-
graphic methods. The analysis is focused on théadstof area and column chromatogra-
phy and in particular on the methods that are Blatéor operational monitoring during
industrial processing. The results obtained aresassl using the methods available from
both qualitative and quantitative point of view.€eltesults are also processed statistically

and evaluated generally in the conclusion.

Keywords:Pleurotus ostreaty$-glucans, fiber, chromatography
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UvoD

Archeologické vyzkumy dokladaji, Ze houby znali@kumovali jiz pedchadci ¢lovéka
pied vice nez 30 000 lety. Houby fidt nejstarSim formam Zivota na nasSi planétouby
tvori sowast lidské potravy uz od pradavnacivé vlastnosti se houbanftipisuji jiz tisice
let. Snad nejstarsi zpravou o pouziti hubdelgé je recept z Indie, datovany 3000 l&tg

Kristem.

Houby poskytuji Siroké spektrum biologicky aktivinitatek, které posiluji fyziologicky
stav naSeho organismu. Jejickivé@ (inky a principy piznivého @isobeni se nyni inten-

zivné studuji gedevsim v Japonsku a(ing.

Hliva dsti¢cnd, latinskyPleurotus ostreatyge v sogasnosti velmi sledovana houba. Ob-
sahuje dlezité polysacharidy3-glukany, které vykazuji imunostimwai a protirakovinny
efekt. Protoze obranyschopnost organismu stalé klesina se ve sité imunité vénovat

¢im dal wtSi pozornost a vSechny latky, které imunitu budeySovat, budowim dal di-

Mrivriw s

VyzZivha hodnota hlivy Ugitné je blizka vyzivné hodnotzeleniny,cimz ji mizeme zéadit
mezi dietetické potraviny. Je cennym zdrojem bilka@a aminokyselin,mineralnich latek a

daleZité viakniny.

Celosvtovy vyzkum poukazuje na blahodarngnky obsahovych latek hlivy Gstné i
lécbe¢ civilizaénich chorob, jakoZ jsou rakovina, HIV, ateroskleroeukrovka, osteoporoé-
za, nadvaha, aj.. Hraji vyznamnou roli v metabalistakii, tuki a ve sniZzovani hladiny

cholesterolu v krvi.

Hliva asti¢na a vliv jejich obsahovych latek na lidsky orgamis jsou nyni fedmétem

zkoumani wact laboratdi po celém sgté.
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|. TEORETICKA CAST
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1 HLIVA UST RICNA Z BOTANICKEHO HLEDISKA

Hliva ustiéna (lat. Pleurotus ostreatysang. Oyster Mushroom, White Oyster, Oyster

Shelf, jap. Hiratakeje velmi hojny druh. [1] PochaziGny. V dnedni dobje rozsfena
od tropi az po polarni pasmo. [2] Je ttedokazna houba &ledi hlivovitych . [3] Plodni-

ce se objevuji népstji v fijnu a v listopadu.

V teplejSich oblastech roste na podzim, zatimcaladnych oblastech (napa horach) i
v [été. Najdeme ji v druhotnych smiSenych lesich, parcsttomdadich a porostlychic-
nich Bezich na nevapenatyctigach, v ochuzenych kyselych nizinnychtipdch. Roste
na zivych nebo oduielych listnatych stromech [1] (pozn.: d&$€ji na bucich, lipach,
topolech, kastanech a vrbach) [2], vzfica jehltnanech. [1]Casto se houvid o tom, zda
muze byt hliva nebezpgaa pro zZivé stromy. Bylo prokazano, Ze hlivadkawana na zdra-
vé stromy se dale nési[4] Kara zdravych strofhobsahuje velké mnozZstvi suberinu (zna-
me Vv krajni podob jako korek), ktery je pro hlivu neproniknuteln] Kalamitni vyskyt
hlivy byl pozorovan pouze na stromech &ibslabenych. [4] Pokud na druliovhodném
strome vznikne rgjaké porasni kiary (mrazova puklina, aeni kiry, odlomeni ¥tve), pak
se vytrusy hlivy dostanou az ng&edo, zde fi vhodné vihkosti a teplétvykli¢i a z&inaji
vytvaret jemné podhoubi (mycelium). Podébwytrusy osidlujicerstvé p#ezy acerstw
ulomené nebo vyvracené lezici kmeny ligthdlycelium pisobi Elavé trouchni¥ni die-
va. [1]

Hliva asti¢cné se vyskytuje jednotliénebo stechovit nad sebou v trsech. [4]

Rise: Fungi- houby

Oddéleni: Eucomycota houby pravé

Trida: Homobasidiomycetesstopkovytrusé
Podtrida: Agaricomycetidae houby rouskaté
Rad: Agaricales- lupenotvaré

Celad”: Pleurotaceae- hlivovité

Rod: Pleurotus - hliva

Druh: ostreatus- Usti¢na

Tab. 1 Taxonomie Pleurotus ostreatus
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1.1 Anatomicka stavba

Klobouky jsou 5 az 15cm, vzéemz 25cm Siroké. [2] Sithmasity klobouk je zpgatku
vyklenuty, pozdji plochy az vmaékly a vzdy Skeblovitgi véjitovity. [5] Pokozka klobou-
ku je hladk& a lysa. Jen v n@iskde se klobouk zuZuje &ipista k substratu je povrch
plstnat chlupaty. [3] Barva klobouku se pohybuje mezi togadou s fialovym odstinem
pies Sedoh¥dou az ke sstle koZovig hnedé baré starSich hub. [5]

Siroké a husté lupeny js@asto vidltnag vétvené a daleko sbhihaji piehi. [5] Jsou bledé,
bélavé az okrove, ¢kdy s nadechem barvy klobouku. [2] Na lupenechysedii obrovské
mnozstvi vytrus, které mohou ulpivat na povrchu nize posazenyobdklki v podol&

bilého [2] aZ fialo¥ bilého prasku. [5]

Duznina u mladych hub je ¢kka, pozdji tuha. [5] Je bila, neémna, gijemné houbow

vonna, bez chuti. [3]

Ttei je postranni, az 3 cm dlouhy, 1 az 2 cm Sirokkdy zcela chybi. [2]Casto se rozsi-

fuje snérem vzhiru a je vatovié chlupaty. [5] Je Havy a obvykle trsnaty. [6]

Obr. 1: Pleurotus ostreatus brC2: Lupeny Pleurotus ostreatus

Hliva Usti¢na je mezi houliaznamym druhem, ktery se u n&&ie péstuje i untle acas-
to se prodava v obchodechiskované hlivy se vSak odipdnich barev& lisi. VétSinou
jsou s¥étle naSedlé nebo okréwbarvené. Hlivy rostouci vijpodk jsou WtSinou tmavji
Sedégasto s Sedomodrym az Sedozelenavym nadechem aqagsiou masijsi a wtSich

rozmerd. [7]
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1.2 Péstovani

Péstovani hlivy je porrné jednoduché a piby k imu jsou snadno dostupné. Lze vyuzit

velmi jednoduchych postip postum slozigjSich, @stitelsky vynos je jis§Si pi pouZziti

téch modergjSich.

Je potebné dodrzet ¢kolik nutnych podminek —ijpravit péstebni substrat tak, aby jej
neobsadily jiné druhy hub nez hlivy, & kultivaci podhoubi zabranit vysychani substratu.
Dale je nutné zachovat tepelny rezim jednotlivyestgbnich krok tak, jak to pozaduje
péstovany druh hlivy. Je vhodné dodrzetipbhé koncentrace oxidu utitého @i proris-

tani mycelia a f nasazovani a tvoéplodnic, tedy vhodnyatraci rezim. [4]

Hliva asti¢na je houba citlivad na teplotu. Fruktifikuje (W@lodnice) v pipack, Ze je tep-
lota nizSi nez 15°C. Je-li teplota trvale jen o anaysSi, nedojde ani k tvatlprimordii
(zarodki plodnic). K zahajeni tvorby plodnic vSak &taaby v ptibéhu noci klesla teplota
pod 10-12°C. Ve dne pakibe dosahnout i 20°C a #chto podminkach pak jiz vyvoj
plodnic pokrguje. Optimalni hodnota pH ¢hem #Kstu podhoubi hlivy UEEné je

v rozmezi 5,5 az 6,5. Pro normalni vyvoj plodnieengzbytna nizka koncentrace oxidu
uhli¢itého a dostatmé os¥tleni. Z hlavnich fyzikalnich faktérje jednozn&na pouze
otazka vzdusné vlhkosti. Pro tvorbu a dokonaly yylodnic je nezbytna vysoka relativni
vlhkost vzduchu (v rozmezi 80-90 %).[4]

Hliva asti¢na pro svou ochranu uvalje plynnou latku methoxybenzaldehyd, ktery potla-
¢uje mst grampozitivnich i gramnegativnich bakterii a .hdbastavuje kifeni a fist pod-
houbi z vytrugé konkurernich hub. Plodnice vSak tuto latku newyii, misto ni obsahuji
oktenol, ktery zabezgaje protibakteridlni ochranu plodnice a tim unigg dostaténé

dlouhyc¢as pro dozravani a uvamvani vytrus. [4]

Hlivu péstujeme intenzivnim a extenzivnimigmbem. Pro intenzivniéptovani se ve sv

té jako substrat vyuziva slama a dalSi lignocelulézogpadyiepkova, ryzova a kuki¢na
slama, hrachovina, kukidna wetena, piliny, bagasa, bavinikovy odpad, papiersehmo-

ta z vodniho hyacintu, kokosova vlakna apod.). Eziteni pestovani hlivy je velmi jedno-
duchym zfisobem pstovani na tewé.. Vyhodou je dlouhodobé plozeni. Nevyhodou je, ze
kultura nejvice plodi v dat kdy rostou houby vijrod. Venkovni podminky také #go-

buji snizenou kvalitu plodnic. [4]
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1.2.1 Péstovani na slang

Na jednu jednotku sadby giebujeme cca 20 kg suché slamy, coz odpovida jedmoaiu
lému baliku. Slamu je piEtba nadrtit nebo fezat na kousky do 5 cm, ulozZi se do igelito-
vého pytle a prolije se dwma wdry vaici vody (1 ¥dro 12 ). Toto se nech& do druhého

dne vychladnou s tim, Ze se pytel 2xdttak aby se prontda vSechna slama v pytli.

Druhy den se vypusti zbyvajici voda, ktera se ndasdo slamy tak, Ze se do spodnich
rohu pytle udlaji diry. Pak se slama v pytli promicha rovriioné s dodanou sadbou. Sla-
ma se co nejvice v pytli utlaa do igelitu se udaji otvory v pameéru 1,5-2 cm v p&tu

10-12 rovnondrné po obvodu pytle.

Necha se prdistat v teple cca 20-24°C. Po 14 dnech je Iépe pytektit do chladu 14-
18°C. Je vhodné mit dostat®u vihkost v mistnosti alesp®0 % . Hliva ke svémuistu
potrebuje s¥tlo, ale ne pimé slunéni, 1épe rozptylené. Pokud pytel delproroste, rir

Zemecekat prvni sbr za 1,5 nisice.

Obr. 3: Psstovani hlivy Usténé na slarg

1.2.2 Péstovani na drevé

Hliva jako saprofyticka houba se ragta na Spalcich, oslabenych a mrtvyéévech, lezi-

cich nebo stojicich kladach. V amatérskych podndnké nejjednodussiéptovani v jeho

piirozenych podminkach a to neegk.

NejlepSim matridlem na kterém roste hliva fevd topolu, buku, jasanu, kastanu, olSe,
biizy, jabloré a hruska a jinychgstovanych ovocnych stramNa nekkém dew (topol,

vrba, l¥iza) se hliva rofista velice rychle ale nasazovani plodnic je énéastjSi nez
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na tvrdém &ew. Doba gstovani na rtkkém dew je podstaté kratSi nez na tvrdémiehe

ze vzhledu na rychly rozkladelva podhoubim hlivy.

Dievo ugené na pstovani hlivy musi byt zdravé a nenapadené jinyonblami. Nejlepsi je
pouzit devo cerstw¥ porazené obsahujici dostaté mnoZstvi vody- ne mémez 50 %.
Optimalni jsou kmeny o giméru 15-30 cm, které sezou na Spalky o délce kolem 30 cm.
Spalky se ukladaji 3 na sebe, mezi které se vkiéstéia sadby (podhoubi) hlivy Gighé.
Tento sloupek by se ghustavit na venkovni misto zbavené na zemi od drabytki rost-
lin. Misto by nElo byt v z&étii a bez pimého slunéniho zdeni. Nejlépe na mistve stinu
diev nebo na severni stiapiistteSku nebo budovy. Sloupek sloZzeny &alika Spalki
rozc&ileny sadbou hlivy se zakry¥&rnou félii a kraje seifsypavaji hlinou. Bevo se osa-
zuje sadbou v dubnu az v&uau a v polovig listopadu se odkryje folie a sloupek se

do poloviny vysky se zakope do hliny. Razépalki by méla byt 50x30 cm.

Jinym jednodussim zgobem je pstovani hlivy na étvich dreva umistnych @imo v mis-

t& kde bude hliva plodit. Spalky $eZou na délku 30-35 cm. Z jednoho konce ene
n¢kolik centimetii Spalku. Mezi @iznuty talf a Spalek se vklada vrstva sadby asi 1 cm.
Sadba seijkryje zbytkem 3palku afjpevni se kebikem. Spalek se zakope do hliny aZ
po vrstvu sadby. Spalekigs |éto a podzim prosta a kdyz se projevi teploty vhodné
k rastu plodnic (12-18 °C) objevuji se prvni plodnide Nasazeni plodnic Zigobi niz-

ké nani teploty (6-8 °C) v obdobi podzimu, vihkost aeimtivni nefimé swtlo. Spalky
dieva Ize umistit ve skl€pnebo v jinych prostorech s vysokou vihkosti vzducdhezici
jeden na druhém, kdy se mezi kazdy Spalek vklada Yysoka vrstva sadby hlivy. VysSka
takto vytvdené stny se niize pohybovat az do 2 m. Tyto bloky se pékmyvaji perforo-
vanou folii, ktera zajisti dostateou vihkost vzduchu a stabilni teplotu. Pod tako\Zawn
krytim je dostatény prisun vzduch aZz do dobyistu plodnic. V pipadt suchého péasi se
musi folie polivat. Vlhkost vzduchu se musi udrzaveezi 80-90 %. Nejlépe je osazovat
dievo sadbou na jja kdy se bez zvlaStnich podminek udrzuje vhodnkoteepro fst
podhoubi tj. 15-20 °C. Podhoubi prorostewem za 2 az 3 &sice. V té dob je mozneé
rozmistit devo to prostoru a zajistit dostatek8a. Drevo mizeme roveiZz prenést na ven-
kovni mista kde je dostat® vysoka vihkost a neni tantimé slunéné z&eni nap. v re-

mizcich nebo u lesni paseky. Doparje se devo zasypat zeminou do vySky 10 cm.
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Obr. 4: Spalky praistajici hlivou usicnou

1.2.3 Péstovani ze substratu

Substrat je osazen hlivovym podhoubim ovSem nemiotimyceliem prorostly. Teplota
proristani substratu je optimalni mezi 18 az 22 °C. Rgthprofistani zavisi na teplét
¢im vyssSi tim rychleji. Spodni hranice neni nijakem®na. Mycelium roste ifpteplotach
pod bodem mrazu ovSem velmi pomali. B3Sich teplotach je nebezjpaapadeni zele-
nymi plisremi, které jsou vSudyiftomny a rozvijeji se velmi déé nad 20 °C na ukor hli-
vového mycelia. Pytle jsou n&avany, aby dochazela alespminimalni vynéna vzduchu
uvnité pytle. Prorostly pytel se pozna, kdyz je slamaitivporostla bilym podhoubim.
V tomto okamziku je vhodné pytel ifgzat na 5-10 mistech po obvoiizy dlouhymi cca
7 cm. V €chto mistech jeffistup vzduchu a Z#aji se tvait zarodky plodnic. V pibéhu
prorastani neni nijak pe¢ba vttt ovSem po néezani by se #fa vihkost udrZzovat nad
90 %, aby nedochéazelo k osychani substrature@zaaych mistech.To by setlm provadt
polivanim stn a podlah tak, aby byly stéle vihké. Hliva rost&rekém rozmezi teplot od O
do 20 °C ovSem rychlostistu je zavisla na této tepbotK rastu potebuje hliva ufité
mnozstvi sutla. Nejlépe pirozeného a rozptyleného. TotosHo je dilezité jak pro tvorbu
plodnic, tak k éstu. Pokud je sitla malo, projevuje se to deformaci plodnic do tMave-

taku nebo nespravnym zbarvenim. Spravna barvadby byt swtle hnida, az syt Seda.
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Poteba s¥tla je také zavisla na teptotCim je teplota vy3si tim by intenzita étieni ms-

la byt vySSi a délka ostleni delSi.

Prvni skir Ize aiekavat 1-2 rsice od oseti.i#Pnizkych teplotach se tato dobaie pro-
dlouzit az na 4 gsice. Plodnice se &aou tvdit v mistech kde je félie tazana. Plodnice
muze stale #st pokud okraje jsou podvinuté sram dofi. Pokud se zZaou okraje narov-

navat nebo vinit je to stadium, kdy je plodnicepigzrala. 8]

Obr. 5: Psstovani ze substratu

Hliva vytv&i plodnice zpravidla naja a na podzim, po dobu maximéh let, v zavislosti
na tvrdosti deva €im tvrdsi devo, tim lépe). V letnich &sicich a v fipadt sucha Spalky

vydatrg zalévame.

Plodnice hlivy ugi¢né sklizime v celych trsechéarstvé. Néekame nez narostou vSechny
plodniéky, protoze se tak nestane. Jakmile tedinaa nej¢tSi plodnice zasychat, respek-
tive menit svij ¢erstvy vzhled, jeieba z pytleti ze Spalku trs vykroutit i s malymi plod-
nickami. Trsy vzdy vykrucujeme, ifpact Ze bychom hlivu agzavali, postuphby nam
zbylé ¢asti trsu zahnivaly. [9] Ve velkyckegtirnach by rly osoby pouzivat helmy vyba-
vené ventilatorem a filtrem. Hliva t@gia je druh houby, ktera vi&hu celého vyvoje
plodnice postuph vytvaii spory. U citlivych osob se pak po vdechnuti spostavi aler-
gicka reakce. Odboénse onemoai, kdy spory pronikly u vnimavych osob do plicnich

sklipkii, nazyva alergicka alveolitida. Projevuje se chimagtickymi giznaky, a to zpravi-
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dla 6-8 hodin po vystaveni uvedenému et kdy se dostavi suchy kaSel, bolesti hlavy,

zvySena teplota a obvykléigpkové giznaky (ztrata chuti, nevolnost az zvraceni). [4]

Jiz se podalo vySlechtit takovy kmen hlivy, ktery vytrusy regukuje, bohuzel vynos
bezsporovych kmehje o 10 % niZSi. Pro samotnéspovani hlivy absence vytriusevadi,
protoZe houba se pro produkci plodnic mnozi veget&ipomoci napstovaného podhou-
bi. [1]

Houby, které rostou vifrock na dew (mezi &z pati vétSina gstovanych a k&vych hub
jako i hliva asti¢na), maji unikatni enzymatické vybaveni, které yimoziuje rozkladat a

k Zivotu vyuzivat gevni hmotu. D¥ma hlavnimi sloZzkamiigva jsou celuléza a lignin.
Zatimco celul6zu dovedou rozkladézné houby a bakterie, Uplného rozkladu ligninu jsou
schopné pouze tzv. houby bilé hniloby. Tggnosts ze deva odstrauji ligninovou sloz-

ku a hnijici devo ziskava davou barvu v dsledku gevahy celuldzy. [4]
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2 HLIVAUST RICNA Z CHEMICKEHO HLEDISKA

VyZivova hodnota hub je blizka vyzivné hodaaeleniny. Jsou cennym zdrojem bilkovin
a aminokyselin, mineralnich latek a vlakniny. Véal modernim si¢ se stavaji stale vy-
znamngjSi slozkou potravy a jejich vyroba se zvySuje. Ngmaji WtSi podil na produkci
péstovanych hub houbyievokazné, kterermasSeji krond vhodného dietetického slozeni

mnoho preventivnich adé&ych latek pro civiliz&ni onemocani.

Houby jsou idedlni sloZkou stravy, protoZze obsamelfini malo tuki a cuki a jsou energe-

ticky mélo vydatné. Energeticka hodnota 100 g va&isiny hlivy agicné je velmi nizka a

byla stanovena v pméru na 340 kcal (=1423 kJ). [Bladime ji proto mezi dietetické po-
traviny. [10] Plodnice hlivy podoknjako jinych hub obsahuijitiplizné 85 az 95 % vody.

Podil suSiny se tak pohybuje kolem 10 %. [B]dRSeni se&tSina vody odpa a vaha hub

se snizi az 10-ti nasolr{11]

Ze 100 géerstvych hub ziskameiplizn¢ 10 g suSiny, ktera obsahuje 2,5 g bilkovifesp
5g sacharitl, pouze 0,1 — 0,2 g tidka 0,6 — 1 g mineralnich latek, hlavdrasliku a fosfo-
ru. [12]

Ve 100 geerstvé hlivy se nachazi 15% denni davky vitamirai4D% denni davky vitami-
nu B (niacin, riboflavin, thiamin). #@vaZzujici slozky hlivy uginé jsou kyselina olejova
(az 40%), kyselina linoleova (az 55%), rostlinnéraly, které aktiva sniZzuji hladinu cho-
lesterolu v krvi, a ma nizky podil nasycenych mgdtrkyselin (mé#é nez 10%). [13]
Kvalita vypestovanych plodnic hlivy je stejrjako u ostatnich gstovanych hub ovlivina

kvalitou substratu, na kterém sé&sfuji, a podminkami sklizna ulozenim plodnic.

Dosud byly z hlivy izolovany dvskupiny @&innych latek. Prvni skupinur@dstavuje lova-
statin (téZ nazyvany mevinolin, monakolin K, lewmst nebo mevastacin),ciany
v metabolismu cholesterolu. Druhou skupintedstavuje beta-glukan nazvany Pleuran,

ktery je vyznamny pro posileni imunitniho systénmaaprotirakovinné &inky. [1]

2.1 Sacharidy

Rezervni rozpustné sacharidy obsazené v plaanb jsou glykogen, galaktany, trehalosa,

ribosa a glukosa. Jsou doprovazeny cukernymi allofraannitol, volemitol, sorbitol,
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erythrinol, arabitol). \Certsvé hli¥ Usti¢né se vyskytuje mémez 1 % praloveéka pija-

telnych sachariil

Hlavnimi obsahovymi latkami jsou vSak polysacharidy vod nerozpustné i rozpustne,
které maji vyraznou biologickou aktivitu. ZakladidZzkou nerozpustnych polysachdrid
komplex sloZzeny z chitinu (polysacharid tgeay aminocukry, zejména poly-N-
acetylglukosaminem), chitosanu &terych glukai, ktery je podstatou stromatu kigné
stny hub. [3] Spolu s polysacharidy (chitinem, gloka mannany) v buiné sén¢ je

v ¢ertsvé houbd celkem asi 7 %cerstvé hmoty) sacharfidV hlivé aski¢cné bylo rozpust-
nych cukfi nalezeno nejmén Nejvice zastoupenymi cukry v héiye glukosa (10,6 mg/g

susiny), mannitol (3,6 mg/g susiny) a trehalos8@ (2g/g susiny). [1]

2.1.1 p-glukany

2.1.1.1 Charakteristikag-glukani

B-glukan je chemické oztani polymerup-glukosy. Vyznamnou vlastnosfirglukani a
divodem, prd jim je vénovano tolik pozornosti, jsou jejich fyziologickéirky. p-glukany
pati do skupiny fyziologicky dinnych latek, které se soubéraznauji jako modifikatory
biologické odpo¥di (biological response modifiers, BRMs). Yinpdk sep-glukany vysky-
tuji v riznych zdrojich, ovSem negsgji byly a jsou gipravovany z bué&nych sén hub.
B-glukan se naléza také v ms@ychiasach, produkuji jej kvasinky i bakterie a je olesaz

rovnéz v obilovinach.

Bunééna séna tvdi podstatnowast hmotnosti fungalnich béin Vyzkum burcéné sény
raznych druli hub nevedl fimocaie k jasnému modelu jeji struktury gegdstavy o jejim
uspdadani proSly uitym vyvojem. V nedavné detpublikoval Griin model buiné stény
askomycet a basidiomycet, podigmse bugcna stna wtSiny hub sklada zghi hlavnich
slozek: (33)- B-D-glukanu, (3-6)- p-D-glukanu, (33)- a-D-glukanu, chitinu a glyko-
proteini. | kdyz se izné modely bugtné fungalni siny poreékud liSi, shoduji se v tom, ze
(1—3)- B-D-glukan nelezi mo na povrchu 8hy, ale je do ni vice mérvnaen. Z toho
vyplyva vyznamna skudeost, tykajici se jak imunologického vyzkumu, taknhaceutic-

kého vyuzitip-glukan.
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V makroorganismys-glukany funguji pedevsim jako markery fungalni invaze, tedy aktivi-
ta prepardt se vzhledem k lokalizagi-glukami bude zvySovat se stugm obnaZeni glu-

kanovych fibril, zde se projevi efektivhosiznych zpisohi izolace a purifikace. [14]

B-glukany jsou polysacharidy s dlouhyfettzcem, kde jedinou strukturalni jednotkou je
glukosa. [15]

Na Slovensku izolovali dinnou latku hlivy — pleuran. Pleuran chemickyipdb skupiny

beta-1,3-glukai [1] (presrEji se jedna o poly-beta-1,3-d-glukopyrézu). [16]

E

"CH,OH

Obr. 6: Zakladni molekularni vzorgeglukanu vyskytujiciho se
v houbach

Yoshioka a spolupracovnici zjistili v neutralni peacharidove frakcii (4 vodneho ex-
traktu houbyPleurotus ostreatuptitomnost dvou slatenin: f-glukanu (HAB-glukan) ao-
glukanu, které vykazuji protinadorovyinek. Autdi zjistili, ze HA B-glukan je znéné
rozwétveny 1-3-B-glukan, ma strukturu z pentasacharidovyahkti skladajicich se z jedné
neredukujici koncové jednotky, jednoho 3,6-di-Ostitbovaného zbytku gech 3-mono-
O-substituovanycB-D-glukopyranézovych zbytk [17]

Makromolekularni struktura glukénzavisi na zdroji a metédzolace. Firodni 1-3--
glukany jsou charakterizovany priméarni struktunmzpustnosti, stugm vétveni, moleku-
larni hmotnosti, nabojem polymeru, konformaci ve&a. Tyto vlastnosti hraji vyznam-
nou roli v biologické aktivit p-glukani. [18] V houb&ch se nachazdjiglukany jako ne-

rozpustné ve vad nebo ve vodorozpustné foémNerozpustné jso-glukany vazané
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na proteiny. [19] Rtom vodopropustna formf-glukani vykazuje mnohem vysSi biolo-

gickou aktivitu @ pasobeni na imunitni systé#fovéka i zvirat. [20]

Tab. 2 ObsaBR-glukani a pongr jejich vodorozpustné a ve védderozpustné frakce [20]

ObsahB-glukam

[mg/100 gsusiny] 38

MnoZstvi vodopropustnydbrglukan
z jejich celkového mnozstvi 37,8
[%0]

Mnozstvi ve vod neropustnych 62,2
B-glukani z jejich celkovéhannozstvi [%0]

Existuji glukany stitznym stupsim vétveni (degrese of branching, DB). NejvySsi biolegic
kou aktivitu vykazuji glukany se stugm vétveni DB v intervalu 0,20 az 0,33. [13] Pleuran
(HA glukan) z hlivy agi¢né ma DB 0,25. Primarni hlavigttzec ma vazbou (:3) spo-
jenép-D-glukopyranosylové jednotky, podél nichZz se nafodzwtvuji vedlejSirettzce z
B-D-glukopyranosylovych jednotek napojenych-@& vazbou. Tyto (33, 1—6)-p-glukany
jsou obvykle vysocedtvené.Casto se vyskytuji jako inertni vrstva &iné stny a olgas

jsou kovalenti spojené s ostatnimi polymery &iné stny, nagiklad s chitinem. [21]

Konformace 1»3-B-glukan je ¢initel, ktery vyznama prispiva k biologické aktivit glu-
kani. Studie struktury neporuSenych Bamych sén metodou nuklearni magnetické rezo-
nance uila, ze 1-3-B-glukany maji konformaci Sroubovice. Tyto Sroubevisou bd’
jednoduchy polysacharidovwgttzec neboit fettzce spojené vodikovymiimstky (triplehe-

lix).

Doposud nebyla wgSena otazka tykajici se biologicky aktivni formykani. Nékteré
studie naznauji, Ze trojith Sroubovice je vice biologicky aktikonformace, ale dalSi stu-

die tvrdi, Ze jednoduchéa Sroubovice je viéena. Konformace trojitého helixu je stabili-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 23

zovana vodikovymi riistky mezi —OH skupinami. Je mozngpenit formu trojité Srou-
bovice glukanu na jednoduchy helix pouZzitim hyddoxisodného, po kterém néasleduje
neutralizace a dialyza proti védvodikové niistky mohou byt snadno naruseny vyssi tep-
lotou, vysokym pH nebo pouZzitim dipolarnich rozgedsl. Formy jednoduchého helixu
se v roztoku vraci do stabdjsi konformace trojité Sroubovice. Tento faktize hrat vy-
znamnou roli v rozporuplnosti experimentalnich el studii, které nebyly provédy

za standardizovanych podminek. [21]

Obsahp-glukani maze byt kron¢ druhu houby ovlivéin i dalSimi faktory jako jsou pod-
minky za jakych jsou houby wygtovany (pordr uhliku a dusiku, pH, inkulai teplota,

razny stupé zralosti plodnice a dalSi.) [22]

Ukazuje se ZeB-glukany maji bioaktivni a t@vé inky jakymi jsou imunomodulani,
imunostimul&ni, protizaitlivé, antimikrobialni, protinaddorové, protifibraké, antidiabe-
tické, hepatoprotektivni ¢gobeni, snizuji cholesterol a snizuji glykémii.[21]posledni
doke se roviZz prokazalo, zg-glukan mize mit vyznamny efektipprofylaxi nasledk

pouZziti biologickych zbrani,ijpdevsim nakazy anthraxem. [14]

Beta-glukany jsou silnym antioxidantem. Neutralizupliné radikaly poSkozujici lipidy
burg¢nych membran a geneticky material viikéch. V dneSnim st je nékolik forem
z&eni, kterym se nelze vyhnout: rentgenové paprsksafialové paprsky ze slutieiho
z&eni, mobilni telefony, obrazovky pivact, vedeni vysokého nap, béZné mammografy,
cestovani letadly3-glukan aktivuje makrofagy, aby byly schopné zaétgt zbytky a po-
Skozené biky zpisobené radiaci. [16]

Vhodre pasobi g infekcich, celkové Unavorganizmu, stresu, nachlazeni a rekonvales-
cenci po chirurgickém zakroku. Je tu v3ak jednozemé kdy se glukany nesmi uZivat, a
to je po transplantaci orgar{nag. ledviny, srdce). dlo by se je pak snazilo vypudit. To
vSak neplati pro implantaty (kloubni nahrazky).][23

Priznivé &inky se projevuji zejména u starnoucich lidi, kitergiavraci pocit s\Zesti a
vitality, lidi pracujicich pod fyzickym nebo emoaoi@nim stresem a u kohokoliv, kdo nere-
spektuje zasady zdravéhougpbu Zivota a principy zdrave vyzivy. [24] Jsouyteeimi
pros@Esné sportovitm, tZce fyzicky pracujicim, ale i mana#er, podnikatalm, studen-

tam a vSem, kté Ziji pod vlivem stresu. [23}-glukany aktivuji pimo buiky imunitniho



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 24

systému, proto nenastava problém rezistence, jad®zny u obecé pouzivanych antibio-
tik. Navic se jedna oifrodni latku, ktera fisobi aniz by bylodo zaplavovano chemicky-
mi latkami. [24] B-glukany diky tzv. synergickému efektu urychlujijnienéjSi zpisoby
|é¢eni a nasobidinky jednotlivych I&ebnych metod, zlepSuji ¥sbavani vitamifh a mi-
nerah. [23]

2.1.1.2 Mechanismus gisobenif-glukani

Mechanismus {sobeni beta-glukdnspaiva v tom, Ze podporuji vSechny systémy orga-
nismu — nervovy, imunitni i hormonalni. | kdyZ prip (€inku B-glukani neni jest zdale-

ka znamy, biologickad aktivita pravpodobr spaiva v interakci se specifickymi
B-glukopyranosovymi receptory na leukocytech. Pgisitastice imunitniho systému tim,
Ze urychluji tvorbu lymfocyt v kostni deni, zvySuji aktivitu leukocyt prvni linie imunity

— makrofag a stimuluji fagocyt6zu. Dale stimuluji aktivituileocyti druhého pasma imu-

nity (T-lymfocyti) a udrzuji rovnovadhu mezi leukocyty (Th-1 a Th{2].

V projevech biologické aktivit$-glukam se nejvice uplétji makrofagy, které jsou pova-
Zovany za zakladni vykonné itky v obrart hostitele proti bakteriim, prvadkn, viram,
viceburénym paraziim, nadorovym bikam a chybnym vlastnim b&mnym klonim.
Makrofagy jsou sotasti nespecifického, evale starSiho imunitniho systému, ktery kro-
m¢ fagocyfi, tj. burék pohlcujicich mikroorganismy, zahrnuje sloZitowstavu sérovych
proteini zvanych souhrnnkomplement a celotadu dalSich rozpustnych rozpoznavacich a

ejektorovych molekul. [25]

Glukany jsou rozpoznavany leukocyty pomoci spekyfit receptak. V zavislosti podle
toho, ktery receptor je zapojeny, leukocyt reagQOjevykle se jedna o receptory, které roz-
liSuji jednotlivé sacharidové jednotky. Receptognikaji v kostni deni a vyskytuji se
na membra®h makrofag pravdpodobrt uz od pdéatki zrani €chto burk i v prib&éhu
jejich diferenciace. [26] Spojenim makrofag-$,3-D-glukanem se makrofag aktivuje.
[17]

B-glukany dokazi makrofagy stimulovat k maximalntiake, pomahaji nastartovat obranu
naseho dla od samého patku proti napadeni mikroorganismy. Maji-li ity obra-
nyschopnosti dostateé mnozstvi glukah jsou ZiwjSi, odolrgjsi vaci infekcim, rychleji
se mnozi. [23B-glukan makrofagy aktivuje a ty potom pohlcuji ainnfekéni organismy,

ale hlavié nadorové biiky. Na r¢ ma beta-glukanifmy cytostaticky dinek, pisobici ale
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selektivre, tj. nici jen buiky nadorové na rozdil od klasické chemoterapieakt€i vse, tj.
i mladé zdravé hiky. [16]

Po navazani-glukanu na makrofag dojde k:

» zvySeni schopnosti makrofagu pohlcovat cizoréakdice

e uvolkovani primarnich i sekundarnich cytokin

» uvolhovani kolonizanich stimul&nich faktofi GM-CSF (faktor stimulujici tvorbu
kolonii granulocylt a monocyi) [27] a interferofi [16]

» aktivace buwk specifického imunitniho systému: T a Bilky

Aktivované makrofagy spolu s uvamymi cytokiny se podili na nespecifikované imenit

» zvySeni schopnosti makrofagu pohlcovat cizorééigtice — viry, bakterie, paraziti,
plisns

* sniZeni hladiny fgbyt&nych latek z vyzivy (cholesterol apod.)

* sniZeni hladiny febyt&nych hormoi (fyzickaci psychicka zatz)

e pri Ié¢bé onemockni imunitniho systému a zhoubnych nadfr6]

2.2 Lovastatin

Lovastatin (téZ nazyvany mevinolin, monakolin Kydstacin nebo mevastacin) jéinny

v metabolismu cholesterolu. [1] Chilsti a japonstdci studovali obsah lovastatinu
v plodnicich hlivy. Lovastatin pédtdo skupiny statif, které aktivi ptisobi g odbourava-
ni cholesterolu. Statiny gatdo skupiny inhibitok HMG-CoA reduktasy. Cholesterol je
organicka latka, ktera se u teplokrevnych Zigbi vyskytuje v jatrech, Zkniku,

v nadledvinkach a v mozku a zasahuje do metabolisikiu Cholesterol je v hice synte-
tizovan pomoci specifického koenzymu (3-hydroxy-8tnylglutaryl-koenzym A, angl.
zkratka HMG-CoA). Nadrirné mnozstvi cholesterolu provazi poruchy metabulisuki

a je @icinou vzniku onemoaimi cév — zejmeéna aterosklerdzy [Elatiny sniZuji vyskyt
mozkovych pihod a brzdi i nastup demen&atiny se staly hlavni skupinou hypolipide-
mik, a v této zakladni indikaci jsou dnes Sirocévaily. Ri tom opakova# prekvapily
svymi ne@ekavanymi dodatkovymidinky. Ukazalo se, Ze #@a statiny chranifed infark-

tem myokardu i ty pacienty, Kiemaji normalni hladinu cholesterolu v plagna u nichz
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protektivni gisobeni nerize byt zaloZzeno na snizeni lipidStatiny snizuji zattlivou re-
akci cévni siny a brani odtrZzeni aterosklerotickych pl&btatiny jsou chemické latky inhi-
bujici dilezity enzym (HMG-CoA reduktazu), jehoz pr@stnictvim organizmus syntetizu-
je cholesterol. Bzné se pouzivaji f 1écbé kardiovaskularnich chorob. Blokuji endogenni
syntézu cholesterolu a zvysuji odbouravani LDL-ebtdrolu z krevniho @&hu. Stimuluji
endotelovy enzym nitric-oxid-syntazu, ktery rdnfé cévy, ale iejme¢ také (svymi antioxi-
dacnimi, protizastlivymi a protisrazlivymi @inky) stabilizuji aterosklerotické platy. Kro-
me toho se ukazujeffznivy vliv statimi ve stale novych oblastech. Nigtad podle epide-
miologickych studii je vyskyt Alzheimerovy chorobypacieni I1é¢enych statiny az o 70 %

nizSi nez v kontrolni skupén [28]

Obr. 7 : Lovastatin

2.3 Terpeny

DalSi zajimavou skupinou aktivnich latek jsou tespe antibiotickou a protirakovinnou
aktivitou, které houba syntetizuje. Jednim z nilpleurotin, ktery byl také wéte synteti-
zovan. [4] Terpeny, isoprenoidy nebo terpenoidyy jsozsdhla skupina biomolekul, struk-

turné odvozena od isoprenu. Titekupinu nezmydelnitelnych lipid [29]

2.4 VIaknina

Plodnice jsou vyznamnym zdrojem potravni viaknijich suSina obsahuje kolem 26 %
nerozpustné a zhruba 1 % rozpustné frakce. VIakmiase liSi vyrazhod vidkniny ovo-
ce, zeleniny a obilnin. Zatimco u posledni jmen@vakupiny potravin je jeji hlavni sou-
¢asti celuléza, hemiceluldézy a pektiny, tedy biopudyy kyselého charakteru, t¥god-
statnowtast vlakniny hub bazické polymery chitin a chitgdeteré se v rostlinn#ési prak-

ticky nevyskytuji. Bylo shledano, Ze asi 10 % amsigpin je volnych. Z uvedeného vyply-
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va, Ze rostlinné vldkniny mohou fungovat jako katebdknina potravnich hub jako anex.
[3] VI&knina podporuj&iinnost acisteni stev. [1] Chitin je polymer, ve kterém se vazi
navzajem pevazri N-acetylf-D-glukosamin ap-D-glukosamin 3(1—4)-glykosidovou

vazbou. Zéakladni stavebni jednotkou tohoto disadhaje chitobiéza, ktera je sloZzena

zedvou molekul N-acetyl-D-glukosaminu. [19]

Ve vo je nerozpustny a pofme¢ odolny wvac¢i chemickymginidlaim. Rozklada se pouze
bakterialnimi enzymy chitinasami, enzymem lysozymerkoncentrovanymi kyselinami.
[30] Alkalickou hydrolyzou chitinu vznika chitosaiien setast&né rozpousti v kyselém
prostedi, tedy i v Zaludai ¥aw, jeho volné primarni aminoskupiny se protonizuji a
vznikla latka dava takto obiménému chitosanu vlastnosti blizké cholestyraminuo-Ch
lestyramin (styren-divinyl-benzenovy kopolymer) g§ako neresorbovatelny anex v ten-
kém stew Zlucové kyseliny m se pisuzuje karcinogennicinek na tlusté gevo) [31] ,
narusuje jejich enterohepatalni¢bba sniZzuje tak hladinu cholesterolu v pl&zfi3] Chitin

a dalsi slozky shy (beztvaré slozité cukry — glukany a mannanyswgch molekulach
obsahuji znéné mnozstvi vazebnych mist pro kovy, které se mohboubové viaknia

uvoliovat anebo pewwvazat. [1]

Houby jsou proc¢lovéka jen cast&né stravitelné, protoze lidsky organismus neni zcela
schopen $pit chitin.[30]

2.5 Lipidy a mastné kyseliny

Lipidy tvoii v hlivé vétSinou még nez 1 hmot. % Zerstvé hmoty. Maji rezervni a ochran-
nou funkci. Pai k nim polyglyceridy, glykolipidy, lipoproteidy,osfolipidy a steroidy.
Jsou dlezitou sodasti vSech busgnych membran. [1]

Hliva usti¢na obsahuje velké mnoZzstvi kyseliny olejové (a2#)0a kyseliny linolenové
(az 55 %).[2] B sledovani lipidické frakce plynovou chromatogriyl nalezen nésledu-
jici pomér mastnych kyselin G. (kyselina myristova) 1,1 %, 160 (kyselina palmitova)
23,0 %, Ge:1(kyselina palmitolejova) 10,4 %,160(kyselina stearov®,1 %, Gg.1 (kyseli-

na olejovap6,2 %, Gs:(kyselina linolova) 27,2 % asgs(kyselina linolenova) 46,2 %.[3]
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2.6 Bilkoviny a aminokyseliny

Bilkoviny a jejich stavebni kameny — aminokyselispu gitomny véerstvych houbach
v malém mnozstvi (0,3 — 3,5 %erstvé hmoty). Hlivy vygstované na substratu s vysSim
obsahem dusiku a bilkovin (Hapa odpaduipvyrob¢ piva s gidavkem pSernych otrub)
mohou obsahovat i 53 % bilkovin v susifty. asi 5 % \erstvé houd), z toho 65 % vol-
nych aminokyselin. Volné aminokyseliny jsouileZitou sloZkou vyZivy a navic [Fat

k latkam, které podmiuji chu’ hub. [1]

Aminokyseliny byly izolovany z ethanolového extnakCelkem bylo nalezeno 18 volnych
aminokyselin. Porrné vysoké jsou hladiny leucinu, isoleucinu, argininalinu a lysinu,
z neesencialnich byly ve vySSi koncentraci naledgmglina glutamova, kyselina aspara-
gova, alanin a serin. [3] V houbéach jsou ale i takdruhy aminokyselin, které lidskéld

nevyuziva. Nkteré z nich #ejmé mohou vyvolavat alergické reakce. [11]

Z plodnic hlivy byly izolovany glykopeptidy zvanéktiny, pouzitelné ve sési s ionty

vapniku jako koagutani faktor, majici antibiotické a antifungélni viagsti. [4]

2.7 Mineralni latky a stopové prvky

Mineralni latky jsou sotasti popelovin, které t¥du hub asi 5 az 10 hmot. % susiny.
V péstovanych &vokaznych houbach bylo zgsio 5,27 az 7,59 hmot. % popelovin
v suSirg. V hliveé usti¢né jich bylo nejvice. [2] SuSina plodnic obsahkgpéem 4 hmot. %
drasliku, 1,4 % hmot. fosforu, 0,18 hmot. %diku, 0,014 hmot. % vapniku, 0,01 hmot.
% zeleza, 0,007 hmot. % zinku, 0,0015 hmot. &lina 0,0007 hmot. % manganugge-
vSim v kloboucich. [3] Narozdil od drasliku je kentrace sodiku v hlémizka (az 0,0014
hmot. % v suSi#). Z tohoto hlediska je pozivani hlivy vhodné prb, Iktefi maji vysoky
tlak a nemocné srdce. V jidle z hlivy ziskavék vhodné mnozstvi pi#bnych mineral-

nich latek, ale ne negebny sodik, jehoz nadbytek &atje ledviny.

Z hygienického hlediska je nutné ¥gpovanych houbach sledovat obsah stopovych toxic-
kych kowi, hlavre kadmia, rtuti, olova [1], arzénu [3], vanadu, ahro a berylia. [32]
V piirodé miaze obsah rtuti a kadmia dosahnout zavaznych korazenkteré fi vyssi kon-
zumaci mohou zatiZit lidsky organismus. Obsah topdb prviki v hlivach a tevokaz-

nych houbach je obe&mizsi, protoze veigw je nahromagho takovych kow z prostedi
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jen velmi malo. Houby vy§stované v pstirnach, kde se kvalitaégtebniho substratu kont-

roluje, by nély byt z hlediska obsahu toxickych kibbezpéné. [2]

2.8 Vitaminy

Z biologicky aktivnich latek byly v plodnicich hijvprokazany vitaminy skupiny B:
ve vyznamgijSim mnozstvi vitamin B(niacin — 90 mg ve 100 g susiny), vitamia [@-
boflavin — 3,6 mg ve 100 g susSiny), vitamin @iamin — 1,9 mg ve 100 g suSiny), déle
vitamin Bs (kyselina panthotenova) a biotin [1], vitamirg Bpyridoxin), kyselina folova
(kyselina listova). [3] Byl zji&n i obsah kyanokobalaminu (vitamind8v mnozZstvi 0,5
mg ve 100 gerstvé hlivy. [2] Z lipofilnich vitamif byl v suchych plodnicich detegovan
vitamin D,. [3] P analyze lipofilnich vitamif byl nalezen v nezmydelnitelném podilu
tukové frakce vysoky obsah starolTento podil je fedstavovan sitle Zlutou, nékkou
hmotou a podil sterdblv ném ¢inil 20,7 %, z toho obsab-steroli dosahoval hodnoty
18,8%. Hlavnim sterolem této &sn byl ergosterol. Obsah¢kterych dalSich vitamii

hlavre C a K, je velmi maly. [3]

2.9 Ostatni dusikaté latky

V plodnicich byly identifikovany betain, histamiagenin, ethanolamin, ethylamin a ¢ne

vina. [3]
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3 UCINKY HLiVY UST RICNE NA ORGANISMUS

Lécebné a preventivnicinky hlivy jsou vCing znamé jiz par stoleti. Traglié se pouziva
k posileni cévniho systéemu, uveti klouhi a nagti ve svalech. Naiplomu 60. a 70. let
minulého stoleti se vyzkumem hlivy a dalSich hyiyakazatels lécivymi G¢inky zatali
zabyvat ¥dci nejprve v Japonsku atem dalSich dvaceti let se zapojily i dalSi zem

po celém s#té. [23]

Tak, jak se postugnrozvijely techniky studiatiznych organickych slaenin obsazenych
v riznych rostlinach, liSejnicich a houbéach, sedé latky z hub izolovaly a chemicky
popisovaly. Krond toho z&ali védci zkoumat dinky samotnych hub anebo izolovanych
sloZzek na procesy, spojenéiagmymi nemocemtlovéka. ZkouSky se provéf na teplo-
krevnych Ziv@iSich, gedevsSim na potkanechieécich nebo na kralicich. &dci objevuji
stéle nové fisobeni hlivy nebo z ni izolovanyckiiinych latek na teplokrevné Zigighy.
Ukazuje se, Ze hliva, i kdyz se ji uinevalo hod# pozornosti, finasi v tomto oboru nova

piekvapeni[1]

3.1 Rakovina

Vyzkum protirakovinného {sobeni hub se zkouma po desetileti. Japonsti badiieka-
wa a kol. 1969) zkoumali protirakovinné€idky vodnych vyluli z hub. Jiny kolektiv Ja-
pondi (Kurashige a kol. 1997) nalezl pozitivniigky hlivy asti¢né (¥ protinadorove &
bé. V Japonsku izolovali Wang a kol. v roce 2000 yn&ektin z hlivy asti¢cné, ktery ma
vyrazny vliv na potl&eni vyvoje ukitych typd naddoti u mysi (sarkom S-180, hematom
H-22, to jsou typy naddr které Ize standardmmySim voperovat). Studium protirakovin-
nych &inka hlivy Usticné pokrguje také na Slovensku ve zndmé skdpauborniki

z Vyzkumného Ustavu vyzivy v Bratisl&a Bobek, Galbavy a Ozdin, 1998). Zjistili, Ze
hliva Gsti¢cna ve stra¥ snizila mnozstvi nadorv tlustém stew u pokusnych potkan
jejichz vznik byl ungle vyvolan podavanim jedovaté karcinogenni latkpethylhydrazi-
nu. Vyzkum na Slovensku pokiibv izolaci (¢inné latky z hlivy — pleuranu . Bobek a
Galbavy v roce 1999 zkousSeli jeho vliv na vyvojeginych zngn v tlustém sew potka-
na, vyvolavanych podavanim karcinogenniho dimethythgohu. Podavani 10 % pleuranu
snizilo vyskyt pedrakovinnych lézi v tlustemisi€ o 50 % ve srovnani s kontrolnimi

potkany, kté v dieg dostavali pouze karcinogenni latku. Pleuran takiévml aktivitu
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n¢kolika antioxid&nich enzyni v jatrech, které reguluji vyskyt volnych oxidughi radi-
kali v organismu (nap konjugovanych diel), které vyvolavaji rakovinné zny
v buikach. [1]

3.2 Virus

Experimentald se ¥dci zabyvaji izolaci latky, ktera by mohla pomodsiielim viru
HIV.[14] V roce 2000 byl izolovan z plodnic hlivystiicné glykoprotein, ktery inhibuje
translaci utitych useki ribonukleové kyseliny (RNA). Tento glykoproteintfaoval tran-

skriptazu viru-1, ktery zjsobuje nedostataou imunitucloveka. [1]

3.3 Cholesterol

Skupina ¥dci ze Slovenska (Bobek a kol. 1991) ve VyzkumnémuistgZzivy v Bratisla-

vé prokazala, Ze fidavek 5 % hlivy do potravy u potkarsnizuje hladinu cholesterolu,
piestoze se v potrapodavaly davky cholesterolu v mnozstvi 0,3 % k@etho mnozstvi

potravy. Podanou davkou hlivy se peilla hromadni cholesterolu v jatrech a zvysil
transport cholesterolu v lipoproteinech. Rozklagylucovani cholesterolu z organismu
v podolg Zlu¢ovych kyselin semsobenim hlivy urychlil[1] Po podani vysokotukové cho-
lesterolové diety teckam, kterdq obsahovala 2%igadu suchych mletych plodnic hlivy byl
nalezen vyrazny protektivni efekt. Snizily se karicace potenciathaterogennich lipopro-

teina pri nezménéné hladik HDL. [3] Pri této diet obsah cholesterolu pokleft]

3.4 Ateroskler6za

DalSi slovensky vyzkum (P. Bobek a S. Galbavy 1999)se tykal jednoho zigledka
vysoké hladiny cholesterolu v krvi — aterosklerg88] Ateroskler6zge dlouhodoby pro-
ces, pi némZ dochazi k tuhnuti cévniésly a zuzovani jejiho psvitu. Disledkem tohoto
zUzeni je nedostateé prokrveni organu, ke kterému dana cévid rAficinou aterosklero-
zy je ukladani tukovych latek +gdevsim cholesterolu - daisy naSich cév. Hlavni pod-
minkou tvorby &chto znén je zvySeny fijem cholesterolu v potréva nasledé jeho vyssi
hladina v krvi. [34] Samian kraliki byly podavany vyssi davky cholesterolkierym

v kombinaci s hlivou. Vyskyt aterosklerotickych ik byl u diety s hlivou nizsi, a pokud
se tato loziska objevila, pakéha mensi rozréry. Mimo to dieta s hlivou vedla k menSimu

posSkozeni ¥ncitych tepen a méncastym poskozenim srél@ho svalu. [33]
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3.5 Cukrovka

Zajimavy byl vysledek pokusu s potkany, ktenéli cukrovku. [1] Pri¢ina, kdy vznikne
cukrovka, je nedostatek inzulinu, latky, ktera se normaori ve slinivce Bisni. Jeho
absolutni nedostatek, igobeny tim, Ze se ve slinivcéeptal vytvéet, je giznany jako
cukrovkal. typu. Naproti tomu relativni nedostatek inzulinbarakteristicky jako cukrov-
ka 2. typu, je vyvolan poruchou jeho ukoVani ze slinivky nebo jeho sniZzenatininosti.
[35] Skupina slovenskycheédci (Chorvathova a kol. 1993) jim podavala v po#rdwivu
asti¢nou a cholesterol. Po dvougsicich zjistili, Ze udchto potkaf krom¢ sniZzeni cho-
lesterolu v krvi doslo také k vyznamnému sniZegkémie — hladiny cukru v Kkrvi, aniz by

se zmnila hladina inzulinuf1]

3.6 Alkohol

Bratislavsti ¥dci (Bobek a kol. 1991, Bobek a kol. 1997) se rozhodli provést vyzkum
procesu hromathi tukovych latek v jatrechipdlouhodobém pozivani alkoholu. Zjistili, Ze
u skupiny syrskychileckt, u nichz alkohol hladinu cholestelid triacylglyceral v jatrech
zvySuje, @i soulEzném podavani alkoholu a hlivy ke zvySeni obsatkowych latek
Vv jatrech wibec nedosIg33]

3.7 Osteopordza

Osteoporoza je jedna z n&jSich obav starSich Zen. [33] Osteopordza je nesharakteri-
zovana Ubytkem (pradnutim) kosti, poruchami funkce a struktury kogk@dns. Dusled-
kem je zvySena nachylnost kosti ke zlomenindm. dasté bolesti v zadech, objevuje se
zvétSeni gedklonu - kulaceni zad, snizuje stesna vyska. WCR trpi touto nemoci 428
000 Zen a 195 000 mithad 50 let to je 13-18% Zen a 4- 8% 1i37] Zeny, které uzi-
vaji B-glukany delSi dobu, maji hustotu kosti v néymekteré dokonce lepsi nez odpovida
prislusnému vkovému ptmeéru. U zlomenin dochézi k rychlejSimuistani, a tim se zkra-

cuje doba pdgebna k iplnému uzdraveni.
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3.8 Artroza

B-glukany ziskané z hlivy astné dokazou natolik nastartovat regeneraci organisrau
nastupujici artroza (veékterych gipadech i pokréila) je feSitelna a pacientoviiie navra-

tit pavodni pohyblivost. Dokonce Ize zvratit v¢mu kloubu (totalni endoprotézu).

3.9 Bolesti zad

B-glukany maji blahodéarny vliv jak na artrézu a ogterozu, tak i na nejenéjSi blokace
zad. Jsou zaznamenanygady uzdraveni nejen velméiného ischiasu, ale naybae-

nych plotének. [36]

3.10Nadvaha

V Japonsku izolovala skupin&dci (Kawagishi a kol. 2000) zvlastni lektin, kteryizp-
boval, Ze potkani nec#t prijimat potravu, ktera obsahovala hlivuitstou. Dieta, ktera
obsahovala 0,1 % izolovaného lektinu, sniZitgepn potravy o 50 % a #gobila pokles

vahy pokusnych zvat. .[1]

3.11Bradavice

Klinickymi zkouSkami byl zjis&n zajimavy efekt hlivy Ustné — odstraovani bradavic

virového pivodu a zastaveni jejich opakovanéhstu.[38]

3.12Funkce siev

B-glukany maji pozitivni &inky na funkci stev. ZvySuji odolnost 8h stevni sliznice proti
zaretim [39] a inhibuji tvorbu ¥edi na stevni sliznici. [40] Mechanismus jakym chrani
pleuran sliznice neni dosud znam. [41] Pleuranug@iinnozstvi konjugovanych dign

ve stevech, v jatrech a erytrocytech. [42]

3.13Prumysloveé zpracovani hlivy ugti¢né

Hliva Usti¢cna je cetna zejména pro své organoleptické vlastnost. Jestadi jakocers-

tva, susend, mrazenda nebo sterilovana.
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V posledni dob se vyuziva jejich kBvych &inka ve farmacii. V obchodech se zdravou
vyZivou nebo v lékarnach najdeme wolorodejny sortiment potravnich dagh ve formg

tablet, kapsli, extralit sirupi az po kréemy. [4]
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4 ANALYTICKE METODY VYUZITE PRO STANOVENI

VYBRANYCH LATEK HLiVY UST RICNE
K analyze vybranych latek Hlivy Ggtnéje mozno vyuzit celotiadu metod. Pokud se ale
mame zaréit na metody, které jsou vhodné k provozni kontlgoraimyslovém zpraco-

vani a které jsou nename na technické a provozni vybaveni, pak se jakalné jevi na-

sledujici analytické metody:
» stanoveni suSiny do konstantniho ubytku hmotnosti,
» izolace analyzovanych latek exttak metodou dle Soxhleta,
» stanoveni neutradéndetergentni viakniny (NDF),

e stanoveni obsahu aminokyselin metodou iotteyménné kapalinové chromato-

grafie s ninhydrinovou detekci,
* papirova chromatografie (PC),
» tenkovrstva chromatografie (TLC),

* denzitometrie.

4.1 Stanoveni susiny

Voda je pevladajici slozkou nebo t¥io podstatny podil celkové hmotnosti suroviny.
Z analytického hlediska jeitezita forma vazby vody v potravinktera je bd’ volna nebo
vazana. S obsahem vody souvisi mnozstvi susinytoTpejmem se ozraje souhrn vSech
organickych i anorganickych sloZzek obsaZenych vgpo®, kromé vody. Nejpouzivagjsi
metodou na stanoveni susiny a vody je suSeni dst&ioimiho zbytku, kde se vyuZziva pro-
ces difuze, tj. transport vody z vififch vrstev na povrch vyvolany konceritman spadem.
rychlost suSeni je ovlivima povahou vzorku, tvaretidstic, mnozstvim navazky, teplotou,

vlhkosti, rychlosti a sgrem proudni suSiciho média. [43]
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4.2 Extrakce metodou dle Soxhleta

N

T

=
Pary rozpoustédia
Zkapalnéné
pary rozpoustédlia
Zpétné potrubitko
Extrahovany
objekt
(tfeba list) T

Topné hnizdo

Obr. 8: Soxhleiv extraktor

Pouziva se zejmeéna Kldni organickych latek. Je to metoda kontinudlrifakce. Analyt
z tuhého vzorku je selektigrextrahovan do vhodného rozpauBa. [44] Do stednicésti
piistroje se vklada papirova extiak patrona, ktera ma valcovy tvar a kulaté dnoeaékse
naplni vzorkem. Bigka se naplni vhodnym rozpo&dtem, v mz se doke rozpousti sloz-
ka, kterou chceme odlit. Banka se zativa k varu rozpoustla a jeho pary stoupaji po-
stranni trubikou kolem stedni¢asti extraktoru do chlatk, kde kondenzuji. Rozpogdto
kape na vzorek obsazeny v papirové patrd@iedni cast extraktoru se postupmplni
zkondenzovanym rozpousiiem, jehoz hladina stoupd i v tenkéepadové trukice.
Stoupne-li hladina rozpouftla ve stednicasti extraktoru k nejvysgiasti gepadové tru-
bicky, pretete roztok do destitmi baiky, z niz se &kavé rozpoustdlo znovu destiluje.

Nakonec se ziska roztok jedné nebo vice slozelstula®i baice, z niz po ukarené ex-
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trakci rozpousidlo vydestilujeme. V hi&ce tak #istane jen izolovana slozka, gagozky.

[45] Takto gipravené roztoky dale pouzijeme pro chromatografii.

4.3 Stanoveni neutralr® detergentni vliakniny (NDF)

Hodnota NDF zahrnuje vSechny slozky bemé stny, tedy hemiceluldzu, celulézu, lignin
a popel. Vzorek se v prastdi neutralniho roztoku (pH 7giané latky laurylsulfatu sodné-

ho hydrolyzuje a nehydrolyzované slozky se stanézkow. [46]

4.4 Stanoveni obsahu aminokyselin metodou ionté@wymeénné kapali-

nové chromatografie s ninhydrinovou detekci

V dnesni dob se k analyze aminokyselin vyuziva automatickychlyaatofi. Vzorek se
vede na z&tek kolony, promyva se pufrujicimi roztoky s rdagini hodnotami pH a roz-
dilnou iontovou silou. Z kolony postuprychazeji jednotlivé aminokyseliny, které se ve-
dou do vytiatého reaktoru (121°C), d@&hmoz se fivadi ninhydrinova sis. Prokhne re-
akce ninhydrinu s aminokyselinami a iminokyselinaNinhydrin je silné oxidéni ¢inidlo,
které reaguje g&-aminoskupinami, uvélje amoniak, oxid uhtity, aldehyd a redukovanou
formu ninhydrinu hydrindantin. Uvoémy amoniak pak reaguje s hydrintaninem a dalSi
molekulou ninhydrinu a davé purpurovou substancih@nanovaiervai). Hydrindantin
piitomny v deteknim ¢inidle zabrauje vedlejSi reakci, ktera by redukovala vznikaRci-
hemanovucervei. Sekundarni aminokyseliny vytt@i rizné chromofory. Ruhemanova
cervai ma absortni maximum pi 570 nm. Tato absorbance je linearni funkci mnazst
piitomnych a-aminoskupin. Reakce je vhodnym zakladem pro stamiovSech organic-
kych slowenin obsahujicich aminokyseliny. Reakce ninhydgaltsekundarnimi aminoky-

selinami ma absotini maximum pi 440 nm. [47]
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Obr. 9: Analyzator aminokyselin AAA 400 (IngosghR)

Automaticky analyzator aminokyselin jecen pro stanoveni aminokyselin v hydrolyzatech
bilkovin, peptidi, pro stanoveni volnych aminokyselin ve fyziologick roztocich a ex-
traktech a pro stanoveni biogennich amiliky tomu nachazi analyzator uplétin

v z&kladnim biochemickém vyzkumu bilkovin, vyzkumgZivy lidi a zviat, v I1ékdské

diagnostice, p kontrole I€iv a potravin. [48]

4.5 Papirova chromatografie (PC)

Papirova chromatografie (paper chromatography,j®@halytickd metoda. Je jednoducha
a dostupna, umakije praci s mikrogramovymi kvanty, dovoluje zkounshemickou po-
vahu latek i ve sisich, ma schopnostlit homology a lze ji vyuZit pro strukturni analyzu

a pro studium reaki kinetiky. [49]

Vzorek se nanese ve foérmalé kulaté skvrnky na papir nebo tenkou vrstyoté® se mo-
bilni fAze neché vzlinat pory papiru nebo tenkévyr<Chromatogram se vyviji v uzsané
chromatografické konie, ktera je dote nasycena parami mobilni faze. Mobilni faze unasi
délené latky ze vzorku, které se vigiemeére zpoal'uji interakci (rozpoushi nebo adsorp-
ce) se stacionarni fazi, a tim se vzajém#i. Vyvijeni se ukoni vybranim chromatogra-
mu z vyvijeci komory, kdyZelo mobilni faze dosahne téhprotilehlého okraje papirti
tenké vrstvyCelo mobilni faze se oztimekkou tuzkou. Chromatogram se vysusi a skvr-
ny nebarevnych analyfe treba ped vyhodnocovanim chromatogramu detekovat pouzitim
vhodné deteini metody.
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Stacionarni fazi pro papirovou chromatografii #Sinou voda zachycena na papiJako
mobilni faze se pouZzivaji organicka rozpedkt nebo jejich sisi, které se s vodou nemi-
si nebo misi omez&nChromatogramy lze vyvijet sestupmadialreé pop. vzestups. Jed-
notlivé separované analyty se charakterizuji tetard&nim faktorem ( RF )[50] Je to
poner vzdalenosti $edu (8ziSt) skvrny od startu a vzdalenosgla rozpougidla od star-
tu. To znamena, Ze se hodnoty RF pohybuji od O; godllatky u startu se blizi nule, pro
latky u ¢ela se blizi jedné. Hodnoty RF by sicélyrbyt pii piesném dodrZovani experi-
mentalnich podminek reprodukovatelné, avSak ou|w je tolik faktof (teplota, zrany ve
sloZeni mobilni faze, ZIsobené chybami v odifovani nebo jejim starnutim, obsah zakot-
vené faze v papg, vzdalenost startu od hladiny rozp@d#, druh papiru, stupesyceni
komory, zfisob vyvijeni, pitomnost dalSich latek ve $si atd.), Ze f praktickém prova-

déni chromatografie vzdy kolisaji. Proto je nikdyzeepovazovat za konstanfgl]

4.6 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Moderni chromatografické metody, kteréigpbily mohutny rozvoj organické a bioche-
mické analyzy i preparativnihaléni, jsou dnes nemyslitelné bez chromatografieen&é
vrstw. Tato chromatografie, ozéiavana zkratkou TLC (thin-layer chromatography),-spo
¢iva v ctleni latek v tenké vrstvpevné faze-sorbentu za pouziti mobilni fg82] Jako
stacionarni faze se pouZzivaji prakticky vSechagisharni faze jako pro kolonovou chro-
matografii se zrnitosti 5 az 40 um.- oxid hlingyjlikagel, celuléza, iontoamice, polyamid

a silikagel s -C18, -NH2 nebo -CN skupinami - namgsna skleénych deskach nebo hli-
nikovych foliich. Tenké vrstvy mohou obsahovat fescegni indikator UV254 k usnad-
néni detekce analyzovanych latek. Jako mobilni f&zemuziva cyclohexan, toluen, chlo-
roform, dichlormetan, aceton, ethanol, methanotayamoniak, kyselina octova a jejich
smesi. [50] TLC umo#uje pongrné vykonné dleni ve velmi kratké dabs jednoduchym a
nenakladnym zZdzenim. Zmisob prace s TLC je obdobny jako u papirové chrografie.
Jednotlivé separované analyty se charakterizujireteardaénim faktorem ( RF ) (viz. kapi-
tola 4.5).[52]

4.7 Denzitometrie

Denzitometrie se zabyvadienim optické hustoty. K vyhodnoceni hustoty zbairveplos-

ném usptadani se pouziva optickych denzitometiedna se o postup podobny fotomet-
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rickému ng&teni, liSi se v usgadani. Mtenim intenzity zé&eni odrazeného od néptedné
podlozky (pouziva se napv tenkovrstvé chromatografii) se zabyva refled@nzitometrie.
Hodnoti se porr intenzity dopadajiciho stla a s¥tla odrazeného od barevné plochy.
Druhou variantou denzitometrie jegfeni intenzity z#&eni prochazejiciho phlednou plo-
chou (nap. pii hodnoceni elektroforeogramu)ii Biimé denzitometrii se ziskava graficky
zadznam fotometrovaného Useku, jednotlivé frakderd sndsi tvaii na zaznamu v ideal-
nim Eipad soungrné Kivky zvonovitého tvaru. Ploch&dhto piki pripadajicich jednotli-

vym frakcim je Urdrna relativnimu zastoupeni jednotlivych frakcidlesé smisi. [53]
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5 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDK U

5.1 Aritmeticky pr amér

Aritmeticky primér je soudet hodnot znaku zji8hych u vSech jednotek souborwlahy

poctem vSech jednotek souboru.

X |

I
S|
' =]

kde

X je aritmeticky pimer,
X jsou ndrené hodnoty,
n

je p@et meienych hodnot.

5.2 Smérodatna odchylka

Jedna se o kvadratickytpnér odchylek hodnot znaku od jejich aritmetickéhdméru.
Smérodatna odchylka vyjdadje rozptyl hodnot kolem idni hodnoty, tj. vypovida o tom,
jak se hodnoty od tétoretdni hodnoty (pmmeéru) lisi.

kde

X je aritmeticky pimer,
Xi  jsou mfené hodnoty,
n

je p@et meienych hodnot. [54]
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5.3 Korelaéni koeficient

Korelani analyza se zabyva mirou zavislosti nahodnychKiaelaini koeficienty slouzi
jako miry vyjadeni “tsnosti linearni vazby”. Koretai analyza popisuje linearniztahy
mezi veltinami.[55]

> 100 1

|

kde

S« je aritmeticky pkmer,

X je aritmeticky pimer.
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. PRAKTICKA CAST
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6 VZORKY K ANALYZE VYBRANYCH LATEK

VZOREK 1

Hliva ustFiéna susenapavod Cina, koupeno v prodsjrizdrava linie ve Vsetih

Obr.10: Vzorek 1

VZOREK 2

Hliva Ustri¢né suSenapiavod Praha, firma Samyco , koupeno ve &lin

Obr. 11: Vzorek 2
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VZOREK 3

Hliva Ustiiéna Eerstva, pavod Solgslav, firmaCeské houby a.s., koupeno v hypermarketu

Kaufland ve Vseti#

Obr. 12: Vzorek 3

VZOREK 4

Hliva UstFiéna erstva, pavod Celadné, pstovana na slagn koupeno na trznici ve Zlén

Obr. 13: Vzorek 4

STANDARD

Beta Glucan 120 tbl. 30, 120 mg/tableta, vyrobceTNRES s.r.0. SR
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Obr. 14: Standard

Pred pouzitim vzork k analyze byly vzorky 3 a 4 nakrdjeny nadrobna®eay pi 50 °C
do konstantni hmotnosti. Jako standardy byly gguablety Beta-glucanu, které bylygul

extrakci rozdrceny na prasek.

Tab. 3 Vzorky pouzité pro stanoveni suSiny, NDFrédnakyselin

Cislo vzorku Klasifikace vzorku

vzorek 1, komame ziskana susena Hliva figha, pro dely experimentu

1
byla dosuSenaip50°C do konstantniho Ubytku

5 vzorek 2, komame ziskana susena Hliva fighda, pro éely experimentu
byla dosuSenaip50°C do konstantniho Ubytku

3 vzorek 3, suSenyip50°C do konstantniho Gbytku

4 vzorek 4, suSenyip50°C do konstantniho Gbytku
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Tab.4 Vzorky pouZité pro papirovou a tenkovrstvbromatografii (extrakty v ethanolu)

Cislo vzorku Klasifikace vzorku
la ethanolovy extrakt vzorku 1 za laboratorni teploty
1b ethanolovy extrakt vzorku 1 za teploty varu rozpédia
2a ethanolovy extrakt vzorku 2 za laboratorni teploty
2b ethanolovy extrakt vzorku 2 za teploty varu rozpédia
3a ethanolovy extrakt vzorku 3 za laboratorni teploty
3b ethanolovy extrakt vzorku 3 za teploty varu rozpédia
da ethanolovy extrakt vzorku 4 za laboratorni teploty
4b ethanolovy extrakt vzorku 4 za teploty varu rozpédia
S1 ethanolovy extrakt standardu za laboratorni teploty
S2 ethanolovy extrakt standardu za teploty varu roZgoia

Tab. 5 Vzorky pouZzité pro papirovou a tenkovrstebtomatografii (extrakty v methanolu)

Cislo vzorku Klasifikace vzorku
1c methanolovy extrakt vzorku 1 za laboratorni teploty
1d methanolovy extrakt vzorku 1 za teploty varu roZigdla
2c methanolovy extrakt vzorku 2 za laboratorni teploty
2d methanolovy extrakt vzorku 2 za teploty varu roZigdla
3c methanolovy extrakt vzorku 3 za laboratorni teploty
3d methanolovy extrakt vzorku 3 za teploty varu roZigdla
4c methanolovy extrakt vzorku 4 za laboratorni teploty
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Cislo vzorku

Klasifikace vzorku

4d methanolovy extrakt vzorku 4 za teploty varu rozZiula
S3 methanolovy extrakt standardu za laboratorni tgplot
S4 methanolovy extrakt standardu za teploty varu rosgdla




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 49

7 METODY

Zde budou popsany jednotlivé postupy pouZzité&stanoveni vybranych latek z hlivy Eigt

neé.

7.1 Stanoveni suSiny a vody
Princip:

Zhomogenizovany vzorek o znamé hmotnosti se stiSieplog€ 50°C do konstantniho
Ubytku hmotnosti. [56]

Postup:

Petriho miska setpdsusi v susaénpri teplo€ 105°C ml hodiny, poté se kle&mi vlozi
do exsikatoru a po vychladnuti se miska zvazi raytiokych vahach sipsnosti na dese-
tinu mg. Do misky se navazi sgsnosti na desetinu mg homogenizovany vzorek | gz

do susarny a sustifp0°C do konstantniho Ubytku hmotnosti.
Stanoveni bylo provedeno parakeRx vedle sebe.

Vypocet:

a) Obsah susSiny v hmot.% se wtgopodle vzorce:

kde M
mp hmotnost Petriho misky se vzorkem po vysuSeni [g].
my hmotnost Petriho misky s navazkou vzoradpysusenim [g],

My hmotnost vysuSené prazdné Petriho migky [

b) Obsah vihkosti v hmot.% se vytgopodle vzorce:

V=100-S
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7.2 Extrakce vzorka v Soxhletow extraktoru
Princip:

Jedna se o extrakci tuhé latky kapalinou za po&aihletova extraktoru. Analyt z tuhého
vzorku je selektivéa extrahovan do vhodného rozpauBa. K extrakci byly pouZzity vzorky
z tabulky 4 a standard. [44]

Postup:

Extrahovanou latkou,tdkladré rozmelnénou se plni papirova extr&ki patrona, a poté se
vklada do gdednicasti gistroje. Varna higka (250 ml) se naplni rozpogdtem (100 %
methanol nebo ethanol v mnozstvi asi 80mijdgyi se varné &ipky, baka se nasadi
na extraktor, otae se ventil od fivodu vody do chlade a zapne se topné hnizdo. Pary
rozpoustdla vrouciho v b&ce kondenzuji v chladi, stékaji na extrahovany vzorek gep
tékaji z@t do varné biky (doba extrakceifblizné dvé hodiny). Ziskané extraktyreve-

deme do skleinych lékovek a takto nachystané pouzijeme k analyze

7.3 Extrakce vzorki pri laboratorni teploté

Predem vysuSené vzorky se nasekaji nadrobno. Do Hflastiovych vialek je vzdy nava-
Zeno cca 5g vzorku a Kmu gridano 45 ml rozpouétlla, a to bd’ methanolu nebo etha-
nolu.Vialky umistime na 2 hodiny ngepaku. Poté obsahy vialek zfiltrujemegs filtr 390
a pevedeme do skl€énych Iékovek a takto nachystané extrakty pouZijémamalyze. K

extrakci byly pouzity vzorky z tabulky 4 a standard

7.4 Stanoveni neutralré-detergentni vlakniny (NDF)

Princip:

Neutrélré-detergentni vlaknina, jako zbytek kiinych stn rostlinnych pletiv, se stanovi
vazkow po hydrolyze vzorku v progdi neutralniho roztoku laurylsulfatu sodnéad]

Roztoky:

1. Roztok NI (Neutralrt detergentnéinidlo obsahujici — disodnouilskyseliny ethylen-
diamintetraoctové, tetraboritan sodny dekahydrgdrdgenfosfor&nan sodny a laurylsulfat

sodny):
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Do 2 | destilované vody se rozpusti 128imjdla, 20 ml trietylenglykolu. Roztok ma mit

pH v rozmezi 6,9-7,1.

2. Pracovni roztok ND (laurylsulfat sodny v neutralnim prastli):
Do 2 | NDC se gfida stigitan sodny v mnozstvi 1 g / 100 ml NDa a-amylazy v mnozstvi

0,2 ml/100 mI NI@.

3. Aceton- ocistot p.a.

Postup:

Filtracni s&ky vypereme v acetonu a po @théani v digestti zvazime (m). Pro ozn&ova-

ni s&ku je nutné pouzit popisovana textil. Do s&u navazime 0,59 vzorku ggsnosti
0,0001g () Po zataveni s&u poklepanim vzorek rozprégsme na celou plochu uzay
ného sé&ku. jeden prazdny gék zatavime a ponechame pro stanoveni korekgcic{c
VSechny séky umistime do zadovae po tech do jednoho oddilu. Posledni oddi$tAava
prazdny, slouzi jako viko a polozi se rgzravazi. Za¥Sova se vzorky umistime do ana-
lyzatoru viadkniny (ANKOM technology Fiber analyzei)o pistroje nalijeme pracovni
roztok NDC v mnoZstvi 100 ml/s&k. Zapneme michani (Agitation) a topeni (Heat). Za
vieme pistroj, uésnime viko a zapneme start. Po 75 minutach vypmeioeani a otev.
Opatrré oteweme vypousti ventil a oteteme viko. Po vypu&i NDC roztoku uzase-
me vypou&itci kohout a nalijeme 2| horké (85-90°C) vodyiadgme 4 mla-amylazy. Za-
vieme viko, ale neutahujeme. Zapneme michani a toBerd minutach vypustime vodu.
Toto opakujeme dvakratiRtetim proplachnuti pouzijeme vodu beamylazy. Po vypus-
téni vody vytahneme za&gova z pristroje, vyjmeme sky a jemré vymatkame vodu po-
moci filtracniho papiru. S&ky vloZzime do kadinky aiglijeme acetonem. nechame pono-
fené 3 minuty. Po vyjmuti jendrvytlacime aceton pomaoci filttaiho papiru, rozprosme

a nechame vyitrat aceton v digesto s&ky se vysusi ) 105°C po dobu 3 hodin. po vysu-
Seni vloZzime sky do exsikatoru a po vychladnuti zvazimginspalime v muflové peci

pii 550°C po dobu 5 hodin. Po ochlazeni v exsikasdély zvazime (m).
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Vypocet:

v = (m-ma)-(m,-mc,)
m,

kde

V  obsah NDF (%)

m; hmotnost s&u (g)

m, hmotnost navazky vzorku (g)

mz hmotnost vysuSenéhoc&éa s rezidui vzorku po hydrolyze (g)

m,; hmotnost popela po spaleni vysuSenékikusa rezidui vzorku po hydrolyze (g)
c1 korekce hmotnosti 8&u po hydrolyze (g)

c; korekce hmotnosti &éu po spaleni ()

Vypocet korekci:

N
I
3|3

- M
C_I___
m

kde
ms hmotnost vysuSenehocka po hydrolyze (g)

mp hmotnost popela 8éu (g)

7.5 Analyza aminokyselin metodou iontovyménné kapalinové chroma-

tografie

7.5.1 Pr¥iprava vzorka pro stanoveni volnych aminokyselin

Odvazi se 0,1 g ususeného a zhomogenizovanéhowggiesnosti na 0,0001 g. Kysela
hydrolyza se provede ve varnychnkach (250 ml) bez uz#eni pod zptnym vzduSnym
chladiem. Navazka vzorku se kvantitatévpievede do hydrolyzai baiky, piida se do-

statény objem kyseliny chlorovodikové (c = 6 mol . | L {j. asi 150 az 250 ml na 1g na-
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vazky a krouzenim se obsah promisi. Hydrolyza gmithym chladtem probiha na top-
ném hnizd, aby se obsah bRy vatil, coz odpovida bodu varu azeotropniésimnvoda —
kyselina chlorovodikova, asi 110°C. Hydrolyza ph@bP3 hodin p teplog 110 — 115°C
(po dosazeni teploty). Po uk@mi hydrolyzy se obsah hydrolyra baiky kvantitativré
pievede kyselinou chlorovodikovou (c = 0,1 mol .4 JLpres filtratni papir (390) do od-
meérné baiky (250 ml) a doplni se kyselinou chlorovodikoveu=(0,1mol . | 1 -). Z filtratu
se odebere alikvotriast (25 ml), ktera se odfyana rot&ni vakuoveé odparce (RVO 400,
Ingos, Praha) za pouziti v§wy do sirupovité konzistenceipgeplot max. 50°C. Sirupovi-
ty odparek se rozmicha kolika ml destilované vody a znovu odpa opakovat jegt
jednou. Odparek se kvantitativpievede do odrné baiky (10 ml) tlumivym roztokem o
pH 2,2 a pouzije k analyze aminokyselin v autonk&iic analyzatoru AAA 400 (Ingos,
Praha), icemz fed samotnou analyzou je nutnédgytit ze vzorku kyslik pomoci plynu

argonu. Stanoveni se provadi 3x vedle sebe.

Tab. 6 Navazky vzorkpro stanoveni volnych aminokyselin

Vzorky [g]
Stanoveni
1 2 3 4
l. 0,1021 0,1087 0,1543 0,1477
I. 0,1065 0,1022 0,1534 0,1565
M. 0,1024 0,1060 0,1538 0,1534

7.5.2 Pr¥iprava vzorkia pro stanoveni sirnych aminokyselin

Sirné aminokyseliny se oxiduji $si peroxidu vodiku (30 %) a kyseliny mra¢e(85 %)

v poreru 1 : 9. Smis se po smiseni necha stétgokojové teplot 2 hodiny a poté umisti
do chladntky pii teplo€ 0°C na dobu 15 minut. Odvazi se 1,5 g vzorkuiesposti
na 0,0001 g a kvantitati¢npievede do varné bly. Ke vzorku se fida 15 ml oxidani
smesi a po opatrném rozmichani se umisti do chékgnpri teplo€ 0 — 4°C na dobu 16
hodin. K oxidovanému vzorku séigé nejprve 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodi-
kové a po vysurni dalSich 100 — 150 ml kyseliny chlorovodikové=(6 mol . | 1 - ). Ky-

sel4 hydrolyza se provede ve varnychikdeh bez uzaeni pod zptnym vzduSnym chla-
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dicem 23 hodin p teplo€ 110 °C (po dosazeni teploty). Po ukeni hydrolyzy se obsah
hydrolyzani baiky kvantitativre pievede kyselinou chlorovodikovou ((c = 0,1 mol .-I)1
pies filtracni papir (390) do odénné baiky (250 ml) a doplni se kyselinou chlorovodiko-
vou (c = 0,1 mol . |1-). Zfiltratu se odebetiwotni ¢ast (25 ml), ktera se odfaa ro-
tatni vakuové odparce za pouziti ¥yy do sirupovité konzistenceigeplo& max. 50°C.
Sirupovity odparek se rozmiché vkolika ml destilované vody a znovu odpa opakovat
jest jednou. Odparek se kvantitativpievede do odirné baiky (10 ml) tlumivym rozto-
kem o pH 2,2 a pouZzije k analyze aminokyselin vomstickém analyzatoru AAA 400
(Ingos, Praha),iemz fed samotnou analyzou je nutnédgytit ze vzorku kyslik pomoci

plynu argonu.

Tab. 7 Navazky vzorkpro stanoveni sirnych aminokyselin

Vzorky [g]
Stanoveni
1 2 3 4
l. 1,4520 1,5012 1,5050 1,5151
I. 1,5400 1,5021 1,5106 1,5181

7.6 Papirova chromatografie (PC)
Pro ctleni jednotlivych skupin latek byl pouZzit chromataficky papir Whatman 1. Skvrny
byly dale detekovany pomoci UV lampyi 254 nm. Kazdy vzorek byl nanesen pomoci
injekeni stikacky.

7.6.1 Déleni sacharidi a p-glukanu

Tab. 8 Soustavy prostbni sacharitl a -glukan na papie

Vyvijeci soustava Pondr chemikalii

l. butanol : benzen : pyridin : voda 4:3:3:2

Il. butanol : benzen : pyridin : voda 4:3:2:1
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Vyvijeci soustava Pondr chemikalii
1. ethylacetat : pyridin : voda 60:35:10
IV. | ethylacetat : pyridin : voda 15:4:1
V. ethylacetat : pyridin : voda 2:1:2
VI. | butanol : kyselina octova : voda 4:1:5
VII. |ethylacetat : pyridin : voda 4:1:2
VIIl. | ethylacetét : pyridin : voda 4:1:1

IX. | ethylacetét : kyselina octova : voda 3:1:3

X. ethylacetat : kyselina octova :voga 3:2:1
XI. | butanol : pyridin : voda 6:4:3
XIl. Jethylacetat : pyridin : benzen 2:1:2
XII. | butanol : ethanol 4:2
XIV. | butanol nasyceny vodou 2:1

7.7 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Na rozaleni jednotlivych skupin latek byly pouZzity chrorogtafické desky ALUGRAM
SIL G/UV254 . Skvrny byly dale detekovany pomoci Whpy @i 254 nm a vyhodnoco-

vany pomoci denzitometruiB66 nm. Kazdy vzorek byl nanesen pomoci itjglstikac-

ky.
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7.7.1 Déleni sacharidi

Tab. 9 Soustavy prosténi sacharid na tenké vrsty

Vyvijeci soustava

Pordr chemikalii

l. ethylacetat : isopropanol : voda&8 : 2 : 1
Il. | ethylacetat : isopropanol : voda8:3: 1
ll. | ethylacetat : isopropanol : vodd0:1:1
IV. | hexan : ethylacetat 3:1
V. | cyklohexan : ethylacetét 4:1

7.7.2 Déleni terpeni

Tab. 10 Soustavy prakkni terpei na tenké vrsty

Vyvijeci soustava Poriér chemikalii
[. | benzen : methanol : voda 10:5:5
Il. | petrolether : methanol : voda 10:8:2
[ll. | toluen : ethylacetét : methanol : vod@:1:5:5
IV. | toluen : methanol : voda 10:5:5
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Stanoveni suSiny a vody jednotlivych vzonk

SuSina byla stanovena pouze u vioga 4. Stanoveni bylo pro kazdy vzorek provedeno

paralel 2x vedle sebe.

Tab. 11 Vysledky stanoveni suSiny a vody u vzorku 3

vzorky Mo [g] m1[g] m2[g] S[hmot. %] |V [hmot. %]
21 86,3640 91,3676 86,7962 8,6 91,4
2, 85,8675 90,9647 86,3253 9,0 91,1
)] 8,8+ 0,2 91,2+ 0,2

Tab. 12 Vysledky stanoveni susSiny a vody u vzorku 4

vzorky Mo [0] mq [0] m2 [0] S[hmot. %] | V [hmot. %]
31 87,5162 92,5236 87,9688 9,0 91,0
3 83,5538 88,6180 84,0014 8,8 91,2
%] 8,9+ 0,1 91,1+ 0,1

Primérny obsah suSiny ve vzorku 2 : S = 8,8hmot.%retatna odchylka = 0,2

Primérny obsah vihkosti ve vzorku 2 : V = 91,2 hmot.%¢sdatna odchylka, = 0,2
Primérny obsah suSiny ve vzorku 3 : S = 9,0 hmot.%Erenhatna odchylka, = 0,1

Primérny obsah vihkosti ve vzorku 3 : V = 91,1 hmot.%¢sdatna odchylksa, = 0,1

Stanoveni suSiny bylo provedeno paralen vedle sebe u vzoik3 a 4 dle metodiky po-
psané v kapitole 6.1. #nérny obsah susiny u vzorku 2 byl 8,8 hmot.% + 0,2zarku 3
byl 9,0 hmot.% + 0,1. Rmérny obsah vody u vzorku 2 byl 91,2 hmot.% + 0,2\&arku 3
byl 91,1 hmot.% + 0,1. Podle literatury obsahupdslice hlivy podob& jako jiné houby
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priblizné 85 az 95 % vody a podil suSiny se tak pohybujerkdlO %, coz se touto labora-

torni metodou potvrdilo.

8.2 Stanoveni neutralr® detergentni viakniny (NDF)

Neutrélré-detergentni vidknina byla stanovena postupem dfgtidy 6.4. Pro stanoveni

byly pouzity vzorky z tabulky 3. Kazdy vzorek byasoven 3x vedle sebe.

Tab. 13 Hodnoty prazdného filtieiho séku

Prazdny s&ek

ms [g] 0,4739
ms [g] 0,4776
mp [0] 0,0012

Tab. 14 Vysledky stanoveni NDF u vzorkd

Stanoveni| mg] | ma[g] | ma[g] | m4g] C1 C NDF %
. 0,4528 | 0,5073| 0,6074 0,0055 1,0548 0,0027 30,7
Il. 0,4558 | 0,5014| 0,6173 0,0066 1,0478  0,0026 27,4
I, 0,4602 | 0,5065| 0,61560 0,0055 1,0378  0,0026 31}4
@ 29,8 % +1,7

Tab. 15 Vysledky stanoveni NDF u vzork@

Stanovenil m;[g] m> [g] ms [g] m, [g] C1 C NDF %
l. 0,4568 0,5028 0,6530 0,0062 1,0455 0,0026 33,9

Il. 0,4637] 0,5013 0,6630 0,0065 1,0300 0,0026 35,9

1. 0,4726] 0,5007, 0,6706 0,0056 1,0106 0,0029 37,7
@ 345%=+1,5
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Tab. 16 Vysledky stanoveni NDF u vzork@

Stanoveni| mg] | ma[g] | ma[g] | m4g] C1 C NDF %

l. 0,4535 0,5023 0,6394 0,0057 1,0531| 0,0026 31,3
Il. 0,4596| 0,5029 0,6478 0,0056 | 1,0392| 0,0024 33,0
. 0,4557| 0,5034 0,6442 0,0057 1,0481| 0,0026 32,2

@ 32,2% +0,7

Tab. 17 Vysledky stanoveni NDF u vzorkd

Stanoveni|{ mJ[g] | ma[g] | ms[g] | ma[g] C1 G NDF %
l. 0,4504 0,5013 0,6835 0,0078 1,0604 0,0027 39,8
Il. 0,4350, 0,5067 0,6748 0,0086 1,0979 0,0028 37,5

. 0,4517] 0,5014 0,6857, 0,0072 | 1,0573] 0,0021 40,3
@ 392%+1,2

Z vysledki uvedenych v tabulkach 14 — 17 bylo zjig, Ze nejvysSi gmérny obsah neut-
ralné detergentni vliakniny (NDF) byl u vzorku 4, a to3% + 1,2 (3,5 hmot. % v sugh
Druhy nejvysSi obsah NDF byl zaznamenan u vzorka @& 34,5 % + 1,5 (2,8 hmot. %
v suSirg). U vzorku 3 byl pimérny obsah NDF 32,2 % + 0,7 (2,8 hmot. % v s&Ea29,8
% + 1,7 (2,5 hmot. % v su&iju vzorku 1. Obsah vlakniny nebyl u vzérkignifikantni.

Zrejmeé bude zaviset na apobu zpracovani hlivy.

8.3 Analyza aminokyselin pomoci iontovyngnné kapalinové chromato-
grafie
Pred vlastnim stanovenim bylo nutné provést hydrolWzorki. Pred stanovenim volnych

aminokyselin byla provedena kysela hydrolyzaradpstanovenim sirnych aminokyselin

oxidativni hydrolyza.
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Tab. 18 Vysledky stanoveni aminokyselin pomociyaabru AAA 400
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kde
mean pramérny obsah v g.kg
S.D. smérodatna odchylka

CVv korelani koeficient

Obsah aminokyselin ve vzorcich

Obsah aminokyselin [g/kg]

Cystein
Methionin

Kys. asparagova
Threonin

Serin

Kys. glutamova
Prolin

Glycin

Alanin

Valin

Isoleucin

Lucin

Tyroxin
Fenylalanin
Histidin

Lysin
Arginin

O Vzorek 1 B Vzorek 2 O Vzorek 3 O Vzorek 4

Obr. 15: Graf znazatujici obsah aminokyselin ve vzorcich v §.kg

Analyza aminokyselin byla provedena nasproji AAA (AAA 400, Ingos, Praha). Stano-
veni se provato u volnych aminokyselin vzdy 3x vedle sebe aroysih aminokyselin 2x
vedle sebe. Pro analyzu byly pouzity vzorky 1 az tdbulky 3. Z vysledk uvedenych

v tabulce 18 a grafu 15i®heme pozorovat, Ze ne€pgi zastoupeni ve vSectyiech vzor-
cich nEla kyselina glutamova a dale kyselina asparagovwdeaanedbatelném mnoZstvi se
nachazely aminokyseliny arginin, alanin, leucirsilya valin. Nejméhse ve vzorcich na-
chazely sirné aminokyseliny cystein a methioninjvide aminokyselin, co do obsahu, bylo

pozorovano u vzorku 3, kde s@i v&ech nalezenych aminokyselin byl 235,67 §.Rdpo-
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pak nejmén aminokyselin bylo pozorovano u vzorku 2, kde&iwsSech nalezenych ami-
nokyselin byl 135,61 g.k§ Z vysledki mizeme tvrdit, Ze &Si mnoZstvi aminokyselin
bylo nalezeno ve vzorcich (3 a 4), které byly kupo¥cerstvé a naslednse susily
v laboratdi pti 50°C. Grafické zaznamy z analyzy aminokyselirujganahlédnuti v filoze
Pl a PII.

8.4 Stanoveni vybranych skupin latek Hlivy Uskiéné metodou papirové

chromatografie

Pro stanoveni vybranych latek papirovou chromafiddrgdy pouZzity vzorky z tabulky 4 a

5. Na chromatografickém pdapibyly cleny sacharidy 8-glukany.

Obr. 16: Ukazka papirove chromatografie

8.4.1 Déleni sacharidi

Z vyvijecich soustav uvedenych v tab. 8 se nefiloda zadné rozdit sacharidy. Skvrny
analyzovanych vzoik zistaly bul’ na startu nebo &ele rozpou&dla. Chybou mohla byt
neprovedena hydrolyzaqd analyzou, to vSak bylo Zéinéno malym mnozstvim vzoik
Nebo ve stanoveni Spatného gomrozpoustdel, misicich se s vodou, kde byl zvoler’bu
piiliS velky nebo naopak maly obsah vody. Ve stejrsohstavach bylo zkouSeno i rézd
leni B-glukani. Vysledky vSak nebyly dostajici pro identifikaci. V literatie se uvadi, ze

je mozné stanovit-glukany jako 2,3,4,6-tetra-O-methyl-glukosu naipape vyvijeci sou-
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staw 1-butanol:.ethanol:voda:amoniak (4:1:5:stopa). [E8kde pdeba detetnihoinidla
anilin hydrogenftalatu, ktery je finam& narany, proto nebyl zakoupen a neprovedla se

tato chromatografie.

8.5 Stanoveni vybranych skupin latek Hlivy ustiéné metodou tenko-
vrstvé chromatografie

K metod tenkovrstvé chromatografie byly pouzity vzorky deeé v tabulce 4 a 5. Na

chromatografickych deskach ALUGRAM SIL G/UV254 bypalyzovany sacharidy a ter-

peny.

Obr. 17: Ukazka detekce pomoci UV lampy p

25

8.5.1 Déleni sacharidi

Pro cleni sacharitl na tenké vrst bylo pouZito soustav uvedenych v tab. 9. AZ sousta
vou V. (cyklohexan : ethylacetat v pém 4 : 1) se sacharidy paila rozclit. U ostat-
nich soustav byly vysledkyeteni nedostéujici. ZjiS&né hodnoty R uvadim v tabulce 19.
Nebylo mozné vSak identifikovat Zzadnou ze sloZekxpadz v literatie jsou uvadny

pouze sloZeni vyvijecich soustav bez hodnotTgto chromatogramy byly pouzity pro
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denzitometrické vyhodnoceni. Ve stejnych soustau@dt zkouseno i &eni p-glukan.

Rovnéz i zde se nepodito tuto slozku rozdlit.

Tab. 19 Ziskané hodnoty i déleni sacharid v soustaw cyklohexan : ethylacetat (4:1)

pro vzorky uvedené v tab. 4 (ethanolové extrakty)

Hodnoty R¢
Vzorky
I [l 1 v \% VI VII VI
Sl 0,14 0,35 0,40 0,56
S2 0,14 0,35 0,40 0,57
la 0,14 0,35 0,40 0,56
1b 0,14 0,24 0,35 0,40 0,46 0,56 0,96 0,99
2a 0,35 0,56
2b 0,14 0,35 0,40 0,57 0,96 0,99
3a 0,35 0,39 0,54
3b 0,14 0,35 0,40 0,46 0,56 0,96 0,99
4a 0,14 0,35 0,39 0,54 0,98 0,99
4b 0,14 0,35 0,39 0,46 0,54 0,96 0,99

Tab. 20 Ziskané #odnoty pi déleni sacharitl v sousta¥ cyklohexan : ethylacetat (4:1)

pro vzorky uvedené v tab. 5 (methanolové extrakty)

Hodnoty R¢
Vzorky
I I i v \% Vi Vi V111
S3 0,12 0,52
S4 0,12 0,38 0,52
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Vzorky I I 11 v \% Vi Vi V111

1c 0,12 0,33 0,37 0,40 0,52 0,9

1d 0,12 0,33 0,38 0,40 0,52 0,9 0,97
2c 0,33 0,37 0,40 0,52

2d 0,12 0,33 0,38 0,40 0,52 0,94 0,97
3c 0,33 0,37 0,40 0,52

3d 0,12 0,33 0,37 0,40 0,52 0,9 0,94 0,97
4c 0,33 0,37 0,41 0,52

4d 0,12 0,33 0,37 0,40 0,52 0,9 0,94 0,97

Ze ziskanych hodnot;Rvyplyva, Ze ve vSech vzorcich se vyskytovala feakcs R 0,54 +

0,2. Frakce Il u etanolovych extréks R 0,35 + 0 by se mohla shodovat s jednou z frakci
Il a lll (ztab.20), které byly rozdené ve vzorcich extrahovanych v methanolu. Jak Ize
pozorovat z tabulek 19 a 20, &t$iny vzorki se nachazely i frakce $ R,13 +0,1 a 0,40 £
0,1. Nejvice zastoupenymi cukry v Hlijsou glukosa a trehalosa. Jelikoz se trehalosa vy-
skytuje gevazre v mladych plodnicich, lze soudit, Ze figac frakce VI z tabulky 19 a
frakce V z tabulky 20 by se mohlo jednat pravglukosu.

8.5.2 Déleni terpeni

D¢leni terpeii bylo provedeno v soustavach uvedenych v tab. badfit se je podélo
nejlépe v soustavach lll. (toluen : ethylacetatetmanol : voda (9:1:5:5)) a IV. (toluen :
methanol : voda (10:5:5)). JelikoZ nebyly u soustditeratue uvaény i hodnoty R opst
nebylo mozné zjistit o jaké rog@né latky se jedna. Tyto chromatogramy byly pouzit

pro denzitometrické vyhodnoceni.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

66

Tab. 21 Ziskané Fhodnoty pi terpeni v soustaw toluen : ethylacetat : methanol : voda

(9:1:5:5) pro vzorky uvedené v tab. 4 (ethanolextakty)

Hodnoty R¢
Vzorky
I Il 1l v \%
S1 0,33 0,47 0,7
S2 0,33 0,47 0,68
la 0,32 0,47 0,68
1b 0,32 0,47 0,67 0,95
2a 0,34 0,47 0,70
2b 0,35 0,46 0,71 0,93 0,95
3a 0,33 0,46 0,68
3b 0,33 0,47 0,68 0,95
4a 0,32 0,46 0,69
4b 0,33 0,47 0,69 0,95

Tab. 22 Ziskané fhodnoty @i déleni terpefi v soustav toluen : ethylacetat : methanol :
voda (9:1:5:5) pro vzorky uvedené v tab. 5 (metharé extrakty)

Hodnoty R¢
Vzorky
I I 1 v \% VI VII V111

S3 0,30 0,47 0,70

S4 0,16 0,30 0,40 0,47 0,67 0,9

1c 0,29 0,46 0,68 0,93 0,98
1d 0,29 0,47 0,58 0,67 0,91

2c 0,28 0,45 0,66
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Vzorky I I 1] v Vv Vi Vi V111
2d 0,30 0,40 0,45 0,65 0,91 0,9¢
3d 0,29 0,45 0,65 0,91 0,96
4c 0,29 0,45 0,66
4d 0,15 0,29 0,45 0,65 0,93 0,96

Pri déleni terpeid ve vyvijeci soustavtoluen : ethylacetat : methanol : voda (9:1:5:5) m

Zeme pozorovat, Ze vice frakci se rdid v extraktech v methanolu (viz.tab.22)ii Trak-

ce se rozdlily ve vSech vzorcich, a to frakce 1(R,33 = 0,01), frakce Il (R0,47 £0,01) a
frakce lll (R 0,69 = 0,02) u vzork extrahovanych v ethanolu a frakce Ik (29 = 0,01),
frakce IV (R 0,46 £ 0,01) a frakce VI (R 0,67 = 0,02) u vzork extrahovanych

v methanolu.V literatte nebyly uvadény u vyvijecich soustav hodnoty; Bro jednotlivé

terpeny, proto nebylmozné rozdlené frakce identifikovat. Lze soudit, Ze me&nito

ttemi frakcemi by se mohl vyskytovat terpen hlivyiidsie, pleuran.

Tab. 23 Ziskané #hodnoty i déleni terpefi v soustaw toluen : methanol : voda (10:5:5)

pro vzorky uvedené v tab. 4 (ethanolové extrakty)

Hodnoty R¢
Vzorky
I Il 1l v \% Vi
S1 0,21 0,63
S2 0,22 0,29 0,37 0,61 0,88 0,91
la 0,18 0,35 0,59 0,91 0,91
1b 0,18 0,25 0,35 0,57 0,88 0,90
2a 0,57 0,90
2b 0,15 0,35 0,57 0,88
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Vzorky I 1 v \% VI
3a 0,35 0,55 0,90
3b 0,15 0,35 0,56 0,90
4a 0,15 0,35 0,56 0,9
4b 0,15 0,36 0,55 0,91 0,90

Tab. 24 Ziskané #hodnoty i déleni terpefi v soustaw toluen : methanol : voda (10:5:5)

pro vzorky uvedené v tab. 5 (methanolové extrakty)

Hodnoty R¢
Vzorky
I Il 1 v \% VI VII VI

S3 0,13 0,33 0,54

S4 0,08 0,12 0,13 0,27 0,33 0,53

1c 0,13 0,32 0,53

1d 0,14 0,34 0,43 0,54 0,88
2c 0,32 0,53

2d 0,14 0,33 0,53 0,91
3c 0,32 0,53

3d 0,14 0,32 0,53 0,90
4c 0,32 0,54

4d 0,14 0,32 0,53

Pti déleni terpei ve vyvijeci soustavtoluen : methanol : voda (10:5:5) se ve vSech-vzo
cich rozdlila pouze frakce s hodnotou ¢ R,55 + 0,03. Ve vSech methanolovych extrak-
tech (tab.24) se ro#lila jeS& frakce V s hodnotou {R0,32 = 0,01.
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Z terperi byly detekovany 2 slozky, které nabyvaly podobniokdnot R v soustavach IV
a 'V (viz.tab.10).V soustaviV m¢ly Ry 0,33 £ 0,01 a R0,47 + 0,01 a v soustaw mely
R: 0,32 £ 0,01.a R0,55 + 0,03. Pravgpodobré by se mohlo jednat o stejné latky, které

mohly v tiznych soustavach nabyvat jinych hodnet R

8.5.3 Denzitometrické vyhodnoceni

Detekce byl provedena pomoci denzitometru CAMAG TECANNER Il (Svycarsko).
Pro denzitometrické hodnoceni byly pouzity chrorgeamy na tenkeé vrsévs rozalenymi
sacharidy a terpeny. Denzitometr vyhodnotil chrtmgeamy i vinové délce 366 nm.
Denzitometrické zaznamy vzarksou uvedeny vifloze P Ill. U danych chromatogram
nedokazal senzitometr zaznamenat vSechny skistiy(v idealnim pipads jsou piky sou-
meérné zvonovité), coz vystluje spoustu malych pikv grafickych zaznamech (vizfifo-
které mohly branit dokonalému rageni sloZzek (naip bilkoviny). U wtSiny grafi nedoka-
zal denzitometr vyhodnotit celou plochu fjkcoz st¢Zzovalo uteni gesného mnozstvi
slozky ve smisi. MiaZzeme proto jen hribodhadnout, v jakém mnozZstvi se dana slozka ve
smeési vyskytovala. Grafické zaznamy také nebylo mogoeaZzovat za Uplné, jelikoz vy-
hodnoceni prahlo pouze f vinové délce 366 nm. Pod laboratorni UV lampoly bgtiz
viditelné i dalSi skvrny i vinové délce 254 nm. Z vizualniho hodnoceni afatograni
UV lampou bylo patrné, Ze extrakty, které bylyfigené extraéni metodou dle Soxhleta,
obsahovaly latky ve vysSich koncentracich nez kitrporfizené extrakci i laboratorni

teplot.

Denzitometrické vyhodnoceni se nejlépe &iilo u rozclenych terpefi v soustav to-
luen:ethylacetat:methanol:voda (9:1.5:5), a to pouz/zorki 1b a 1d ( viz. filoha PIII).

U ostatnich vzork se tato detekceiS neos¥édcila. S nejétSi pravépodobnosti to moh-
lo byt zpisobeno tim, Ze se jednotlivé slozky dostateneoddlily a mezi nimi byly jest
rozmyté latky, které mohly brénit vytieni ¢itelného grafického zdznamu. Pro ilustraci je

vyhodnoceni chromatogranvzorkia 1b a 1d uvedeno v tabulce 25 a 26.
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Tab. 25 Procentualni mnozstvi rélhych frakci vzorku 1b poéteni terpei v soustaw

toluen:ethylacetat:methanol:voda @3).

Slozka s R 0,47 0,67 0,82 0,95

Obsah slozky
36,6 22,7 10,3 8,7
[%]

Tab. 26 Procentualni mnozstvi rélhych frakci vzorku 1d poéteni terpei v soustay

toluen:ethylacetat:methanol:voda @3).

Slozka s R 0,47 0,67 0,91

Obsah slozky
33,6 29,9 22,9
[%]
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ZAVER
Tato diplomova prace byla z&hena na analyzu vybranych obsahovych latek houlyy hli

usticné Pleurotus ostreatyspouzitim chromatografickych metod a metod vhodinyc

k provozni kontrole §i pramyslovém zpracovani.

Diplomova prace byla roZtena nacast teoretickou aast praktickou. Teoretick&st byla
zametena na botanickou a chemickou charakteristiku hoDiiyaz byl kladen fedevsim
na dilezité obsahové latky, které houba obsahuje.c@agast byla ¥novana fisobeni

hlivy Usti¢né a jejich biologicky aktivnich latek na organisnu

Praktickacast zahrnujeighled vzork a metod, které byly pouzity k analyze vytipovanych

latek hlivy Usticné Pleurotus ostreatys Déle obsahuje vysledky a diskuzi.

K analyze byly vybranytyti vzorky. Vzorky 1 a 2 byly zakoupeny jiz suSenpgra tely
experimentu byly dosuSenyifp0°C. Vzorky 3 a 4 byly zakoupenyerstvém stavu a usu-

Seny i 50°C do konstantniho ubytku. &chto vzorki (3,4) byla stanovena suSina.

U vSech uvedenych vzarkbyl stanoven obsah neutréldetergentni vlakniny (NDF) a
obsah aminokyselin. Poté byly &hto vzorki pripraveny ethanolové a methanolové ex-

trakty, které byly pouzity pro chromatografii papiou a na tenké vrshsilikagelu.

Nejvyssi pimérny obsah NDF byl nalezen u vzorku 4, a to 39,2 %2 (3,5 % v susih

vzorku 4).

Obsah aminokyselin byl zji&t medovou kapalinové iontovgmné chromatografie. Nejvi-
ce aminokyselin bylo pozorovano u vzorku 3, kde¢sbwSech nalezenych aminokyselin
byl 235,67 g.kd. Ve v&ech vzorcich byly nejvice zastoupeny kysetjlutamova a kyseli-
na asparagova, které nejspiSe v plodnicidobi jako intenzifikatory houbového aroma. Z
plosnych chromatografickych metod se nejlépecdsia chromatografie na tenké vrgtv
silikagelu, pomoci niz se padla d¢lit sacharidy a terpeny.iPchromatografii na pajg se
latky nepodélo Uspesre rozcklit. Jako standard byly pouzity tablety Beta glucax firmy
Natures s.r.0., které vSak zcela nevyhovovaly. Dafmvala bych tedy pracovat
s vhodrjSimi standardy latek specifickych pro hlivuitisstou Pleurotus ostreatys Roz-
délené latky nebylo mozné identifikovat avbdu nedostupnosti tabelovanych hodnet R

pro soustavy, se kterymi bylo pracovano.
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Pouzité metody byly nenahoé na nakladna provozni a technické vybaveni. BtaildjSi
studium navrhuji pouzit vhodj$i standardy a pouzit instrumentélnich technikakapvé
chromatografie (HPLC), plynové chromatografie s hmetni spektrometrii (GC/MS) ne-

bo nuklearni magnetické resonance (NMR).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
HDL  Hight-density lipoprotein

LDL  Low-density lipoprotein

PC Papirova chromatografie

TLC  Tenkovrstva chromatografie

NDF  Neutralg detregentni viaknina

NDC  Neutral detergentnéinidlo

AAA  Automaticky analyzator aminokyselin
R Retardani faktor

uv Ultrafialove z&eni

HA Pleuran

DB Stupa vétveni

HPLC Kapalinova chromatografie

GC Plynové chromatografie
MS Hmotnostni spektrometrie
S Obsah susiny

V Obsah vody

X Aritmeticky pramer

X Smerodatna odchylka
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