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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zam¢tuje na optimalizaci kultivace houby kordlovce jezatého na obilnych
a pseudoobilnych substratech s cilem stanoveni nutricnich parametrti, antioxida¢ni kapacity
a celkové biologické aktivity. Jako vhodné substraty byly zvoleny amarant, jecné kroupy,
kukufi¢na krupice, pohanka, bild a ¢ervend quinoa a pSenicné otruby.

Teoreticka Cast této prace byla zaméfena na popis vzacné houby, a piedevSim jejich
bioaktivnich sekundarnich metabolith. Byly také charakterizovany podminky kultivace a
predstaveny substraty pouzité v experimentalni casti.

Experimentalné¢ byla urCena metoda kultivace, ktera méla nejvétsi vytéznost mycelia
kordlovce jezatého. Jako nejefektivnéjsi byla vyhodnocena metoda, ktera k zaoCkovani
vyuzivala pevné mycelium, a byla proto pouzita ke kultivaci mycelia na vSech vybranych
obilnindch a pseudoobilnindch. Analyzované nutriéni parametry byly nejprve pomoci
vhodnych analytickych metod stanoveny v samotnych substratech a nasledné v substratech
obohacenych o mycelium kordlovce jezatého. Stejn¢ tak byly stanoveny biologicky aktivni
latky a antioxida¢ni kapacita. Vyhodnocenim vysledkli byla umoZnéna charakterizace
obohacenych substratd a z ni plynouci doporuéeni pro uplatnéni koralovce jezatého v oblasti

VYZivy.

KLICOVA SLOVA

Hericium erinaceus, koralovec jezaty, amarant, pSeni¢né otruby, jecné kroupy, quinoa,
kukufi¢na krupice, pohanka, bioaktivni slouc¢eniny



ABSTRACT

The bachelor thesis focuses on the optimization of the cultivation of the lion's mane mushroom
on cereal and pseudocereal substrates with the aim of determining nutritional parameters,
antioxidant capacity and overall biological activity. Amaranth, barley groats, maize flour,
buckwheat, white and red quinoa and wheat bran were chosen as suitable substrates.

The theoretical part of this work focused on the description of the rare fungus and especially
its bioactive secondary metabolites. The cultivation conditions were also characterized
and the substrates used in the experimental part were introduced.

Experimentally, the cultivation method with the highest mycelial yield of the lion's mane
mushroom was determined. The method that utilized solid mycelium for inoculation was
evaluated as the most effective. It was therefore used to culture mycelia on all selected cereals
and pseudocereals. The analyzed nutritional parameters were first determined in the substrates
themselves and then in substrates enriched with lion's mane mushroom using suitable analytical
methods. Similarly, biologically active substances and antioxidant capacity were also
determined. The evaluation of the results allowed the characterisation of the enriched substrates
and the resulting recommendations for the application of the lion's mane mushroom in the field
of nutrition.

KEY WORDS

Hericium erinaceus, lion's mane mushroom, amaranth, wheat bran, barley groats, quinoa, maize
flour, buckwheat, bioactive compounds
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1 UVOD

Houby se po staleti vyuzivaji jako cenéné potraviny. Tradi¢n€ se pouzivaji také v medicing,
napfiklad tradi¢ni ¢inska medicina mé dlouhou tradici vyuzivani 1écivych hub. V soucasné dobé
ale prozivaji houby jakési znovuobjeveni, protoze spolecnost teprve nyni zpozorovala ohromny
potencial pro farmaceuticky a potravinaisky primysl, ktery houby diky svym bioaktivnim
slozkam ptedstavuji.

Ptikladem takové houby je Hericium erinaceus neboli koralovec jezaty, ktery je siln¢
biologicky aktivni. Obsahuje velké mnozstvi predevsim [-glukanovych polysacharidi,
terpenoidl, zejména erinacinl, mezi kterymi je nejznaméjsi erinacin A, ale i dalSich
sekundarnich metabolitli. Diky tomu disponuje koralovec blahoddrnymi uc¢inky na lidské
zdravi. Jmenovit¢ vykazuje antioxidacni, protirakovinnou, neuroprotektivni nebo
imunomodulacni aktivitu. Neni tedy divu, Ze se velké mnoZzstvi studii vénuje prozkoumdani
moznosti uplatnéni kordlovce jezatého jako zdroje potravin a 1¢kti. V potravinarském primyslu
se jednd zejména o fortifikaci potravin nebo dopliky stravy, které funguji jako ndstroj
pro zlepSeni vyzivového stavu populace.

Cereadlie a cerealni vyrobky patii k nejvice konzumovanym potravindm. Obiloviny se fadi
mezi zékladni potraviny, a pfedevsim pro rozvojové zemée slouzi jako zasadni zdroj zivin. Mimo
makroZiviny se jednd i o mnozstvi diilezitych mikrozivin jako je hoi¢ik, zinek nebo vitamin E.
Aby se zlepsily nutri¢ni vlastnosti obilovin, byvaji produkty z nich obohacovany.

Trendem ve spolecnosti se v poslednich nékolika letech staly pseudoceredlie, které maji
vysokou nutriéni hodnotu a od cerealii se liSi absenci lepku. NejvyznamnéjSimi
pseudocerealiemi jsou v soucasnosti amarant, pohanka a quinoa.

Tato prace se zabyva zvySenim nutri¢nich a antioxida¢nich hodnot cerealii 1 pseudocerealii
a jejich obohacenim o dtlezité bioaktivni latky pomoci mycelia kordlovce jeZatého. Srovnava
metody kultivace, a predevsim rizné obilné a pseudoobilné substraty. Vyuziva potom vhodnych
analytickych metod pro vyhodnoceni, zda bylo obohaceni a zvySeni nutri¢ni kapacity substratt
uspésné. V zavéru prace byla provedena charakterizace produktii a doporucena aplikace
v oblasti vyZzivy.



2 TEORIE

2.1 Koralovec jezaty

Houby odjakziva slouzily jako kvalitni zdroj Zivin v potravé. Ani v dneSni dob¢ tomu neni
jinak. Pfesto my, lidé, teprve zaindme objevovat plny potencial hub, ktery spociva v jejich
neobvykle vysokém obsahu bioaktivnich latek. Zainym piikladem takové houby je kordlovec
jezaty. Jeho biologicky aktivni sekundarni metabolity maji moznost pozitivné ptisobit
pfi onemocnénich jako je rakovina, deprese, cukrovka, Alzheimerova choroba nebo jinych
neurodegenerativnich onemocnéni. Koralovec jezaty se jiz v soucasnosti ziidka uplatiiuje
v potravinaiském primyslu, primarné ve forme¢ tablet jako dopln€k stravy, a mizeme jenom
predpokladat, Ze jeho role v potravinaistvi bude ¢im dal dominantnéjsi. Zajimavé pfitom muize
byt i vyuziti zeméde€lskych odpadu pro jeho kultivaci [1].

Korédlovec jezaty byva povazovan za slabého parazita, ptfipadné saprotrofni houbu.
V soucasné dobé je taxonomicky ftazen takto: Hericiaceae, Russulales, Incertae sedis,
Agaricomycetes, Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi [1].

Zralou plodnici H. erinaceus neboli korélovce jezatého jednoznacné poznadme podle velkého
mnozstvi jednotlivych, podlouhlych, visacich trnti bélavé barvy, které stafim postupné prechazi
v barvu nazloutlou az nahnédlou. K této barevné zméné dochazi oxidaci na vzduchu. Trny
vyrustaji z pevného kofene a v nejmlad$im stddiu dosahuji délky 1 cm nebo i kratsi), s vékem

se vSak prodluzuji a nabyvaji délky az 4 cm [1][2].
' 5ot A ... Snied *, -

Obrazek 1 — Plodnice koralovce jezatého. Na obrdzku a (vlevo) roste plodnice na mrtvém kmeni stromu, zatimco

na obrazku b (vpravo) roste plodnice na zivem dreve. Obé fotografie byly porizeny v Néemecku. [1]

2.1.1 Historie a nazev houby

Koralovec jezaty se historicky objevuje v tradicni ¢inské 1 japonské medicing, kde byl hojné
vyuzivan pro své, jiz tehdy znadmé, léCivé ulinky. Poprvé byl ale popsén v Severni
Americe [2][3].

Doslovny pieklad latinského erinaceus znamena ,, jezek™. Toho vizudlné¢ houba svym
rozCepyienym tvarem piipomind. Hericium erinaceus, tedy koralovec jezaty ovSem v riznych
koutech svéta dostal rozli¢na, Casto zdbavnd pojmenovani, ktera povetSinou souvisi praveé



s napadnym tvarem. Naptiklad v Japonsku je oznaCovan za , Yamabushitake™ tedy
za ,horského knéze®, v Cind se mu prezdiva ,, J&EBHE“ (Houtou), coz mizeme volné pielozit
jako ,,opici hlava®. Daéle jsou pouzivany ndzvy jako ,,.Lvi hiiva®, ,,Vousy starého muze* nebo
,,Bily vous“ [1][2].

2.1.2  Vyskyt

Korélovec jezaty se volné v pfirod¢ vyskytuje nejhojnéji v evropskych zemich a na izemi
jiznich stati Ameriky. Druh byl také zaznamenéan v Australii. Pfekvapivé neexistuje zaznam
ojeho vyskytu v Asii, kde je ovSem rozSifené jeho péstovani. V Africe se ziejmé
Hericium nevyskytuje [1].

V ptirod¢€ se nachazi na mrtvém dieve, pripadné v prasklinach nebo sucich zivych tvrdych
listnatych stromi. V klimatickych podminkach Spojeného kralovstvi je k nalezeni od zafi
do prosince. H. erinaceus byl v roce 2003 zafazen na cerveny seznam ve 13 evropskych
zemich, protoze jeho pfirozena stanovisté postupné zacinaji mizet [1][2][4].

2.1.3 Chemické slozeni

Latka, ktera pfedstavuje nejvetsi podil v télech hub, je voda. Zbytek je tvofen suSinou. Houby
obecné obsahuji velké mnozstvi bilkovin, mineralnich latek i vlakniny. Naopak obsah tukii nebo
sacharidd byva nizsi [5].

Mimo zakladni specifické latky obsahuji houby i celou fadu latek se specifickymi ucinky,
zpravidla se jednd o sekundarni metabolity. Koralovec jezaty je pravé na tyto bioaktivni
metabolity velmi bohaty a podrobnéji budou popsany v kapitole 2.3 [5].

Plodnice

Plodnice koralovce jezatého maji relativné vysoky obsah bilkovin v susiné€ (okolo 31,7 % hm.)
i celkového cukru (61,3 % hm. az 77,5 % hm.). Vyznamné jsou sacharidy, které stabilizuji
bunénou membranu a zarovei slouzi jako stavebni jednotka pro buné€nou sténu. Jsou v houbé
zastoupeny piedev§im jako jednoduché cukry (trehaldza, glukéza). Jiz bylo zminéno,
ze koralovec obsahuje celou fadu biologicky aktivnich latek. V plodnicich se jednd zejména
o nizkomolekularni fenolické latky, mastné kyseliny a herincenony, ale pro sviy bioaktivni
potencial jsou zkoumany 1 polysacharidy. Zajimavé jsou predevsim polysacharidy rozpustné
ve vod¢, naptiklad rizné druhy erinacinti nebo glukanti [1] [5] [6].

Je ptitomno také velké mnozstvi minerdlnich latek. Jmenovité se jedna o draslik, sodik,
fosfor, germanium, selen, zinek nebo zelezo. [5]

Mpycelium

Mycelium koralovce jezatého obsahuje diterpeny zvané erinaciny. Zakladni nutriéni udaje
tykajici se pouze mycelia nejsou v souc¢asné dob¢ dostate¢né prozkoumany [6].

10



2.2 Kultivace a zpracovani

Jiz bylo zminéno, Ze se kordlovec jezaty piirozen¢ vyskytuje v podminkadch mirného pasu
a chladngjsi klima jasné preferuje. Jeho kultivace ale v soucasné dob¢ probiha i v podminkach
tropickych, tedy za vysoké teploty a vlhkosti (napt. Malajsie) [3].

Na rast mycelia koralovce jezatého ma vliv zdroj dusiku v kultivatnim médiu, pomér uhliku
k dusiku (C/N) i teplota. Zanedbatelna rozhodné neni ani hodnota pH, ktera mize ovlivnit
napfiklad produkci sekundarnich metaboliti (napf. erinacinu A) v biomase. Zasadni
je rozhodné volba substratu pro kultivaci. Casto se vyuziva lahvi nebo propylenovych sacki
se syntetickym substratem (napf. z lignocelulozovych materidl), ale také péstovani
na dlouhych $palcich [5] [7].

Byl provadén vyzkum, ktery mél za cil ukazat, jestli maji klimatické podminky v rtiznych
podnebnych pasech zasadni vliv na bioaktivitu kordlovce jezatého. V tomto piipadé byla
kultura korélovce jezatého péstovana nejdiiv na bramborovo - dextré6zovém agaru (PDA)
po dobu 8 dni pii teploté 26 °C. Po inkubaci bylo mycelium homogenizovano a pouzito
k submerzni kultivaci na médiu DPY po dobu 10 dnt pfi stejné teploté. Vysledek této studie
prokazuje, ze tropické kultivaéni podminky nemaji negativni vliv na bioaktivni vlastnosti
koralovce jezatého. Naopak zpracovani houby je pro jeji bioaktivitu klicové [3].

Moznosti kultivace koralovce jezatého se zdaji byt v neustalém vyvoji. Existuje nespocet
popsanych metod, které byly pouzity k jeho kultivaci. Nékteré z nich se zamétuji na samotny
vynos biomasy, nékteré z nich maji za cil zvysit obsah zadanych sekundarnich metabolitt
v myceliu houby a nékteré se zaméiuji na pouziti vedlejSich primyslovych produktti nebo
odpadii jako substratl prave pro kultivaci koralovce jezatého [3] [5] [7].

2.2.1 Podminky kultivace

Pro GspéSnou kultivaci kordlovce jezatého je tfeba zajistit pomérné konkrétni vnéjsi podminky.
Teplota, vlhkost 1 doba kultivace zasadné ovliviiuji jeji vytéznost. Pro kazdou kultivacni metodu
se pfitom tyto podminky rtzni [8][9].

V praxi, pii pé€stovani za cilem zisku plodnic, se vyuziva jak extenzivnich, tak intenzivnich
metod kultivace. [8] Prvni, extenzivni metoda, obnasi péstovani plodnic na kmenech nebo
parezech stromd, které jsou po zaockovani mycelidlni kulturou umistény do zafizeni, kde je
udrZzovana vysoka vlhkost. Dal§i podminky rlstu nejsou ovliviiovany nebo kontrolovany.
Plodnice jsou, za téchto pfirozenych podminek, v Casovém rozsahu mezi nékolika mésici
az jednim rokem. Metoda je tedy Casové narocnd, ale nevyZzaduje investice do specialniho
vybaveni [11].

Metodou podstatné vynosnéjsi je intenzivni metoda kultivace, ktera se obvykle provadi
v lahvich nebo saccich, pfipadné ve vétsich pytlech. Nadoby, ve kterych péstovani probiha,
musi byt vyrobeny z materidlu, jenZ je mozZné sterilizovat za zvySené teploty. Vyuziva se proto
polypropylen. Lahve a sacky musi byt také opatieny filtrem, aby byla zajisténa vymeéna plyni
pro dychani mycelia a zarovenl aby bylo zabranéno vniknuti nezddoucich mikroorganismi.
Pti pouziti lahvi byvaji narostlé plodnice vEtsi nez pii pouziti sacki, ale péstovani v saccich
je jednodusi a mén¢ financné nakladné [8][11].
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V nasledujicich odstavcich budou pro ukdzku popsany dva mozné zpusoby laboratorni
kultivace za rozli¢nych podminek.

Pii prvni metod€ kultivace ve studii tymu Phan a kolektiv bylo vyuzito pytlovéani
do polypropylenovych pytla. Kultura mycelia kordlovce jezatého byla pfi teploté 4-8 °C
udrzovana na bramborovém dextr6zovém agaru. Jako substrat byly pfi této studii pouzity
kaucukové dievéné piliny a ryzové otruby. Substrat byl také obohacen hnojivem ve formé
uhli¢itanu vépenatého. K naockovani kultury do substratu doslo pii vlhkosti 6 %. Kultivace
dale probihala pfti teploté 27-34 °C a vlhkosti 80-90 %. Mezi 50. a 60. dnem kultivace doslo
k plné kolonizaci v pytlich. Plodnice se zacaly objevovat zhruba 100 az 120 dni po zaockovani.
Doslo tedy k otevieni polypropylenovych pytli a zhruba 20 dni po otevieni ke sklizni
vzrostlych plodnic. Z kazdého pytle, ktery obsahoval 1 kg substratu, bylo po proplachovani
ziskano az 350 g plodnic koralovce jezatého [8].

Druha metoda tymu Atila a kolektiv byla pouzita pro studii n€kolika typi zeméd¢€lskych
a lesnickych odpadil jako substratu. Jednalo se o pSeni¢nou slamu, slamu z vikve obecné,
fazolovou slamu a svétlicovy odpad. Tyto substraty byly nasekany na kousky o délce 2-3 cm
a ponofeny do vody na 24 hodin. Po skonceni byla ze substrati odstranéna nadbytec¢na
vlhkost [9].

Ke kultivaci byly i v tomto ptipadé pouzity polypropylenové sacky, které¢ byly vzdy
naplnény 1 kg substratu. Takto pfipravené sacky sterilizovany v autoklavu vlhkym teplym
vzduchem za zvysSené¢ho tlaku pfi teploté 121 °C po dobu 90 minut. V momenté, kdy teplota
substratu klesla na 25 °C, doslo k ockovani kulturou kordlovce jezatého. Podminky kultivace
odpovidaly teploté asi 24 °C a vlhkost vzduchu se pohybovala okolo 85 %. V momentég, kdy
doslo k dokonceni ristu mycelia, byla teplota snizena asi o 6 °C a vlhkost nepatrné zvysena asi
0 5 %. Zaroven bylo zajisténo osvétleni mycelii, které trvalo vzdy 8 hodin kazdy den [9].

Tyto dvé metody maji za Gc¢el naznacit mozné nastaveni teploty, vlhkosti a doby kultivace
v laboratornich podminkach. O konkrétnich podminkéch kazdé jednotlivé kultivace potom ale
rozhoduji faktory jako typ zvolené¢ho substratu nebo cil, sjakym je koralovec jezaty
kultivovan [8][9].

2.2.2 Vhodné substraty pro kultivaci

Substrat pro kultivaci hub mtize byt obecné definovan jako druh celulosového materialu, ktery
podporuje rist a vyvoj plodnice houby [12].

Jako substrat pro kultivaci kordlovce jezatého je mozné pouzit ¢etnou a riznorodou skupinu
materiald, které byly pro n¢j vyhodnoceny jako vhodné kultivacni prostiedi. O typu substratu
Casto rozhoduje cenové a geograficka dostupnost materialu.

V ptipad€ vyuziti klad dfevin je vhodné tvrdé dievo listnatych stromi jako dub, olSe, akat
nebo topol. [12] Daji se také vyuzit kmeny jehlicnani, i kdyZ tato praxe je méné casta [9][10].

Vedle kment se jako vhodny substrat nabizi i rizné druhy slamy a piipadné€ i zemeédélského
odpadu. Ve studii Atila a kolektiv bylo porovnano 6 moznych substrati: pSenicna slama,
slama vikve obecné , fazolova slama, svétlicovy odpad, dubové a topolové piliny. Pro urceni
vytéznosti byly porovnavany doby mezi ockovanim kultury a plnou kolonizaci substratu
myceliem, doby nutné pro vytvoreni zarodkit mladych plodnic a doby prvni sklizn€. Inkuba¢ni
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doby vétSiny substrati byly témét identické. Pouze v ptipad¢ pilin (dubovych i topolovych)
dochazelo k ristu mycelia pomaleji. Znacné rozdily mezi pouzitymi substraty ukazuje celkovy
vynos hmotnosti ¢erstvych hub sklizenych za 60 dni vztazenych na jednotku vlhké hmotnosti
substratu. Pilinové substraty byly zdaleka nejvykonnéjsi. S tim souvisi, ze na pilinovych
substratech byla také nejvyssi primérna hmotnost jednotlivych sklizenych plodnic [9].

Byla ovSem prokazéna schopnost ristu koralovce jezat¢ho na vSech zkoumanych
substratech, a to v rdmci 60 dnii. Diky tomu by koralovec jezaty mohl byt vyuzit pti utilizaci
lesnickych a zemédélskych odpadi [9].

Jako substrat pro submerzni kultivaci je také mozné vyuzit pSeni¢né otruby a pivovarské
mlato. Oba tyto materidly jsou vedlejSimi primyslovymi produkty. Produkce biomasy
je pii pouziti jak pSeni¢nych otrub, tak pivovarského mlata jako substratu spisSe pomala
ve srovnani s optimalizovanym kultivaénim médiem [14].

Slozkami optimalniho kultivacniho substratu, ktery umoziiuje zvySenou produkci biomasy,
mohou byt napiiklad ovesné vlocky, uhli¢itan vipenaty a Edamin ® K [7].

Nesmi byt opomenuto, Ze po produkci koralovce, a hub obecné, zistava velké mnozstvi jiz
pouzitého substratu, ktery mize byt kontaminantem Zivotniho prostiedi [15][16].

r wr

2.2.3 Substraty vybrané k experimentalni ¢asti

Aby mohl byt substrat ispésné pouzit ke kultivaci musi spliovat n¢kolik zakladnich kritérii.
V zésad¢ jde o pfitomnost spravného poméru celuldzy a ligninu, z nichz jsou pomoci enzymu
hydrolyzou uvoliiovany nizkomolekularni ziviny [17]. V nasledujicich odstavcich budou
struéné popsany ty substraty, které byly pouZity v experimentalni ¢asti této prace.

Obecné se jednd o ceredlie a pseudoceredlie. Tyto obiloviny jsou dileZitym zdrojem
makrozivin a ¢asto sami obsahuji latky biologicky aktivni. Pseudocerealie jsou semena rostlin,
které se nefadi mezi travy. Na rozdil od vétSiny obilnin ale pfirozené neobsahuji lepek.
Hospodaiské a gastronomické vyuZiti obilnin a pseudoobilnin, stejné jako jejich zpracovani,
je ale prakticky totozné [18][19].

JeCmen

Je€men, rostlina rodu Hordeum, v experimentalni ¢asti pouzit ve formeé jecnych krup, je jednou
ze zékladnich potravinaiskych obilovin. Zrno obsahuje velké mnoZstvi bilkovin a celou fadu
aminokyselin [20][21]. JeCmen obsahuje také vysoké mnozstvi sacharidii. M4 nejvyssi obsah
neskrobovych polysacharidii ze vSech obilnin. Mezi né patii pentozany, B-glukany a pektiny,
ale také celuloza a hemiceluloza. Celkovy obsah vlakniny, kterd se sklada z neskrobovych
polysacharidi a ligninu, je tedy také znaéné vysoky [22].

Zastoupena je také cela fada mineralnich latek (napt. vapnik, draslik) a vitaminy, pfedev§im

ze skupiny B nebo vitamin E [21].

Quinoa

Jednd se o jednoletou dvoudéloZznou a samosprasnou rostlinu, jez se fadi do celedi
Chenopodiaceae. Z nutri¢niho hlediska je bohata na vlakninu, bilkoviny, mineraly (vépnik,
zelezo), mastné kyseliny a komplexy vitamind B. Z bioaktivnich sloucenin jsou v ni vyznamné
napi. polyfenoly nebo flavonoidy [19][23]. V zavislosti na odriidé méni zrna quinoy barvu
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z bilé az svétle hnédé na Cervenou az Cernou, pricemz rozdily v obsahu Zivin mezi jednotlivymi
odridami jsou znacné [23][24].

Semena quinoy maji nejvyssi biologickou hodnotu ze vSech obilnych zrn [19].
Pohanka
Jedna se o rostlinu z Celedi Polygonaceae, jejiz zrna obsahuji vyzivové hodnotné bilkoviny
s vyvazenym slozenim aminokyselin i sacharidy. Obsah vlakniny v zrnu je také relativné
vysoky stejné jako obsah vitamini Bi, B> a Be¢. Pohanka je také, ve srovnani s jinymi
obilovinami, dobrym zdrojem antioxidanti. Nevyhodou pohankovych zrn je jejich slozita
stravitelnost, ktera brani plnému vyuziti jejich nutrientt [18][19].

Kukuiice

Kukuftice, Zea mays, v experimentalni ¢asti pouzita ve formé¢ kukuiicné krupice, je predni
svétovou obilninou. Zrna kukufice se skladaji ze Skrobu, neskrobovych polysacharidd, bilkovin
a lipida [25][26]. V porovnani s ostatnimi obilninami ma vysoky obsah tuki. Co se vitaminil
tyCe, obsahuje kukufice zejména vitdminy B-komplexu. Konkrétné€ se jedné o vitaminy B, Bo,
B3, Bs a B¢ Kukufice miize byt také zdrojem vitamini C a E nebo nékterych zakladnich
minerala [27][28].

PSenicné otruby

PSeni¢né otruby jsou vedlejSim mlynskym produktem pii mleti mouky ze zrn rostliny rodu
Triticum. Jsou tedy tvofeny semennymi obaly, kli¢ky a slupkami zrna. Jsou vybornym zdrojem
vlakniny, vitamini skupiny B, minerdlli i rGznych bioaktivnich slouenin, a to zejména
antioxidantl. Vldknina je v pSeni¢nych otrubach tvorena hlavné celul6zou [29][30].

Amarant

Rostlina z ¢eledé¢ Amaranthaceae je také nutricné vyznamnou plodinou, jelikoZz obsahuje
vysoké mnozstvi nejen vysoce kvalitnich bilkovin a sacharidi, ale i tukil, nenasycenych oleji,
vlakniny a jinych mikroZivin. Mezi ty patii fenolické slouceniny, tokoferoly, skvalen, vitaminy
Bs a C nebo riizné minerdlni latky, jmenovité vapnik, fosfor, Zelezo, hot¢ik nebo draslik.
Amarant ma také vysoky obsah antioxidanta [19][31][32][33].

2.2.4 Koji fermentace

Koji fermentace je biotechnologicky proces, ktery vychazi z tradi¢nich japonskych procesii
fermentace. Vyuzivéa se pii ném predev§im mikrobidlniho kmene Aspergillus, ale lze vyuzit
irodl Rhizopus, Mucor, Penicillium nebo jinych. Kazdy typ Koji pfitom vyuZziva vlastni
mikrobidlni floru [34]. Proces fermentace je zahajen naoCkovanim spor vlaknitych hub
na rustovy substrat. Poté fermentace probiha po dobu asi 48 hodin pii teplote¢ 30 °C. Béhem
substraty na jednodussi latky [35][36].

Historicky se jednalo pfedevsim o fermentaci sdjovych bobtl, zrn nebo jejich smési a jedna
se zaroven o prvni stupen fermentace pti vyrobé Miso [34][35].

Koji fermentace se uplatiiuje 1 v modernich primyslovych aplikacich, kde se pfevazné
vyuziva Cistych kultur hub a plné automatizovanych pfistroji. Je tak zajiSténa kvalita
a bezpecnost procesu. Pro tuto préci je koji fermentace diilezitd proto, Ze zvolené podminky
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kultivace koralovce jezatého jsou inspirované pravé podminkdm koji fermentace. Piicemz
vyuzity mikrobialni kmen bude praveé koralovec jezaty [34].

2.3 Koralovec jezaty jako producent bioaktivnich metabolita

Houby obecné byly historicky uziteCnou potravinou, ktera se tradicné pouzivala
1 k medicinskym tc¢elim. Piikladem muze byt tradi¢ni ¢inska i japonska medicina. Pfesto 1ze
tvrdit, Zze v soucasné dob¢ prozivaji houby sviyj ,,boom*. Védci po celém svéte se blize zajimaji
0 moznosti, které nabizeji bioaktivni slozky hub. Jsou prokazovany tc¢inné 1é¢ivé vlastnosti
houbovych metabolitil. Jedine¢na je také jejich Casta absence toxicity nebo vedlejSich ucinkii.
Zarnym prikladem takové houby, kterd nabizi prekvapivé mnozstvi bioaktivnich latek a s nimi
velké mnozstvi moznosti pii vyuziti nejen v 1€kaftstvi, je praveé koralovec jezaty [2]
Bioaktivni latky v koralovci jezatém se daji vesmés rozdélit do dvou skupin:

¢ slouceniny s vysokou molekulovou hmotnosti (napft. polysacharidy)
¢ slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti (napft. terpenoidy) [2]

2.3.1 Slouceniny s vysokou molekulovou hmotnosti

Zastupci této skupiny jsou polysacharidy. Jsou k nalezeni v hojném mnozZstvi v bunéénych
sténach houby a obecné v plodnicich i myceliu. Z koralovce jezatého bylo izolovano mnozstvi
ruznych polysacharidi s protinddorovymi, ale i imunomodula¢nimi, neuroprotektivnimi,
antioxida¢nimi nebo antihyperglykemickymi ucinky [1][2].

Polysacharidy

Udava se, ze kazdych 100 g suSené houby obsahuje pfiblizné 61,3—77,5 g celkovych sacharidi.
Polysacharidy hraji extrémné dileZitou roli v biologické aktivit¢ kordlovce jeZatého.
K nalezeni jsou pfedevs§im v plodnicich. V myceliu houby je jejich celkovy obsah vyrazné
niz§i. Pfednimi zastupci polysacharidi jsou p-glukany, o-glukany a glukan-proteinoveé
komplexy. V soucasné dobé bylo z extraktii kordlovce jeZatého izolovano vice nez tficet pét
rozlicnych polysacharidi, které maji do budoucna Siroky potencial pii 1é€bé onemocnéni jako
je rakovina, poskozeni jater, cukrovka, Zaludecni viedy nebo riznd neurodegenerativni
onemocnéni. Bioaktivita pfitom silné€ souvisi s fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi. Celkovy
piehled vSech polysacharidi obsazenych v kordlovci jezatétm dosud nebyl nikym
vytvoten [1][37].

Struktura polysacharidi byla identifikovana a analyzovana napiiklad kombinaci
infraervené spektroskopie s Fourierovou transformaci, hmotnostni spektroskopie s desorpci
pole, nuklearni magnetickou rezonanci nebo kombinaci plynové chromatografie a hmotnostni
spektrografie. Tyto a dal§i metody =zajistily pomémé kompletni informace o danych
polysacharidech jako je jejich molekulova hmotnost nebo monosacharidové slozeni [1].

Obecné lze polysacharidy rozdélit na heteropolysacharidy a homopolysacharidy. Co
se heteropolysacharidi tykd, z plodnic koralovce jezatého byly izolovany xylany, glukoxylany,
heteroxyloglukany a galaktoxyloglukany. Navzdjem se li§i nejen monosacharidovym slozenim,
ale 1 typem glykosidové vazby. Jmenovité ptiklady takovych polysacharidi jsou naméatkoveé dva
polysacharidy (AF2S-2, BF2S-2) izolované z plodnic s B-(1 — 3) a B-(I — 6) glukosidovymi
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vazbami, heretopolysacharidy (HEPA1, HEPA4) izolované naopak z mycelia houby, jejichz
hlavni stavebni slozkou je gluk6za nebo polysacharidy izolovatelna z vodnych extraktt (HPA,
HPB), slozené predev§im z monosacharidovych jednotek glukézy a galaktozy [1].

Mnozstvi  homopolysacharidi  ziskanych  z koradlovce  jezatého  je  oproti
heteropolysacharidiim vyrazné nizsi. Naptiklad neutrdlni glukan izolovany z fermentacniho
mycelia (HPP), B-glukan (HEP-3) a a-glukan (HEP-5) izolované z plodnic nebo neutralni a-D-
glukan (HEPFS) [1].

Vedle polysacharidil je mozné z koralovce jezatého ziskat také né¢kolik glykoproteina [1].

2.3.2 Slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti

Slouceniny o nizké molekulové hmotnosti tvoii velmi pocetnou skupinu sekundarnich
metaboliti koralovce jezatého. Z mycelia a plodnic houby lze izolovat fadu erinacind (z nichz
je nejznaméjsi erinacin A), hericeriny, dale steroidy, alkaloidy, laktony a rtizné dal$i aromatické
slouCeniny (napf. pyranony). Nizkomolekuldrni metabolity byvaji ve vod¢ Spatné rozpustné
apro jejich extrakci je tak nutné vyuzit vhodné organické rozpoustédlo (napf.
methanol) [2][37].

Terpenoidy

Dobie prostudované bioaktivni metabolity se zna¢nou dilezitosti jsou erinaciny. Jedna se
o skupinu  diterpenoidli, konkrétn€ji o derivaty benzylalkoholu s potencidlnimi
neuroprotektivnimi vlastnostmi. Vykazuji tedy jak neuroprotektivni tak neurotropni ucinky.
Hlavnim zastupcem erinacinii je erinacin A, ktery byl také jako prvni identifikovany.
V soucasné dob¢ jiz rozliSujeme celou fadu erinacintl, pfedev§im v myceliu koralovce jeZatého
jsou k nalezeni mimo erinacinu A také naptiklad erinacin C nebo erinacin S. Diky relativné
vysokému obsahu erinacinii piedstavuje koralovec jezaty terapeuticky potencial piilécbé
riznych neurodegenerativnich onemocnénich [37][38][39][40].

Erinacin A oznacuje slou¢eninu s typickym sedmiclennym kruhem a dvéma konjugovanymi
dvojnymi vazbami. Vyjimecnost erinacinu A je patrna jiz pii plytkém prostudovani této
slouceniny, ma riiznorodé blahodarné ti¢inky na lidské zdravi. Je schopen navySovat nervovy
rast a inhibovat bunéénou smrt u neuront diky regulaci proteinti. Dale ma priikazny ochranny
ucinek proti Parkinsonové chorobé nebo Alzheimerové chorobé. Ma také protinadorovou
aktivitu v bunikéch lidského karcinom.u zaludku [2][38].

0. ©
R OH
R = CHO

“\

Obrazek 2 — Struktura erinacinu A [37]
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Vyznamnym zastupcem zitad erinacinii je také erinacin C s neuroprotektivnimi
a protineurozanétlivymi ucinky [39].

Vedle erinacinii obsahuje kordlovec jezaty i dalsi terpenoidy a to hericeriny. Na rozdil
od erinacinil, které se nachazi v myceliu houby, byly hericeriny doposud nalezeny pouze
v plodnicich houby. Z extraktu koralovce jezatého bylo zatim izolovano minimalné sedm druht
hericerind, coz jsou aromatické slouceniny oplyvajici 1é¢ivymi vlastnostmi. Bylo prokazéano,
ze hericeriny jsou schopny inhibovat rist leukemickych bunck. Do budoucna proto predstavuji
potencial pro 1écbu rakoviny [1][37][38].

Steroly

V myceliu koralovce jezatého byly identifikovany také riizné steroly. V biomase byl naptiklad
detekovan ergosterol, ktery se pti vystaveni UV svétlu méni v houb€ na vitamin D. Popsana
je také izolace Sesti novych erinarolti (A-F), erinalolti (G-J) nebo péti esterd mastnych kyselin,
které obsahuji sterol ergostanového typu. Obecné je ale mnoZstvi bioaktivnich sterolt
v koralovci jeZatém pomérné nizké. Jejich obsah je moZné navysit kultivaci za pfitomnosti
kyseliny salicylové piipadné za pfitomnosti methyljasmonatu, ktery vyvola i zvySeny nartst
biomasy mycelia. Podobné jako u erinacint se k identifikaci sterolii hodi spiSe ethanolové,
ptipadné methanolové, nez vodné extrakty [37].

Tékavé slouceniny

V plodnicich kordlovce jezatého se nachdzi i mnozstvi t¢kavych slozek. T¢kavé oleje jsou
slozeny ptfedev§im zkyseliny hexadekanové, kyseliny linolové, fenylacetaldehydu
a benzaldehydu. I u tékavych sloucenin najdeme potencidl pii vyuziti v Iékafstvi diky
ptedpokladu, Ze budou schopny inaktivovat patogenni bakterie [37].

Laktony

Nedavno byly zkultur mycelia za pomoci spektroskopickych metod izolovany tfi nové
erinaceolaktony (A, B a C). Ty vykazuji regulacni aktivitu pfi ristu rostlin. K ziskani téchto
sloucenin bylo kultivaéni médium koralovce jeZatého extrahovano n-hexanem a vodou.
Nepoléarni ¢ast extraktu byla nasledné separovana pomoci HPLC metody. Koralovec jezaty
obsahuje také biologicky neaktivni vitamin Biz, tedy c-lakton a chemickym otevienim
laktonového kruhu je z n&j tedy moZno vytvofit aktivni formu vitaminu [37][41].

2.33 Koralovec jezaty jako zdroj antioxidanta

Pokud se v téle nachazi ptili§ mnoho volnych radikalt podporujicich oxidaéni procesy, dochéazi
ke Skodlivym degenerativnim procesiim. Slouc¢eniny, které vykazuji antioxidacni vlastnosti,
jsou schopny tyto radikdly v bunkach neutralizovat a snizuji oxidacni stres. Proto hraji
vyznamnou roli pii 1é¢bé 1 pii prevenci rozlicnych onemocnéni. Antioxidacni aktivitu vykazuji
ruzné vitaminy, enzymy, volné mastné kyseliny, fenolové nebo flavonové derivaty a dalsi
slouceniny [42].

Na zhodnoceni antioxida¢nich vlastnosti kordlovce jezatého byla provedena celd tada
studii [43][44]. Plodnice 1 mycelium obsahuji fenolické slouceniny s antioxidacnimi
vlastnostmi, a to jak v extraktech, tak v troub¢ susenych vytazcich [42].

Antioxidacni aktivitu vykazuji také sacharidy, které se v kordlovci nachazi a to
polysacharidy, oligosacharidy i lipopolysacharidy [42][43][44].
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Produkty z koralovce jezatého nebo jeho extrakty tedy mohou slouzit jako vhodny zdroj
antioxidantt pro lidi [42].

2.3.4 Izolace icinnych latek

Pti porovnani Cerstvych, mrazem suSenych a tepelné zpracovanych plodnic bylo zjisténo,
ze mnozstvi riznych bioaktivnich latek se v nich 1isi. Analyzovalo se pfitom v methanolovych
extraktech. Vychozi extrakty jednotlivych metod vykazovaly ve vsech ptipadech vysokou
bioaktivitu [3].

Zavedenou metodou je n¢kolikahodinové michani plodnic koralovce jezatého v horké vodé.
Zietelnou nevyhodou je Gasova naroénost. Casové piiznivéj§i metodu piedstavuje zafeni
na plodnice mikrovinnymi vlnami ve vod¢. Takové ozafovani pii 140 °C po dobu 5 minut
je prakticky stejn¢ ucinné jako Sestihodinové michani plodnic pti 100 °C. Roztok ziskany
extrakci ve vodé je nasledné filtrovan a zahuStén. Zdéanlivé vhodné pouziti organickych
rozpoustédel byva v praxi omezovano kvili jejich toxicité [1].

Pii izolaci a cisténi polysacharidii jsou rozdrcené plodnice nebo mycelium koralovce
jezatého nejprve extrahovany ethanolem pod zpétnym chladicem, ¢imz dochazi k eliminaci
lipidii. Nasleduje extrakce ve vodném prostiedi [3].

Vyvinuty byly také postupy extrakce Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi. Naptiklad extrakce
za pomoci enzymu je nejen u¢innd a snadno regulovatelnd, ale i takzvan€ zelend metoda.
Enzymy jsou schopny degradovat bunécnou sténu z plodnic a tim uspéSné€ odstartovat extrakci
bioaktivnich polysacharidii. Konkrétn€ se pro tento postup extrakce vyuzivd enzymova smes
celulosa:pektindza:trypsin v poméru 2:2:1 [1][45].

Izolace nizkomolekularnich sekundarnich metaboliti probihd majoritné v organickych
rozpoustédlech, protoze jsou velmi ¢asto ve vodé malo rozpustné. Vhodnym rozpoustédlem
je tedy methanol nebo ethylacetat. SuSené plodnice ¢i mycelia houby byvaji opét extrahovany
methanolem nebo ethanolem pod zpétnym chladi¢em. Roztok se nasledné¢ micha s vodou
a vhodnym organickym rozpoustédlem. Vznika tak suspenze, v jejiZ organické fazi se nachazi
nizkomolekuldrni sekundarni metabolity [2][38].

2.4 Terapeuticky potencial koralovce jezatého

Od staroveku byl kordlovec jezaty ve vychodni Asii pouzivan v tradi¢ni mediciné k 1é¢bé
neurastenie a obecné slabosti. V moderni dobé se ale uplatnéni koralovce jeZatého v mediciné
a farmacii rozsitilo na zna¢né mnozstvi oblasti [2][46].

Ve vodé rozpustné polysacharidy obsazené v plodnicich a myceliu kordlovce jezatého dokazi
aktivovat imunitni buiky a jsou tak ucinné proti nadorovym bunkam. Diky svym
protinddorovym a imunomodula¢nim G¢inkim muze koralovec poslouzit pti 1é€bé nékterych
typl rakovin. Konkrétn€ se potom jedna o rakovinu stiev, jicnu, Zaludku, jater nebo slinivky.
Jedna se tedy pfedevsim o gastrointestindlni rakoviny. Vodné i ethanolové extrakty vyvolavaji
smrt rakovinnych bun¢k a inhibuji jejich metastazu az o 69 % [2][46][47].

Byly také popsény antihyperglykemické a antihypercholesterolemické vlastnosti extraktl
plodnic a mycelii kordlovce jezatého. Mohou tedy poslouzit k terapeutické 1écbé
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napt. cukrovky obou typl nebo pii jinych metabolickych poruchach. Methanolovy extrakt
dokaze napiiklad snizit hladinu celkového cholesterolu [2][48].

S tim do jisté miry souvisi i potencidl pro vyuziti pti 1é¢bé kardiovaskuldrnich a zanétlivych
onemocnéni stiev [49].

Vyznamné jsou samoziejme také, jiz zminéné, neuroprotektivni vlastnosti. Bioaktivni latky
izolované z koralovce jezatého snizuji smrt neuronovych bunék a vykazuji ochrannou aktivitu
téchto bunck. Stimuluji také tvorbu nervového ristového faktoru, ktery je krajné diilezity pro
lidsky zivot. Muze jich byt vyuzito pii 1écbé Alzheimerovy choroby ale i naptiklad demence,
mrtvice nebo Parkinsonovy choroby, a to s vyuzitim sekundarnich metabolitii hericenonti
a erinacintli, konkrétnéji erinacinu A, jez lze izolovat z plodnic i mycelia koralovce jezatého
[2][50].

Neméné perspektivni je potencial pro vyuziti kordlovee jezatého pii 1écbe
neuropsychiatrickych onemocnénich, konkrétné pii 1é€bé deprese. JelikoZ bioaktivni latky
obsazené v plodnicich a myceliu podporuji expresi neurotrofnich faktori, je jejich aktivita
v zasadé podobna aktivité konvencénich antidepresiv. Proto mize kordlovec slouzit jako
alternativni antidepresivum [51].

Mimo vySe zminénych vlastnosti a funkei vykazuje kordlovec jezaty diky svym bioaktivnim
sekundarnim metabolitim také antimikrobidlni aktivitu nebo antioxidacni aktivitu. Dale
existuje fada jinych terapeutickych nebo farmakologickych vyuZiti, které tato prace neni
schopna obsdhnout. Jisté ale je, Ze piedstavuje ohromny potencidl v té€chto odvétvich [2].

2.5 Vyuziti v potravinach

Koralovec jezaty, jako mnoho dalSich hub, ma vynikajici nutraceutické vlastnosti. Aplikace
hub, a tak potazmo 1 koralovce v potravinarském priimyslu mtize v budoucnosti piedstavovat
velky potencidl pii feSeni otdzek jako je zvySovani kvality potravin nebo udrzitelnost
potravinafského primyslu. Diky vysokému mnozstvi sekundarnich metabolitl je navic
koréalovec jezaty zajimavy nejen pro farmaceutické odvétvi, ale uplatiiuje se také jako doplnek
stravy nebo jako prostiedek doplitkové mediciny [52].

Existuje také mnozstvi studii, které se zabyvaji moznym obohacovanim potravin extrakty
korélovce jezatého. Piikladem je studie Wang a kolektiv, kterd se zamétuje na zlepSeni vyzivoveé
hodnoty a chuti tradi¢nich ¢inskych nudli pfidavkem koralovce jezatého ve formé prasku.
Vysledky ukazaly, ze ptfidavek koralovce mé pozitivni vliv na trdveni Skrobu a antioxidacni
kapacitu. Zménila se také textura nudli, které byly tuzsi, ale kvalita nudli nebyla jinak negativné
pozmeénéna [53].

Historicky je kordlovec jezaty potravinou, ktera se vyskytuje v tradi¢ni asijské kuchyni.
Plodnice hub se daji zpracovat ptimo. Mély by mit nasladlou aZ mdlou chut’, texturou naopak
ma piipominat chobotnici. SuSené plodnice se potom piidavaji do kasi nebo napojt. Vyuziva
se také jako pfisada pfi peceni chleba. V tomto pfipadé je vyuZivano inhibice enzymatického
hnédnuti hub [6][37][54].

Byly zkoumany také vlastnosti fermentované §tavy kordlovce jezatého, které byla vyrobena
po vzoru fermentovanych rostlinnych népojii. Stéva, fermentovana pomoci bakterii mlééného
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kvaseni, obsahovala vysoky obsah L-glutaminu a kyseliny L-glutamové. Produktem
je fermentovany nealkoholicky houbovy napoj [55].

Koralovec jezaty je vyuzivan také jako fermentacni substrat pii vyrob€ octii nebo vin.
Spolecnost Unframed Ice Cream piedstavila také zmrzlinu s pfichuti kordlovce
jezatého [37][56].

Do budoucna mizeme vedle vyuziti koralovce jako dopliikku stravy ocekavat také rozvoj
v oblasti jeho uplatnéni jako funk¢ni potraviny. Rozvijet se pravdépodobné budou 1 népoje
na bazi koralovce jezatého pro svij ptiznivy vliv na energii, vitalitu a imunitu [56].
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3 CILPRACE

Cilem prace je optimalizovat kultivaci koralovce jezatého na obilnych a pseudoobilnych
substratech. Déle jsou stanoveny nutri¢ni parametry, antioxida¢ni kapacita a celkova biologicka
aktivita jednotlivych substratti i substrati s myceliem koralovce jezatého. Po vyhodnoceni
ziskanych dat je provedena charakterizace produktti a doporucena aplikace v oblasti vyzivy.
1. literarni reSerSe na dané téma: charakterizace kordlovce jezatého (podminky kultivace,
substraty, vyznamné biologicky aktivni latky apod.)
2. kultivace mycelia kordlovce jezatého na vybranych substratech
3. stanoveni zdkladnich nutri¢nich parametrii, biologicky aktivnich latek a antioxidacni
kapacity pomoci vybranych analytickych metod
4. vyhodnoceni vysledkt a z nich plynouci doporucujici zavéry v oblasti vyzivy
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité materialy, chemikalie, pFistroje

4.1.1

Pouzité chemikalie pro kultivace

Agarpowder, Himedia (IND)

Malt extract broth base, Himedia (IND)
Potato dextrose agar, Himedia (IND)
Yeast extract powder, Himedia (IND)

Pouzité chemikalie

ABTS, Sigma-Aldrich (DEU)

Acetonitril pro HPLC, Penta (CZE)

Albumin, Sigma-Aldrich (DEU)

D-Gluko6za monohydrat, Penta (CZE)

Dusitan sodny, Lachema (CZE)

Ethanol 96 %, Lach-Ner (CZE)

Ethylacetat pro HPLC, Penta (CZE)

Fenol, Lach-Ner (CZE)

Folin-ciocalteuovo ¢inidlo, VWR Chemicals (USA)
Hexan pro HPLC, (IND)

Hydroxid sodny, Lach-Ner (CZE)

Chlorid hlinity hexahydrat, Lach-Ner (CZE)
Chlorid sodny, Penta (CZE)

Chloroform, Lach-Ner (CZE)

Katecholamin, Sigma-Aldrich (DEU)

Kyselina gallovd monohydrat, Sigma-Aldrich (DEU)
Kyselina chlorovodikova 35 %, Penta (CZE)
Kyselina sirova 96 %, Lach-Ner (CZE)

Methanol, Lach-Ner (CZE)

Pentahydrat siranu méd’natého, Lach-Ner (CZE)
Peroxodisiran sodny, Sigma-Aldrich (DEU)
Tetrahydrat vinanu sodno-draselného, Lachema (CZE)
TROLOX, Sigma-Aldrich (DEU)

Uhli¢itan sodny, Penta (CZE)

Pouzité pristroje

Analytické vahy Pioneer PX224, Ohaus (GB)
Autoklav mikrovinny, Microjet, Enbio (CHE)
Automatické pipety, HTL (ITA)
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Centrifuga Hermle z 36 HK, Hermle (DEU)
Centifuga miniSpin, Eppendorf (DEU)
Elektricky homogenizator, SCG 1050BK, Sencor (JP)
GC soustava s detektorem FID (Thermo Fischer Scientific, USA)
o kapilarni kolona Zebron ZB-FAME, délka 30 m
o software Chromeleon 7.2
Homogenizator Vortex mini, Ohaus (GB)
Homogenizator Multi Speed Vortex, bioSan
HPLC soustava s detektorem PDA (Thermo Fischer Scientific, (USA)
o Dionex Ultimate Series 3000 Pump a Autosampler
o kolona Kinetex EVO C18
o Thermo Fischer Vanquish Detector
o software Chromeleon 7.2
Inkubator 1000 topny modul, Heidolph (DEU)
Kochtv hrnec, Tescoma
Laminarni box Aura mini, Bioair (ITA)
Lyofilizator, FreeZone Triad, Labconco (USA)
Ptedvazky Ohaus, ScoutPro (USA)
Spektrofotometr, Helios 6, Unicam (GB)
Spektrofotometr, UV-1600PC, Avantor (GB)
Suséarna Binder FD 53, Verkon (CZE)
Termostat blokovy OHAUS, HB2DG
Termostat blokovy s 2 20mistnymi bloky, VWR
Termostat Q — Cell
Trepacka temperovana Heidolph, Promax 1020 (DEU)
Ultrazvukova lazen, Ultrasonic compact cleaner 1,25 1, PS 02000, Powersonic
Vodni lazen LaboPlay
Vortex Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)

Pouzité materialy

Amarant zrno, Provita (Obrdzek 3)

Kroupy jecné, Probio (Obrazek 4)Obrazek 4 — Substrat je¢né kroupy
Krupice kukufi¢na polohrubd, Zdravi z ptirody (Obrdzek 5)
Pohanka svétla loupand, Provita (Obrdazek 6)

PSeni¢né otruby jedlé, Evit (Obradzek 7)

Quinoa bila, Provita (Obradzek 8)

Quinoa Cervend, Provita (Obrazek 9)

Pouzité mikroorganismy

Hericium erinaceus, K 2 120 H, kultura od firmy Myco, Kyjov, CR
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Obrazek 5 — Substrat kukuricna krupice Obrazek 9 — Substrat quinoa cervend

Obrdazek 6 — Substrat pohanka svétla
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4.2 Kultivace mycelia koralovce jeZatého

Pro kultivaci byla pouzita dvé riizna média, PDA a YMEA. V piipad¢ YMEA byl na 100 ml
destilované vody navazen 1 g kvasni¢ného extraktu, 2 g maltézy a 2 g agaru. Pro PDA bylo
potom na 100 ml destilované vody navazeno 3,9 g bramborového skrobu s agarem.

Banky s médiem byly sterilovany v mikrovinném autoklavu (100 ml po dobu 2 minut) nebo
v Kochoveé hrnei (120 °C, 1200 W po dobu 30 minut). Takto pfipravené médium bylo rozlito
do sterilnich Petriho misek za aseptickych podminek.

Oc¢kovani médii probéhlo ve sterilnim prostfedi oCkovaciho boxu. Z misky s jiz narostlym
myceliem koralovce jezatého byl pomoci skalpelu a ockovaci klicky vytiznut a odebran maly
¢tverec (o strané cca 5 mm). Tento Ctverec byl umistén na prosttedek Petriho misky s novym
médiem.

Po zaockovani byly Petriho misky s obéma médii pfesunuty do termostatu, kde byly
ponechany pfi teploté 25 °C po dobu 14 dni.

4.2.1 Kultivace na Sikmém agaru

Podle stejnych pomért jako v kapitole 4.2 byla ptipravena média YMEA a PDA. Baiky
s médiem byly sterilovany v mikrovinném autokldvu (100 ml po dobu 2 minut) nebo
v Kochov¢ hrnci (120 °C, 1200 W po dobu 30 minut).

Za aseptickych podminek byla média prevedena do zkumavek. Zkumavky byly naplnény asi
do 1/3 objemu, uzavieny vatovymi zatkami a ulozeny v Sikmé poloze. Po zatuhnuti média tak
vznikly Sikmé agary.

Jejich ockovani probéhlo ve sterilnim prostfedi o¢kovaciho boxu. Z misky s jiZ narostlym
myceliem koralovce jeZatého byl pomoci oc¢kovaci klicky odebran vzorek mycelia koralovce
jezatého. Ockovaci klickou byl potom tento vzorek nanesen na povrch Sikmého agaru ve tvaru
vinovky.

Po zaoCkovani byly Sikmé agary pfesunuty do termostatu, kde byly ponechany pfi teploté
25 °C po dobu 14 dni.

4.2.2 Priprava substratu

v

Aby bylo zajiSténo co nejpiiznivE§i prostiedi pro rist mycelia kordlovce jezatého, byly
substraty pfed oCkovanim kulturou povatreny v destilované vodé. Tak se do substratu dostala
pozadovana vlhkost. Vzdy bylo navazeno 20 g substratu, ktery se po dobu 16 minut vafil ve 150
ml destilované vody. Pfebytecna voda byla vysusena filtracnim papirem a substrat byl pies gazu
promyt destilovanou vodou. Poté byl substrat opét vysuSen pomoci filtratniho papiru
a pfenesen do Erlenmeyerovy bailkky o objemu 250 ml. Takto pfipraveny substrat byl
po vychladnuti pfipravend k o¢kovani kulturou koréalovce jezatého.
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Tabulka 1 — Vyzivové hodnoty u vybranych substratii (uvedeny vyrobcem)

Vyzivové hodnoty na 100

g u substratu je¢né kroupy

Energie Tuky Sacharidy Vléknina Bilkoviny
1480 kJ 350 keal 2,89 68 g 7449 9,29
Vyzivové hodnoty na 100 g u substratu kukuri¢na krupice

Energie Tuky Sacharidy Vléknina Bilkoviny
1401 kJ 330 keal 2,09 69,59 6,39 8,69
Vyzivové hodnoty na 100 g u substratu pohanka

Energie Tuky Sacharidy Vldknina Bilkoviny
1468 kJ 346 kcal 2049 68,09 429 12,09
Vyzivové hodnoty na 100 g u substratu quinoa bila

Energie Tuky Sacharidy Vldknina Bilkoviny
1490 kJ 355 keal 559 58,09 6,89 15,09
Vyzivové hodnoty na 100 g u substratu quionoa ¢ervena

Energie Tuky Sacharidy Vldknina Bilkoviny
1582 kJ 378 kcal 6,79 679 1109 13,09
VyZivové hodnoty na 100 g u substratu pSeni¢né otruby

Energie Tuky Sacharidy Vlédknina Bilkoviny
904 kJ 216 kcal 429 6459 43,09 15,6 g
Vyzivové hodnoty na 100 g u substratu amarant

Energie Tuky Sacharidy Vlédknina Bilkoviny
1552 kJ 371 kcal 7049 65,09 6,79 14,09
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4.3 Ockovani substratu

Pro ockovani substratti byly pouzity dvé metody: oCkovani pevnym myceliem a ockovani
pomoci kombinace pevného a tekutého mycelia. Vysledky obou metod byly porovnany a byla
tak optimalizovana kultivace mycelia na substratech pouzitych v této praci.

4.3.1 Ockovani pevnym myceliem

Substraty piipravené do Erlenmeyerovych ban€k podle kapitoly 4.2.2 byly vysterilovany
v autoklavu (100 ml po dobu 2 minut) nebo v Kochové hrnci (120 °C, 1200 W po dobu
30 minut).

Nasledné byl za aseptickych podminek z mycelia koralovce jezatého, ptipraveného podle
kapitoly 4.2, pomoci skalpelu a ockovaci klicky vyfiznut a odebran maly ¢tverec (o strané
cca 5 mm). Tento ¢tverec byl opatrné umistén na substrat tak, aby strana porostld myceliem
byla v pfimém kontaktu se substraitem. Do kazdé Erlenmeyerovy baiiky byly rozmistény tfi
takovéto Ctverce.

Erlenmeyerovy banky byly po zaoCkovani ptesunuty do termostatu, kde byly ponechany
pii teploté 25 °C po dobu 21 dnii.

4.3.2 Ockovani tekutym i pevhym myceliem

Na ptipravené Sikmé agary byl ve sterilnim boxu pomoci ockovaci klicky pteveden vzorek
koralovce jezatého. Takto pripravené Sikmé agary byly ponechany v termostatu pfi teploté
25 °C po dobu 14 dnd.

Do zkumavek, ve kterych doslo k nértstu kultury kordlovce jezatého, bylo za aseptickych
podminek pomoci Pasteurovy pipety piidano 5 ml fyziologického roztoku. Fyziologicky roztok
byl pfipraven rozpusténim 9 g NaCl v 1 litru destilované vody.

Fyziologicky roztok byl pomoci Pasteurovy pipety opatrné promichan tak, aby se v ném
rozptylilo mycelium a poté byl, opét pomoci Pasteurovy pipety, pfenesen na substrat
v Erlenmeyerové baiice, piipraveny podle kapitoly 4.2.2. Nasledné byl z mycelia koradlovce
jezatého, piipraveného podle kapitoly 4.2, pomoci skalpelu a ockovaci klicky vyfiznut
a odebran maly ¢tverec (o stran€ cca 5 mm). Tento Ctverec byl pfenesen na prostifedek substratu.

Erlenmeyerovy baiiky se substratem byly po zaockovani pfesunuty do termostatu, kde byly
ponechany pfi teploté 25 °C po dobu 21 dnt.

4.4 Extrakce aktivnich latek

Substraty musely byt, pfed samotnymi analyzami, upraveny homogenizaci a pro razné
analyzy rozlién¢ predem upraveny. Soucdsti téchto procest byla také piiprava extrakti.

4.4.1 Homogenizace substrati

K homogenizaci bylo navazeno 20 g obilného substratu. Zrna byla rozemleta na hladkou
mouku pomoci elektrického mlynku. Z takto pfipravenych substratii byl do centrifugacnich
zkumavek o objemu 15 ml odvazen vzdy 1 g mouky.
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V piipad¢, kdy byl homogenizovan substrat porostly myceliem koralovce jezatého, byl
nejprve obsah Erlenmeyerovych banék, piipraveny kultivaci popsané v kapitole 4.2.2,
lyofilizovéan. Kdyz byl lyofilizat zcela suchy, byl homogenizovan v tfeci misce. Nakonec byl
1 g takto zpracovaného vzorku odvéazen do centrtifugacni zkumavky o objemu 15 ml.

4.4.2 Extrakce ve vodném prostiedi

Centrifugacni zkumavky s navazenym substratem bez mycelia, ptipravené podle kapitoly 4.4.1
byly doplnény 10 ml destilované vody. Nasledné byly umistény na ttepacku (100 rpm, 37 °C)
po dobu 24 hodin. Po extrakci byla smés odstiedéna (5000 rpm, 4 minuty). Vzniklé extrakty
byly uchovavany v chladicim boxu a dale analyzovany.

Stejné se postupovalo u substratl, které byly porostlé myceliem koralovce jezatého.

4.4.3 Kysela hydrolyza

Do centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15 ml byl navazen 1 g substratu, pripraveného podle
kapitoly 4.4.1. Déale bylo pfidano 10 ml 6 M HCI. Obsah zkumavky byl dikladné promichan
pomoci vortexu a zkumavky byla umisténa na ttepacku (160 rpm, 37 °C) po dobu 90 minut.
Po ukonceni hydrolyzy byla smés odstfedéna pomoci centrifugy (5000 rpm, 6 minut).
Supernatant byl pomoci pipety preveden do cCisté zkumavky. Extrakty byly analyzovéany
bezprostifedné po jejich ptipravé metodou podle Duboise.

4.4.4 Extrakce podle Folcha

Pied analyzou pigmentt a lipofilnich metaboliti pomoci HPLC byly vzorky extrahovany
metodou podle Folcha. Do centrifugacnich zkumavek o objemu 15 ml bylo navdzeno 0,1 g
vzorku, ptipravené¢ho podle kapitoly 4.4.1. Ke vzorku byly ptidany sklenéné kulicky a 10 ml
smési rozpoustédel chloroform:methanol v poméru 2:1. Takto pfipravend smés byla po dobu
30 minut intenzivné promichdvana pomoci vortexu. Po promichéani byly ke smési ptidany 3 ml
destilované vody, smés byla opét promichdna a nasledné zcentrifugovana (4500 rpm, 6 minut).
Nasledné byla spodni chloroformova faze odpipetovana a odpafena. Vznikly odparek byl
rozpuStén ve zndmém mnoZstvi smési ethylacetatu a acetonitrilu. Vzorky pfipravené timto
zpusobem pro néslednou analyzu pomoci HPLC byly uchovavany pti 7 °C bez pfistupu svétla.

4.4.5 Transesterifikace

Pfed analyzou mastnych kyselin pomoci GC musely vzorky projit transesterifikaci.
Do sklenéné krymplovaci vialky o objemu 2 ml bylo vZdy navazeno 50-60 mg vzorku,
ptipravené¢ho podle kapitoly 4.4.1. K navazce bylo pfidano 1,8 ml transesterifikaéni smési.
Ta obsahovala inertni standart C17 o koncentraci 0,50 g/ml. Inertni standart byl rozpustén
v 15 % roztoku kyseliny sirové v methanolu. Po zakrymplovani byla sklenéna vialka umisténa
na termoblok (85 °C) po dobu 3 hodin. Jakmile doslo u ukonceni transesterifikace, byla vialka
ochlazena na laboratorni teplotu.

Do disté sklenéné vialky o objemu 4 ml bylo napipetovano 0,5 ml 0,05 M NaOH. Dale byl
do této vialky kvantitativné pfeveden obsah plvodni vialky, kterd proSla transesterifikaci.
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Do smési byl nasledné piidan 1 ml hexanu (HPLC kvalita). Vialka byla pomoci vicka uzaviena
a umisténa na vortex po dobu 6 minut. Po ditkladném promichani doslo ve smési k oddéleni
dvou fazi. Horni hexanové a spodni vodné. Z horni hexanové faze byl do ¢isté sklenéné vialky
0 objemu 2 ml odpipetovano 0,1 ml. Dale bylo ptidano 0,9 ml hexanu (HPLC kvalita). Vzorky
piipravené timto zptisobem pro naslednou analyzu pomoci GC byly uchovavany v mrazaku.

4.5 Stanoveni nutri¢nich hodnot

Pro stanoveni nutri¢nich hodnot u vybranych substratl pied a po kultivaci mycelia koralovce
jezatého bylo vyuzito spektrofotometrickych metod, HPLC a GC analyzy.

4.5.1 Stanoveni celkovych sacharida dle Duboise

Metodou podle Duboise byly v extraktech, pfipravenych podle kapitoly 4.4.3, stanoveny
celkové sacharidy. Do sklenéné zkumavky byl napipetovan 1 ml, vhodné zfedéného, vzorku.
K nému bylo pfidano 5 ml koncentrované kyseliny sirové a I ml 5 % roztoku fenolu. Zkumavka
byla opatiena Sroubovacim uzdvérem a jeji obsah byl, pomoci vortexu, fadné promichan. Takto
ptipravend smes byla ponechana po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby
byla spektrofotometricky méfena absorbance vzorku pti vinové délce 490 nm proti blanku.
Kazdy vzorek byl timto zpisobem stanoven tfikrat.

Kalibra¢ni ktivka byla sestavena pomoci kalibra¢niho standardu (roztok D-glukozy)
v rozmezi 0,01-0,08 mg/ml.

Rovnice 1 — Linedrni regrese kalibracni kifivky pro stanoveni celkovych sacharidii s koeficientem R?

A=10861"c (1.1)
R? = 0,9979 (1.2)

4.5.2 Stanoveni bilkovin dle Hartree-Lowryho

Metodou podle Hartree-Lowryho byly ve vodnych extraktech, pfipravenych podle
kapitoly 4.4.2, analyzovany ve vodé¢ rozpustné bilkoviny. Ke stanoveni byla pozita nasledujici
¢inidla:

e Hartree-Lowryho cinidlo A: 50 ml 1 M NaOH; 10,0 g uhli¢itanu sodného; 0,2 g
dihydratu vinanu sodno-draselného. Odmérna baiikka byla doplnéna na 100 ml
destilovanou vodou.

e Hartree-Lowryho cinidlo B: 10 ml 1 M NaOH; 1,0 g pentahydratu siranu med’natého;
2,0 g vinanu sodno-draselného. Odmérna barika byla dopIlnéna na 100 ml destilovanou
vodou.

e Hartree-Lowryho cinidlo C: Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo nafedéné destilovanou vodou
v poméru 1:15 (na jeden objem Folin-Ciocalteuoao ¢inidla 15 objemi destilované vody)

Do sklenéné zkumavky byl napipetovan 1 ml vzorku, ktery byl optimaln¢ natfedén. K nému
bylo ptfiddno 0,9 ml Hartree-Lowryho ¢inidla A. Obsah zkumavky byl fadn€ promichan
s pomoci vortexu a 10 minut inkubovan ve vodni 14zni pfi teploté 50 °C. Po zchladnuti vzorku
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na laboratorni teplotu bylo do smési pfidano 0,1 ml Hartree-Lowryho cinidla B. Obsah
zkumavky byl opét fadné promichan pomoci vortexu a inkubovan, tentokrat pii laboratorni
teploté, po dobu 10 minut. Nasledné bylo do zkumavky ptfidano Hartree.Lowryho ¢inidlo C
o objemu 3 ml. Roztok ve zkumavce byl opét inkubovan ve vodni lazni pii teploté¢ 50 °C
po dobu 10 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla spektofotometricky zmétfena
absorbance vzorku pfi vlnové délce 650 nm oproti blanku. Kazdy vzorek byl timto zpisobem
stanoven tfikrat.

Kalibracni kiivka byla sestavena pomoci kalibracniho standardu (krystalicky BSA)
v rozmezi 30-300 pg/ml.

Rovnice 2 — Linedrni regrese kalibracni krivky pro stanoveni bilkovin s koeficientem R2

A=24269 ¢ (2.1)
R? = 0,9955 2.2)

4.5.3 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Pro stanoveni celkovych fenolickych latek byly pouzity vodné extrakty, ptipravené
podle kapitoly 4.4.2. Dale bylo pouzito Folin-Ciocalteuovo c¢inidlo zfedéné v poméru 1:9
destilovanou vodou.

Do sklenéné zkumavky byl napipetovan 1 ml destilované vody, 1 ml jiz zfedéného Folin-
Ciocalteuova ¢inidla a 50 pl analyzovaného extraktu. Po diikladném promichani smési pomoci
vortexu byl obsah zkumavky ponechdn pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut. Nésledovné byl
do zkumavky pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Obsah zkumavky byl opét
dikladné promichdn pomoci vortexu a ponechany pfti laboratorni teploté po dobu 15 minut.
Nakonec byla spektofotometricky zmétena absorbance vzorku pii vinové délce 750 nm oproti
blanku. Kazdy vzorek byl timto zplisobem stanoven tiikrat.

Kalibra¢ni ktfivka byla sestavena pomoci kalibra¢niho standardu (kyselina gallova)
v rozmezi 0,10-0,70 mg/ml.

Rovnice 3 — Linearni regrese kalibracni krivky pro stanoveni celkovych fenolickych latek s koeficientem R2

A=1,5907c 3.1)
R? = 0,9989 (3.2)

4.5.4 Stanoveni flavonoida

Pro stanoveni flavonoidii byly pouzity vodné extrakty, ptipravené podle kapitoly 4.4.2.

Do sklenéné zkumavky bylo napipetovano 0,2 ml 5 % roztoku dusitanu sodného, 1,5 ml
destilované vody a 0,5 ml analyzovaného extraktu. Smés ve zkumavce byla dikladné
promichdna pomoci vortexu a ponechana pii laboratorni teploté po dobu 5 minut. Po uplynuti
této doby bylo ke smési ptidano 0,2 ml 10 % roztoku chloridu hlinitého. Obsah zkumavky byl
opét dikladné promichan pomoci vortexu a ponechany pfti laboratorni teploté po dobu 5 minut.
Nasledné bylo ke smési ptidano 1,5 ml 1 M NaOH a 1 ml destilované vody. Smés ve zkumavce
byla opét dikladn€ promichdna pomoci vortexu a ponechana pii laboratorni teploté¢ po dobu
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15 minut. Nakonec byla spektofotometricky zmétena absorbance vzorku pii vinové délce
510 nm oproti blanku (destilovana voda). Kazdy vzorek byl timto zpisobem stanoven tiikrat.

Kalibra¢ni kifivka byla sestavena pomoci kalibracniho standardu (ethanolovy roztok
katechinu) v rozmezi 0,05-0,30 mg/ml.

Rovnice 4 — Linedrni regrese kalibracni krivky pro stanoveni flavonoidii s koeficientem R2

A=372648 ¢ (4.1)

R? = 10,9986 4.2)

4.5.5 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC

Pfed samotnym stanovenim mastnych kyselin prosly vzorky transesterifikaci, ktera je popsana
v kapitole 4.4.5. Béhem transesterifikace vznikly methylesthery mastnych kyselin, ktery byly
nasledné analyzovany na GC. Parametry analyzy jsou zaznamendny v nasledujici Tabulka 2.
Chromatogramy ziskané analyzou byly zpracovany a vyhodnoceny v programu Chromeleon™
Chromatography Data System.

Tabulka 2 — Parametry pro analyzu GC

Piistroj Thermo Fischer TRACETM GC

Davkovani Autosampler Thermo Scientific A1 1310

Kolona Zebron ZB-FAME; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um

Detektor FID

Nosny plyn vodik

Prutok nosného plynu 1 ml'min’!

Objem nastriku I

tinjektor/tdetektor 250 °C/260 °C

Objemovy priitok plyt vzduch: 350 ml-min’; dusik: 30 ml-min; vodik: 35 ml-min*

4.5.6 Stanoveni pigmenti a lipofilnich metaboliti pomoci HPLC

Pfed samotnym stanovenim mastnych kyselin prosly vzorky extrakci podle Folcha, ktera
je popsana v kapitole 4.4.4. Pracovalo se s duplikidty vzorkll. Parametry analyzy jsou
zaznamenany v nasledujici Tabulka 3 a Tabulka 4. Chromatogramy ziskané analyzou byly
zpracovany a vyhodnoceny v programu Chromeleon™ Chromatography Data System.
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Tabulka 3 — Parametry analyzy HPLC

Pristroj HPLC Thermo Fischer Scientific

Kolona EVO C18, KINETEX; 150 x 4,6 X 2,6 mm

Detektor PDA

Cas analyzy 25 min

Priitok MF 1,2 ml'min*

MF A MeOH: acetonitril:100 mM trisHCI pufr (2:84:14 obj. %)
MF B MeOH: ethylacetat (60:40 obj. %)

Typ eluce gradientova

Tabulka 4 — Slozeni mobilnich fazi v riznych c¢asech analyzy HPLC

t [min] 0 13 19 20 25
MF A [obj. %] 100 0 0 100 100
MF B [obj. %] 0 100 100 0 0

4.5.7 Stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity metodou TEAC

Pro stanoveni antioxidaéni kapacity byly pouzity vodné extrakty, pfipravené
podle kapitoly 4.4.2. Déle byl ptipraven roztok radikalového kationtu ABTS-+ smichanim
7 mM roztoku ABTS s destilovanou vodou a 2,45 mM roztokem peroxodisiranu sodného. Nez
byl takto pfipraveny roztok pouzit ke stanoveni, byl ponechan po dobu nejméné 12 hodin
pii laboratorni teploté v prostoru bez piistupu svétla.

Nez zacalo samotné stanoveni antioxida¢ni kapacity, byl roztok ABTS ™ postupné zied’ovan
UV-VIS ethanolem na absorbanci 0,700 £0,020 oproti blanku (UV-VIS ethanol).
Do mikrozkumavek Eppendorf byl pipetovan 1 ml piipraveného roztoku ABTS *. K nému bylo
piidano 10 pl vodného extraktu. Po promichani byly vzorku ponechany po dobu 10 minut
v prostoru bez pfistupu svétla. Poté byla zmétena jejich absorbance pii vinové délce 734 nm.
K méfeni byla pouzita zizend kiemennd kyveta. Pro méfeni hodnoty absorbance Ao bylo
do mikrozkumavky Eppendorf k 1 ml roztoku ABTS™ pipetovano 10 ul destilované vody
a absorbance byla zméfena okamzite.

Kalibra¢ni kiivka byla sestavena pomoci kalibra¢niho standardu (modelovy antioxidant
TROLOX v 60 % ethanolu) v rozmezi 0,05-0,40 mg/ml.

Rovnice 5 — Linedrni regrese kalibracni krivky pro stanoveni antioxidacni aktivity s koeficientem R2

A=1,0889-c (5.1)
R? = 0,9961 (5.2)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato bakalaiska prace byla zamétena na optimalizaci kultivace kordlovce jezatého na obilnych
1 pseudoobilnych substratech a néasledném stanoveni nutri¢nich parametrii, antioxidaéni
kapacity a celkové biologické aktivity jednotlivych substratii i substratii s myceliem koralovce
jezatého. Na zaklad¢ ziskanych vysledkl byla potom doporucena aplikace v oblasti vyzivy.

5.1 Kultivace mycelia

Pro kultivaci kordlovce jezatého byly pouzity dvé kultivaéni média: PDA a YMEA. Bylo

v

pozorovano, na kterém z médii bude probihat intenzivnéjsi rist mycelia.

Obrazek 10 — Porovnani kultivace mycelia na PDA a YMEA

Jak je zfetelné na Obrazek 10, nartist mycelia po 14 dnech kultivace byl na obou médiich
srovnatelny, 1 kdyZ narGist na médiu YEMA (na misce vpravo) probihal v prvnich dnech
kultivace intenzivnéji. Vzhledem k tomu, Ze ani jedno médium se pro mycelium koralovce
nejevilo jako vyrazné vhodnéjsi, byly ke kultivaci substratd vyuzivany ob¢.

5.2 Kultivace mycelia na zvolenych substratech

Kultivace probihala na sedmi zvolenych substratech: amarant, jecné kroupy, kukuti¢né krupice,
pohanka, pSeni¢né otruby, bila quinoa a ¢ervend quinoa. Substraty byly vSechny pfipraveny
stejnou metodou, jak je popsano v kapitole 4.4.2.

Pfi ockovani pevnym myceliem narostlo mycelium kordlovce jezatého za podminek
uvedenych v kapitole 4.3.1. uspésné po uplynuti doby 21 dnli na vétSing€ substrati. Nejlépe
se dafilo myceliu na jecnych kroupéch (Obrdzek 11), kukuticné krupici (Obrdzek 12), Cervené
quinoe (Obrdazek 13) a na pSenicnych otrubach (Obrazek 14). Ve vsech téchto piipadech porostl
substrat hustym bilym myceliem.

Substraty, na kterych se mycelium koralovce jezatého neuchytilo, a po uplynuti doby 21 dnti
nedoslo k jeho narlstu byly amarant (Obrdazek 15) a bila quinoa (Obrdzek 16). Zajimavé
pritomje, ze se myceliu na bilé quinoe béhem prvnich dnti kultivace dafilo, ale jiz po prvnim
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tydnu zhnédlo a odumielo. Vysvétlenim, pro¢ na ¢ervené odridé quinoy mycelium koralovce
jezatého narostlo, ale na bil¢ odridé ne by mohl byt rozdilny obsah rozpustného proteinu v obou
odridach. V nedavnych studiich se ukézalo, Ze quinoa s tmavsi barvou semene je nutri¢né
kvalitnéjsi [57][58]. Vykazuje také vyssi kliCivost, coz je pro kultivaci klicové, protoze ¢im vice
jsou semena naklicena, tim ma rostouci mycelium jednodussi ptistup k zivinam [59]. V situaci,
kdy slouzil amarant jako substrat je piekvapivé, ze mycelium nenarostlo, protoze co se
nutri¢nich vlastnosti tyka, ma vSechny ptedpoklady pro to, aby se na ném koralovci jezatému
dafilo. Existuje ale studie, ktera uvadi, Ze amarantova zrna ve srovnani s jinymi obilovinami
jako napft, kukufice nejsou dobrym substratem pro rast plisni [60]. Pro zlepSeni vytéznosti
mycelia by se tedy mohla misto zrn vyuzit amarantova mouka [61].

V ptipad¢, kdy bylo vyuzito pohanky jako substratu (Obrazek 17) sice mycelium koralovce
jezatého narostlo, ne vSak po celé plose substratu.

Obrazek 11 — Jecné kroupy s myceliem Obrazek 13 — Quinoa cervend s myceliem

Obrazek 12 — Kukuricna krupice s myceliem Obrazek 14 — PSenicné otruby s myceliem

34



Obrazek 15 — Amarant s myceliem Obrazek 16 — Quinoa bild s myceliem

Obrazek 17 — Pohanka s myceliem

Pti o¢kovani kombinaci tekutého a pevného mycelia, jak bylo popsano v kapitole 4.3.2 byla
v Erlenmeyerovych bankach ptilisna vlhkost a mycelium spé$né vyrostlo pouze na jednom
ze sedmi substratl, na jecnych kroupach. Piesto byl narlist mycelia v porovnani s metodou
oc¢kovani pevnym myceliem nedostatecny, jak je vidét na Obrdzek 18. Tato metoda ockovani
byla tedy vyhodnocena jako nevyhovujici pro kultivaci koralovce jezatého.
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Obrazek 18 — Srovnani vysledkii kultivace kordlovce jezatého na jecnych kroupach metodou ockovani
kombinaci tekutého a pevného mycelia (vlievo) a pouze pevnym myceliem (vpravo)

5.3 Spektrofotometricka stanoveni aktivnich latek

Nejprve byly charakterizovany jednotlivé obilné 1 pseudoobilné substraty, které byly zvoleny
pro kultivaci koralovce jezatého. Poté byly charakterizovany tytéz substraty s narostlym
myceliem koralovce jezatého a vysledky obou méteni byly porovnany.

5.3.1 Stanoveni celkovych sacharidii podle Duboise

Obsah celkovych sachariddi v jednotlivych vzorcich obilnych a pseudoobilnych muk byl
stanoven pomoci metody dle Duboise, jak je popsano v kapitole 4.5.1. Déle byl celkovy obsah
sacharidi stanoven u vzorkul obilnin a pseudoobilnin porostlych myceliem koralovce jezatého.
Spektrofotometricky byla méfena intenzita vzniklého oranZzového zabarveni v roztocich
jednotlivych vzork.

Kalibra¢ni zavislost, ziskand z kalibra¢ni kiivky je popsand v Rovmice 1. Do ni byly
dosazovany hodnoty naméfenych absorbanci. Ziskané hodnoty celkovych sacharidii
u jednotlivych substrati jsou uvedeny na Obrdzek 19, kde jsou také porovnany s hodnotami
substratii porostlych myceliem.
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Obrazek 19 — Graf koncentraci celkovych sacharidit v analyzovanych substratech a substratech s myceliem

Polysacharidy tvofi v obilnych i pseudoobilnych zrnech vétSinu jejich slozeni, a to v podobé
Skrobu a vlakniny. U obilnych zrn se jedna az o 70-80 % suché hmotnosti. U pseudocerealii
se hodnoty pohybuji mezi 60-80 % v zavislosti na konkrétnim zrné a odrtidé [24].

Pti stanoveni samotnych substrati byly naméfené hodnoty ve srovnani s hodnotami
uvedenymi vyrobcem ve vSech ptipadech o néco nizsi. Naptiklad u je¢nych krup uvadi vyrobce
68 g sacharidii na 100 g vyrobku a naméfena hodnota byla asi 64 g sacharidina 100 g vyrobku.
U pohanky je tento rozdil vyraznéjsi, vyrobce uvadi 68 g sacharidi na 100 g vyrobku
a namé&fend hodnota byla asi 45 g sacharidli na 100 g vyrobku. Nejvice sacharidi pied kultivaci
obsahovaly je¢né kroupy (641,44 = 7,90 mg/g mouky) a nejméné naopak pSeni¢né otruby
(321,64 £ 6,57 mg/g mouky) coZ odpovida nutriénim hodnotdm uvedenym v Tabulka 1.

U vSech pouzitych substratli, aZz na kukufi€nou krupici, byla koncentrace sacharidi
pfi méfeni extraktll s myceliem niZ§i, coz je zplsobeno tim, Ze kordlovec jezaty v prub¢hu
kultivace spotfebovava sacharidy pfitomné v substratu a vyuziva je jako zdroj energie pro rust
a metabolismus [9]. V pfipad¢, kdy byla jako substrat vyuZita kukuficnd krupice doslo
po kultivaci k nartstu celkovych sacharidii. Mycelium, které sacharidy ze substrati zutilizuje,
obsahuje ve své struktufe polysacharidy [62]. JelikoZ na kukufi€né krupici byl zaznamenéan
opravdu husty narist mycelia, je mozné, Ze se pii méfeni projevily pravé polysacharidy ze
samotného mycelia koralovce jeZzatého.

5.3.2 Stanoveni bilkovin dle Hartree-Lowryho

Obsah bilkovin v jednotlivych vzorcich obilnych a pseudoobilnych muk byl stanoven pomoci
metody dle Hartree-Lowryho, jak je popsdno v kapitole 4.5.2. Déle byl obsah ve vodé
rozpustnych bilkovin stanoven u vzorkii obilnin a pseudoobilnin porostlych myceliem
koralovce jezatého. Spektrofotometricky byla méfena intenzita vzniklého modrého zabarveni
v roztocich jednotlivych vzorkda.
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Kalibracni zavislost, ziskana zkalibracni kiivky je popsana v Rovnice 2. Do ni byly
dosazovany hodnoty namétfenych absorbanci. Ziskané hodnoty bilkovin u jednotlivych
substratli jsou uvedeny na Obrazek 20, kde jsou také porovnany s hodnotami bilkovin
u substratli porostlych myceliem.
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Obrazek 20 — Graf koncentraci bilkovin v analyzovanych substratech a substratech s myceliem

Pti stanoveni samotnych substratii byly namétené hodnoty ve srovnani s hodnotami uvedenymi
vyrobcem ve vSech ptipadech vyssi, ptfestoze byly méfeny pouze ve vode¢ rozpustné bilkoviny.
Napftiklad u je€nych krup uvadi vyrobce 9,2 g bilkovin na 100 g vyrobku a naméfena hodnota
byla asi 17,5 g bilkovin na 100 g vyrobku. Ze vSech substrati byla naméfena nejvyssi hodnota
u pSenicnych otrub (54,75 + 0,44 mg/g mouky) a nejniz§i u kukuficné krupice
(9,64 + 0,35 mg/g mouky).

Celkové mnozstvi ve vodé€ rozpustnych bilkovin se zvysilo u vSech zkoumanych vzorki
po kultivaci koralovce jezatého. U nekterych substratt, naptiklad u pSeni¢nych otrub byl nartist
mensi, asi 0 50 %. U jinych, napiiklad u kukufi¢né krupice narostl obsah proteint vice nez
desetkrat (z 9,64 + 0,35 mg/g na 113,45 + 1,95 mg/g). V tomto nérlstu se projevuji bilkoviny,
které obsahuje samotné mycelium koralovce jezatého, ¢imz by se vysvétlilo naptiklad zna¢né
navySeni hodnoty proteinu u vzorku s kukufici, protoze na tomto vzorku byl zaznamenan
opravdu zna¢ny nartst mycelia. Zaroven mycelium koralovce jeZatého vylucuje enzymy, které
mohou rozkladat slozité bilkoviny na mensi, ve vod¢ rozpustné, proteiny.

Népadny je vysoky narist ve vodé rozpustnych proteint u bilé quinoy, u které byla naméfena
hodnota po kultivaci nejvyssi (155,62 + 1,80 mg/g) oproti nartistu u cervené quinoy. Rozdil
muZe byt zpusobeno silnéjSimi rozkladnymi procesy u bilé quinoy, pii kterych dochazi
k hydrolyze proteini a je tedy zvySena jejich rozpustnost ve vodé [63].

5.3.3 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Obsah celkovych fenolickych latek v jednotlivych vzorcich obilnych a pseudoobilnych muk
byl stanoven podle navodu v kapitole 4.5.3. Dale byl celkovy obsah fenolickych latek stanoven

38



u vzorki obilnin a pseudoobilnin porostlych myceliem koralovce jezatého.
Spektroforometricky byla méfena intenzita vzniklého zabarveni v roztocich jednotlivych
vzorkd.

Kalibracni zavislost, ziskana z kalibracni kiivky je popsana v Rovmice 3. Do ni byly
dosazovany hodnoty naméfenych absorbanci. Ziskané hodnoty celkovych fenolickych latek
u jednotlivych substrati jsou uvedeny na Obrdzek 21, kde jsou také porovnany s hodnotami
substratl porostlych myceliem.
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Obrazek 21 — Graf koncentraci celkovych fenolickych latek v analyzovanych substrdtech a substrdtech
s myceliem

Pti stanoveni samotnych substratl byla nevyssi naméiend hodnota fenolickych latek u ¢ervené
quinoy (3,54 + 0,01 mg/g) a pohanky (3,31 + 0,13 mg/g). Nejniz$i hodnotu fenolickych latek
naopak vykazovaly jecné kroupy (0,72 + 0,02 mg/g) a kukufi¢na krupice (0,70 + 0,05 mg/g).

Celkové mnozstvi fenolickych latek se po kultivaci mycelia kordlovce jezatého vyrazné
navysilo u vSech pouZitych substrati. Ve vétSin€ piipadi byl narist vice nez pétinasobny, coz
je zpisobeno velkym mnozstvim polyfenold v myceliu koralovce jezatého, které obsahuje
az 23,26 mg fenolickych latek na 1 g suSiny [64][65]. Kultivace koralovce na substratech
pomohla k uvolnéni fenolickych latek z matrice substratii, coz se také projevilo v navySeni
hodnot. Nejvyssi obsah, u substratu s myceliem, byl naméten u pohanky (13,82 + 0,32 mg/g
vzorku). Velmi vysokou hodnotu vykazoval také vzorek bilé quinoy (13,20 + 0,23 mg/g
vzorku), coz je zajimavé, protoZze samotnd cCervend quinoa (3,54 + 0,01 mg/g mouky)
vykazovala vice fenolickych latek nez bila. (3,11 £0,02 mg/g mouky). To potvrzuje
1 literatura [58].

Existuji ale také studie, které prokazuji zvySeni koncentrace fenolickych latek pfi tepelné
uprave [66]. Je tedy mozné, Ze se jejich obsah ve vzorcich zvysil pii autoklavovani.
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5.3.4 Stanoveni celkovych flavonoidi

Obsah celkovych flavonoidll v jednotlivych vzorcich obilnych a pseudoobilnych muk byl
stanoven podle navodu v kapitole 4.5.4. Déle byl celkovy obsah flavonoida stanoven u vzorkl
obilnin a pseudoobilnin porostlych myceliem kordlovce jezatého. Spektroforometricky byla
méiena intenzita vzniklého zabarveni v roztocich jednotlivych vzork.

Kalibra¢ni zavislost, ziskana z kalibracni kiivky je popsand v Rovmice 4. Do ni byly
dosazovany hodnoty naméfenych absorbanci. Ziskané hodnoty celkovych flavonoidii
u jednotlivych substratii jsou uvedeny na Obrdzek 22, kde jsou také porovnany s hodnotami
substrath porostlych myceliem.
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Obrazek 22 — Graf koncentraci celkovych flavonoidii v analyzovanych substratech a substratech s myceliem

Pii stanoveni samotnych substratli byla nevy$$i naméfend hodnota flavonoidii u pohanky
(0,68 = 0,06 mg/g). Nejnizsi hodnotu fenolickych latek naopak vykazovaly je¢né kroupy
(0,13 £ 0,00 mg/g) a amarant (0,14 + 0,01 mg/g).

Ackoliv u vSech substrati po kultivaci s myceliem doSlo k nartistu celkového mnoZstvi
flavonoidii, u nékterych vzorkd byla hodnota zvySena razantnéji. Pfitom kordlovec jezaty
obsahuje az 3,26 mg flavonoidi na 1 g susiny [65]. V piipadé jecnych krup a kukufi¢né krupice
se zvysil obsah flavonoidl zhruba dvakrat. U ervené quinoy to bylo pouze o 15 %. Vyrazné&ji
se zvysila hodnota celkovych flavonoidi u téch vzorki, na kterych se mycelium neuchytilo.

Zésadni vliv na mnozstvi flavonoidl v extraktech ma jednak extrakéni €inidlo. V nasem
pfipadé¢ bylo pouzito vodnych extraktu, ale ethanolové extrakty vykazuji vysSi obsah
fenolickych latek [65].

5.3.5 Stanoveni celkové antioxidacni kapacity

Obsah celkové antioxida¢ni kapacity v jednotlivych vzorcich obilnych a pseudoobilnych muk
byl stanoven pomoci metody TEAC, jak je popsano v kapitole 4.5.7. Déle byl obsah celkové
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antioxidacni kapacity stanoven u vzorkd obilnin a pseudoobilnin porostlych myceliem
koralovce jezatého. Spektrofotometricky byla métena intenzita vzniklého zabarveni v roztocich
jednotlivych vzorkd.

Kalibrac¢ni zavislost, ziskana z kalibracni kiivky je popsand v Rovmice 5. Do ni byly
dosazovany hodnoty naméfenych absorbanci. Ziskané hodnoty celkové antioxidacni kapacity
u jednotlivych substrati jsou uvedeny na Obrdzek 23, kde jsou také porovnany s hodnotami
substratl porostlych myceliem.
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Obrazek 23 — Graf koncentraci celkové antioxidacni kapacity v analyzovanych substratech a substrdtech
s myceliem
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Pti stanoveni samotnych substrati byla nevyssi naméfena hodnota antioxida¢ni kapacity
vzorky jecnych krup (0,81 = 0,06 mg/g) a kukuti¢né krupice (1,02 + 0,08 mg/g).

Na grafu je vidét zvySeni antioxidacni kapacity u vSech obilnych i pseudoobilnych substrati
az na amarant. Koralovec jeZaty produkuje mnohé slou€eniny s antioxida¢nimi vlastnostmi
jako fenolické slouceniny, flavonoidy nebo i n€které polysacharidy [67]. Samotna pfitomnost
mycelia kordlovce jezatého na substratech cerealii a pseudocerealii muize pfitom také
stimulovat aktivaci jejich antioxida¢nich drah [68]. Bylo také popsano, Ze kordlovec jezaty ma
schopnost sniZzovat oxida¢ni stres a tato schopnost muze, diky zachovani antioxida¢nich
sloucenin, zvySovat antioxida¢ni kapacitu substratu [69].

K nejvétsimu nartistu antioxidacni kapacity v porovnani se stavem pred kultivaci mycelia
koralovce jezatého doSlo u substratu jecné kroupy, kde se antioxidacni kapacita navysila
z 0,81 + 0,06 mg/gna 2,76 + 0,11 mg/g, tedy vice nez ttikrat.

Naopak u vzorku amarantu nedoslo ke zvySeni hodnoty celkové antioxidacni aktivity, ale
naopak k jejimu mirnému snizeni z 1,93 + 0,02 mg/g na 1,51 + 0,08 mg/g. Pfitom amarant
patiil k substratim, na kterych kultivace mycelia kordlovce jezatého neprobehla uspésné.
Pfitomto procesu mohlo tedy dojit k degradaci n€kterych sloucenin a tim padem ke snizZeni
celkové antioxidacni aktivity. Samotny amarant je pseudoceredlie s velmi vysokou hodnotou
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antioxidacéni aktivity [70]. Naopak samotné je¢né kroupy tak vyznamnou antioxidacni aktivitu
neukazuji, ale po nartstu mycelia kordlovce jezatého se v tomto ohledu s prehledem vyrovnaji
1, na antioxidanty bohatym, pseudocerealiim jako pravé amarant.

5.4 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC

Obsah lipidu a jednotlivych mastnych kyselin byl stanoven ve vzorcich vybranych obilnych a
pseudoobilnych substrati a stejnych substratti s myceliem kordlovce jezatého, jak je popsano
v kapitole 4.5.5. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulka 5 a v Tabulka 6.

Tabulka 5— Hodnoty mastnych kyselin v substratech bez mycelia

Obsah Zastoupeni typi MK [%]

Vzorek lipida

[9/100 g] SFA MUFA PUFA
Jecné kroupy 2,25 27,95 8,76 63,31
Kuku¥fi¢na krupice 3,41 17,78 21,18 61,06
Quinoa bila 5,50 9,89 27,52 62,6
Quinoa ¢ervena 6,72 10,82 29,96 59,23
Pohanka 2,93 15,72 41,39 42,9
PSeni¢né otruby 6,54 18,11 15,79 66,11
Amarant 7,43 22,43 28,5 49,09

Jak je uvedeno v Tabulka 5, kterd zobrazuje hodnoty lipidii a mastnych kyselin ve vzorcich
substrati bez mycelia koralovce jeZatého, nejvyssi obsah lipidi vykazovaly vzorky amarantu
(7,43 +0,10 g/100 g) Cervené quinoy (6,72+0,28 g/100g) a pSenicnych otrub
(6,54 0,26 g/100 g). Pfi porovnani s nutricnimi hodnotami, které byly uvedeny vyrobcem
(uvedeny v Tabulka 1) hodnoty u amarantu (vyrobce uvadi 7 g) a cervené quinoy (vyrobce
uvadi 6,7 g) odpovidaji, u pSeni¢nych otrub (vyrobce uvadi 4,2 g) byla ale namétena vyrazné
niz8i hodnota. U bilé quinoy naméfend hodnota (5,50 + 0,04 g/100 g) hodnoté uvedené
vyrobcem (5,5g) odpovidd idealné¢, podobné tomu je v pfipadé jecnych krup
(2,254 0,26 g/100 g, vyrobce uvadi 2,8 g). U kukuficné krupice (3,41 + 0,26 g/100 g, vyrobce
uvadi 2 g) a pohanky (2,93 + 0,26 g/100 g, vyrobce uvadi 2 g) byly ale naméfeny o néco vyssi
hodnoty, nez je uvedeno na obalu vyrobku.
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Tabulka 6 — Hodnoty mastnych kyselin v substratech s myceliem

Obsah Zastoupeni typti MK [%]
Vzorek [J,ilp(i)‘éﬁg] SFA MUFA PUFA
Jeéné kroupy 2,90 23,34 14,84 55,83
Kukufi¢na krupice 4,15 16,85 22,17 60,98
Quinoa bila 12,48 9,14 29,16 61,71
Quinoa Cervena 6,00 9,18 43,04 47,79
Pohanka 7,72 17,69 45,33 36,98
PSenic¢né otruby 7,69 17,84 19,15 63,03
Amarant 12,50 22,98 29,89 47,13

V Tabulka 6 jsou uvedené hodnoty celkovych lipidi a mastnych kyselin u vzorka substratu
po kultivaci mycelia koralovce jezatého. Pii porovnani hodnot s témi v Tabulka 5 je ztetelné,
ze se u vSech pouzitych substrati, s vyjimkou €ervené quinoy, mirné€ zvysila hodnota celkovych
lipidli. V porovnani s mnozstvim bilkovin nebo sacharida je obsah lipidi v koralovci jezatém
nizky [71], proto nejsou rozdily mezi hodnotami celkovych lipidii v substratech a v substratech
s myceliem tolik vyrazné (napiiklad u jecnych krup bez mycelia 2,25 g/100 g, s myceliem
2,90 g/100 g).

Co se jednotlivych typi mastnych kyselin tyce, byly porovnavany nasycené mastné kyseliny
(SFA), mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA).
U vSech substrati s myceliem, s vyjimkou ¢ervené quionoy, pievazovaly polynenasycené
mastné kyseliny s procentualnim podilem 47 aZ 63 %, ty maji pfitom velmi pfiznivy vliv
nalidské zdravi [72]. V pfipadé Cervené quinoy se potom jednalo o mononenasycené mastné
kyseliny, které tvoftily asi 43 %.

Literatury uvadi, ze plodnice koralovce jezatého obsahuji 47,57 +£1,47 g/100 g SFA,
26,80 £ 1,19 g/100 g MUFA a 25,63 £0,28 g/100 g PUFA (v susin¢) [73]. Jak je ale jasné
z Tabulka 5, samotné obilné a pseudoobilné substraty obsahuji velké mnoZzstvi PUFA,
coz ovlivnilo 1 kone¢ny pomér mastnych kyselin.

5.5 Stanoveni pigmenti a lipofilnich metabolitii pomoci HPLC

Obsah pigmentd, karotenoidl a chlorofylii, a lipofilnich metabolitii byl stanoven ve vzorcich
vybranych obilnych a pseudoobilnych substratii a stejnych substratli s myceliem kordlovce
jezatého, jak je popsano v kapitole 4.5.6. Vysledky méteni jsou uvedeny v Tabulka 7 a v
Tabulka 8.
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Tabulka 7 — Hodnoty stanovenych pigmentii a lipofilnich metabolitii u vzorkii substratii bez mycelia

Vzorek Ergosterol | Ubichinon Lutein Torulen | Tokoferol
[ng/gl] [ng/gl [ng/g] [ng/gl [ng/g]
Je¢né kroupy 7,678 25,52 0,364 - -
Kukufi¢na krupice - 19,554 8,236 18,518 -
Quinoa bila 63,253 - 0,460 - 48,516
Quinoa ¢ervena - 150,922 1,235 18,553 48,720
Pohanka 12,210 48,658 0,286 - 24,854
PSenic¢né otruby 145,407 85,281 0,352 - 69,173
Amarant 10,768 110,58 0,045 18,205 -

U vsech métenych vzorkl ceredlii a pseudocerealii byl detekovan lutein, typ kartotenoidu
se silnou antioxida¢ni kapacitou. Lutein, podle literatury, je v obilovinach a mnohych
pseudoobilnindch ptirozené pfitomen [74]. Vyrazné nejvyssi obsah luteinu pfitom vykazoval
vzorek kukufi¢né krupice (18,518 nug/g), jelikoz v kukufici se obecné rizné typy karotenoidd
objevuji ve vétSim mnozstvi nez v jinych obilnindch [75]. Torulen, taktéz karotenoid, ktery je
produkovan predev§im mikroorganismy, ale ve stopovém mnozstvi se mize objevit i u obilnin
[76]. Detekovan byl v relativné vysokém mnozstvi (nad 18,0 ug/g) ve vzorku kukufi¢né krupice
a amarantu. Ergosterol, steroidni sloucenina taktéz produkovand mikroorganismy, byl
detekovan u vSech vzorki substrati s vyjimkou kukutiéné krupice a ¢ervené quinoy. Je tedy
velmi pravdépodobné, Ze ptitomnost ergosterolu ve vzorcich je zpusobena pfirozenou
kontaminaci obilnin a pseudoobilnin plisnémi, ptipadné kontaminaci ve vyrobé [77]. Vyrazné
nejvetsi mnozstvi ergosterolu bylo zjisténo ve vzorku pSeni¢nych otrub (145,407 pg/g). Krome
vzorku bilé quinoy byl ve vSech substratech pfitomny ubichinon, neboli koenzym Q10, ten se
obvykle vyznamné neobjevuje u vzorkil obilnin ve vyznamném mnoZstvi, ale u métenych
pseudocerealii se projevil vyrazné&ji [78]. Nejvyssi hodnota ubichinonu byla naméfena u quinoy
cervené (150,992 ug/g) [79]. Dale byl ve vzorcich detekovan tokoferol (vitamin E), ktery
se Vv obilnych a pseudoobilnych zrnech pfirozené vyskytuje. Amarant, quinoa a pohanka obecné
plati za dobré zdroje vitaminu E. Literatura uvadi tato mnoZstvi tokoferolu: pro quinou
24,7 ug/g, pro amarant 15,4 ug/g a pro pohanku 6,3 pg/g [80]. Namétené hodnoty jsou ale
vyrazné vyssi: pro bilou quinou 48,516 ng/g, pro ervenou quinou 48,720 pg/g a pro pohanku
24,854 pg/g. U vzorku amarantu viibec nebyl tokoferol detekovan. To mohla zavinit vysoka
citlivost tokoferolu na teplo a svétlo. Mohlo dojit k k nedokonalé extrakci vlivem vnéjSich
podminek. Naopak u pSeni¢nych otrub se nachazel tokoferol v relativné vysokém mnozstvi
69,173 pg/g. Ostatni pigmenty a lipofilni metabolity byly ve vzorcich bud ptitomny
v zanedbatelném mnozstvi nebo nebyly viibec detekovany, a proto nebyly uvedeny v Tabulka
7 av Tabulka 8.
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Tabulka 8 — Hodnoty stanovenych pigmentii a lipofilnich metabolitii u vzorkii substratii s myceliem

Vzorek Ergosterol | Ubichinon Lutein Torulen | Tokoferol
[ng/gl] [ng/gl [ng/g] [ng/gl [ng/g]

Je¢né kroupy 506,453 212,723 0,064 - 94,182
Kukufi¢na krupice 302,384 104,628 3,422 18,454 -
Quinoa bila 27,373 - 0,584 - 341,486
Quinoa ¢ervena 460,800 328,433 0,204 18,610 104,248
Pohanka 347,284 803,723 0,678 - 94,356
PSenic¢né otruby 527,388 535,069 0,238 - 121,256
Amarant 57,759 280,134 0,040 18,292 -

V Tabulka 8 je vidét velmi napadné zvysSeni mnozstvi ergosterolu ve vzorcich po kultivaci
mycelia jeZatého. Ergosterol je hlavni sterolovou slozkou vétSiny hub [77]. ZvySena hodnota
u zkoumanych vzorkt tedy odpovida predpokladiim. Zaroven u vzorkt, na kterych mycelium
koralovce jezatého zdarné nenarostlo, tedy na amarantu a bilé quinoe, bylo detekovano napadné
niz8i mnozstvi ergosterolu nez u vzorkd ostatnich. Podobné jako ergosterol, také ubichinon
je ptitomny v myceliu kordlovce jezatého. Jedna se o koenzym dychaciho fetézce a je tedy
pro houbu nezbytny pro produkci energie [81]. Proto také u vSech vzorki, s vyjimkou bilé
quinoy, doslo k vyraznému navySeni mnozstvi ubichinonu po kultivaci mycelia koralovce
jezatého. Nejvice ubichinonu bylo pfitom stanoveno ve vzorku pohanky (803,723 nug/g). Lutein
se vyskytoval v samotnych substratech. Neni ov§em obsaZzen v myczeliu koralovce jezatého.
Proto se také hodnoty v Tabulka 7 ve srovnani s hodnotami v Tabulka 8 prakticky neproménily.
Stejné hodnoty pied a po kultivaci kordlovce jezaté¢ho zlstaly také v ptipadé¢ torulenu. Jedna
se o kartenoid syntetizovany kvasinkami a houbami [82]. Produkce zavisi ale nejen na druhu
houby, ale také na podminkéch ristu. Za podminek kultivace, se kterymi tato prace pracuje,
se produkce torulenu nepotvrdila. Naopak mnozstvi tokoferolu, tedy vitaminu E, se ve vzorcich
po kultivaci vyrazné navysilo.

5.6 Aplikace koralovce jeZatého v potravinaiském pramyslu

Nasim méfenim bylo prokdzano, Ze pouzité substraty po kultivaci s kordlovcem jezatym
vykazovaly zlepSené a zajimavéjs$i nutricni hodnoty. Vzhledem k tomu, Ze jako nckteré
substraty byly zvoleny 1 bezlepkové pseudoobilniny, mohly by pomoci kordlovce jeZatého byt
nutricn€ vylepseny 1 bezlepkové produkty, které byvaji nutriéné malo zajimavé.

Z provedenych analyz vyplyva, ze kordlovec jezaty ptedstavuje potencial pro potravinarsky
primysl diky svym vyZivovym a terapeutickym vlastnostem. Jedna se o siln¢ bioaktivni houbu
s vysokou antioxida¢ni kapacitou. Produkuje také celou fadu bioaktivnich metabolit. V ramci
této prace byl zkouman napt. ergosterol nebo ubichinon. Nabizi se tedy jeho vyuziti
k obohaceni rlznych potravinaiskych vyrobkli, jako funkéni potravina nebo jako
nutraceutikum, tedy potravina, ktera poskytuje Iékaiské nebo zdravotni vyhody [83].

Zaclenéni korélovce jezatého do potravin miiZze probihat také ve formé houbového extraktu,
houbového prasku (z houbové susiny) nebo napt. houbové pasty. Dilezité je ale pfipomenout,
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ze samotné zpracovani a ptfitomnost jinych slozek v potravinach muze ovlivnit bioaktivni
ucinky koralovce jezatého [84].

Jelikoz jsou houby bohaté na vldkninu, existuji vize, ze by mohly v budoucnosti nahradit
nejbéznéjsi obilné mouky [85]. Obohacenim pseudoobilnych muk o koralovce jezatého by tedy
mohla vzniknout nahrazka soucasnych obilnych muk s nasobné lepsSimi vyzivovymi
vlastnostmi. Existuji také studie, které prokazuji, ze pridavek houbového mycelia do pseni¢né
mouky neovlivnil nepfiznivé strukturu ani senzorické vlastnosti chleba [85].

Vyuziti v potravinarském primyslu najdou také, Casto siln€ bioaktivni, polysacharidy
koralovce jezatého. V soucasné dobé¢ jsou jiz dostupné jako nutraceutika, ale nékteré studie
se zabyvaji zaClenénim polysacharidii produkovanych houbami do potravin, které obsahuji
obiloviny (napf. chléb, téstoviny, kolace) [86]. Podobné by se daly extrakty z koralovce
jezatého ptidavat do ¢aju, miisli nebo proteinovych tycinek nebo kasi.

Jelikoz jsou v soucasnosti houby konzumovany piedevsim v ptirozené forme nebo ve forme
dopliiku stravy, neni jejich aplikace jako funkéni potraviny zatim fadn€ prozkoumana [84].
Ackoliv je koralovec jezaty z hlediska pozivatelnosti netoxicky, bude u budoucich funkénich
potravin s jeho ptidavkem nutné provést antimikrobidlni testy a testy cytotoxicity.
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6 ZAVER

Tato bakalafskd prace méla za cil charakterizovat koralovce jezatého jako producenta
bioaktivnich latek. V teoretické Casti byly popsany sekundarni metabolity koralovce jezatého,
které jsou zodpovédné za jeho biologicky aktivni a antioxida¢ni ucinky.

V experimentalni ¢asti prace bylo nejprve kultivovdno mycelium korédlovce jezatého
na vybranych obilnych a pseudoobilnych substratech, tedy na jecnych kroupach, kukufi¢né
krupici, bilé a ¢ervené quinoe, pohance, pSeni¢nych otrubach a amarantu. Kultivace probihala
nejefektivnéji po zaockovani pevnym myceliem. Ockovani kombinaci pevného a tekutého
mycelia bylo vyhodnoceno jako nevhodné pro kultivaci ve zvolenych podminkéach.

Na substratech jecné kroupy, kukuficna krupice, Cervené quinoa a pSenicné otruby doslo
k uspésné kultivaci hustého bilého mycelia kordlovce jezatého, zatimco u substratu pohanka
mycelium koralovce jezatého také narostlo, nebylo ovSem tak silné jako v pfedchozich
ptipadech. Vysledky ale naznacuji, Ze vSechny tyto substraty poskytuji vhodné prostiedi
pro rist a vyvoj houby. Na substratech bila quinoa a amarant se potom mycelium viibec
neuchytilo.

Dale byly u jednotlivych substrati a u substrati s myceliem koralovce jezatého stanoveny
nutri¢ni parametry a antioxida¢ni kapacita pomoci vybranych spektrofotometrickych metod.
S narGstem mycelia se snizil obsah sacharidii ve vzorcich az na ptipad kukuti¢né krupice, kdy
se vdtsledku hust¢tho narGstu mycelia hodnota zvySila z485,22 7,63 mg/g
na 663,23 + 4,53 mg/g. Mnozstvi ve vod¢ rozpustnych proteint se ale vyrazné navysilo u vsech
substratii. Nejvyrazn€j$i narGst zaznamenal opé&t vzorek kukufiéné krupice zhodnoty
9,64 0,35 mg/gna 113,45 + 1,95 mg/g. Hodnota celkovych fenolickych latek a flavonoidii se
také s pfidavkem mycelia vyrazné zvétSila. U méfeni fenolickych latek po kultivaci nejvyssi
hodnoty vykazoval vzorek pohanky (13,82 + 0,32 mg/g) a u flavonoidi vzorek bilé quinoy
(1,49 + 0,03 mg/g). Celkova antioxidacni kapacita se po kultivaci mycelia ve vSech vzorcich
(s vyjimkou amarantu) také navysila, a to 1 pfesto, ze samotné substraty vykazuji samy o sob¢
silnou antioxidani kapacitu. K nejvétSimu ndrdstu antioxidacni kapacity v porovnani
se stavem pied kultivaci mycelia doslo u substratu jecné kroupy, kde se antioxida¢ni kapacita
navysila z 0,81 £ 0,06 mg/g na 2,76 + 0,11 mg/g, tedy vice neZ ttikrat.

Obsah lipidi a zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin byl méfen metodou GC.
V porovnani s mnozstvim bilkovin nebo sacharidii byl obsah lipid v myceliu koralovce
jezatého nizky, tedy rozdily v obsahu lipidi v substratech pfed s po kultivaci nebyly nijak
zavratné. Napiiklad hodnota 2,25 g/100 g u substratu jecné kroupy se po kultivaci mycelia
jezatého navysila na 2,90 g/100 g.

Dalsi biologicky aktivni latky byly detekovany metodou HPLC. Korédlovec jeZaty obilné
a pseudoobilné substraty obohatil ptedevSim o ergosterol, tokoferol a ubichinon. Samotné
obilniny ve vSech ptipadech obsahovaly lutein, nejvice kukufi¢na krupice 18,518 pg/g. Po
kultivaci se ve vSech substratech vyrazné navysila hodnota ergosterolu. Napiiklad pted
kultivaci byla hodnota ergosterolu v je¢nych kroupach 7,68 pg/g a po kultivaci 506,45 pg/g.
Témetr u vSech vzorkd doslo také k zvySeni hodnot ubichinonu (pohanka z 48,66 pg/g na
803,72 ng/g) a tokoferolu (bila quinoa z 48,52 ng/g na 341,48 pg/g). Hodnoty torulenu ztstaly
po kultivaci prakticky nezménéné. Naptiklad hodnota u amarantu pred kultivaci 18,21 pg/g je
prakticky shodna s hodnotou 18,29 pg/g po kultivaci.
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V posledni ¢asti prace byla diskutovana mozna doporuceni pro aplikace kordlovce jezatého
v potravinaiském pramyslu. Zaméfila se na obohaceni cerealnich a pseudocerealnich vyrobki
o houbu koralovce jezatého. Kordlovec jezaty, ve formé extraktu nebo houbového prasku, byl
vyhodnocen jako vhodna forma pro fortifikaci funkénich potravin. Nejvhodnéjsi aplikaci je
nahrada ¢asti obilnych nebo pseudoobilnych muk houbovym praskem. Timto zplisobem mtize
byt pfipraveno pecivo, téstoviny nebo jiné potraviny.

Do budoucna je nutné pokracovat ve vyzkumu funk¢nich potravin obohacenych o houbové
extrakty. Tato oblast nabizi vyznamny potencidl pro inovaci a vyvoj novych potravinaiskych
produktt.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

%

%. hm.
°C
ABTS
AF2S-2

BF2S-2

cm
DPY
FID

GC
HEP-3
HEP-5
HEPA 1

HEPA 4

HEPF 5
HPLC
HPP

MUFA
nm
PDA
PDA

PUFA
RI

rpm
SFA
TEAC
YMEA

ng

pum

procento

hmotnostni procento

stupen Celsia
2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
polysacharid izolovany z k. jezatého, monosacharidové slozeni: Glc,
Man, Fuc v poméru 96,3:2,8:0,9

polysacharid izolovany zk. jezatého, monosacharidové slozeni: Glc,
Man, Fuc v poméru 95,7:3,1:0,6

centimetr

médium z kvasniéného extraktu peptonové dextrozy

plamenny ioniza¢ni detektor

gram

plynova chromatografie

polysacharid izolovany z k. jezatého, monosacharidové slozeni: Glc
polysacharid izolovany z k. jezatého, monosacharidové slozeni: Glc
polysacharid izolovany zk. jezatého, monosacharidové sloZeni:
Glc, Ara, Xyl v poméru 33,1:1,7:1,0

polysacharid izolovany zk. jezatého, monosacharidové slozeni:
Glc, Ara, Xyl, Man, Gal v poméru 3,6:2,3:3,5:1,0:1,7

polysacharid izolovany z k. jezatého, monosacharidové slozeni: Glc
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

polysacharid izolovany z k. jezatého, monosacharidové slozeni: Glc
molarni

miligram

mililitr

milimoléarni

milimetr

mononenasycené mastné kyseliny

nanometr

detektor diodového pole

médium z agaru a bramborového Skrobu

zaporny logaritmus vodikovych ionti

polynenasycené mastné kyseliny

refrakéni detektor

otacky za minutu

nasycené mastné kyseliny

antioxidac¢ni kapacita latek ekvivalentni Troloxu

médium z kvasni¢ného extraktu, maltézy a agaru

Watt

mikrogram

mikrolitr

mikrometr
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