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SOUHRN

Tato prace se zabyva tfeti nejpeéstovangjsi houbou na svété, houzevnatcem
jedlym (Lentinula edodes, Berk., Pegler), konkrétné nékterymi jejimi sirnymi
slouceninami. Jedna se o houbu casto oznaCovanou za elixir Zivota nebo také houbu
dlouhovékosti, jelikoz ma fadu prokdzanych pozitivnich U¢inkd na lidské zdravi.
Snizuje vysoky krevni tlak, hladinu cholesterolu, posiluje imunitu organismu a pusobi
preventivné proti nékterym typtum rakovinného bujeni. Tuto popularni houbu lze nalézt
1 pod nazvy shiitake, Siitake, Sii-také, Sii-také, Sitake, shii-ta-ke Ci Sitake.

V této praci byl popsan postup pro izolaci netékavého prekurzoru aroma houby
shiitake, lentinikové kyseliny. Zaroven byla vyvinuta analytickd metoda umoznujici
kvantitativni stanoveni této slouc¢eniny pomoci HPLC/DAD.

Lentinikova kyselina, sirnd sloucenina hub shiitake, je netékavy prekurzor
t€kavych cyklickych sirnych latek, hlavné lentioninu. T¢kavé latky vznikaji pii suSeni
hub shiitake ptsobenim enzymut y-glutamyltransferasy a C-S lyasy pravé na tuto
kyselinu. Optimalni pH pro aktivitu zminénych enzymui se nachazi kolem hodnoty 9.
Tékavé latky byly izolovany z Cerstvych hub shiitake tfemi riznymi postupy, a sice
a) pomoci Likers-Nickersonovy aparatury, b) pfimou extrakci a ¢) pfimou extrakci
stupravou pH vzorku na hodnotu 9,0. Tyto tekavé slouceniny byly nasledné
analyzovany a identifikovany metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci
(GC-MS). Ziskané vysledky potvrdily, Ze za hodnot pH ptirozené panujicich v shiitake
(pH 6,5) se tvoii pouze malé mnozstvi tékavych sirnych latek. Naopak upravou pH
homogenatu na hodnotu 9,0 byly aktivovany oba klicové enzymy y-glutamyltransferasa
a C-S lyasa, které jsou zodpovédné za preménu lentinikové kyseliny na t€kavé cyklické

sirné latky, a tudiz tento extrakt obsahoval velké mnozstvi tékavych sirnych latek.

klicova slova: Lentinula edodes, shiitake, lentinikova kyselina, lentionin



SUMMARY

This work deals with the third most frequently grown mushroom worldwide,
namely with Lentinula edodes (Berk., Pegler), especially with its sulfur compounds.
This mushroom is often named as an elixir of life, longevity, or sponge with many
proven positive biological effects on human health. It reduces high blood pressure,
cholesterol level, strengthens the immunity of the organism and has a preventive effect
against some types of cancer. This popular mushroom is also known under names
of shiitake, shii-take or shii-ta-ke.

The present thesis describes the procedure for the isolation of the non-volatile
flavor precursor of shiitake mushrooms, lentinic acid. Furthermore, an analytical
method was developed for the quantitative determination of this compound
by HPLC/DAD.

Lentinic acid, a sulfur compound of shiitake mushrooms, is a non-volatile
precursor of cyclic volatile sulfur compounds, mainly lenthionine. These volatile
substances are formed during the drying of shiitake mushrooms by the concerted action
of enzymes called y-glutamyltransferase and C-S lyase that catalyze breakdown
of lentinic acid. The pH optimum for these enzymes is around 9. Volatile compounds
were isolated from fresh shiitake mushrooms by three different procedures:
a) Likers-Nickerson apparatus, b) direct extraction and c) direct extraction of the sample
after adjusting the pH to 9.0. These volatile compounds were analyzed and identified
by gas chromatography with mass spectroscopy (GC-MS). The results confirmed that at
the pH value naturally prevailing in shiitake (pH 6.5), only a small amount of volatile
sulfur compounds is formed. Adjusting the homogenate pH to 9 activated both enzymes
(y-glutamyltransferase and C-S lyase) responsible for the conversion of lentinic acid
into cyclic volatile sulfur substances, resulting in the formation of a significantly larger

amount of volatile sulfur compounds.

Keywords: Lentinula edodes, shiitake, lentinic acid, lenthionine
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Uvod

1 Uvod

HouzZevnatec jedly (Lentinula edodes, Berk., Pegler) patii mezi tfi nejoblibenéjsi
a zaroven nejvice produkované houby Daélného vychodu spolu s pecarkou
dvouvytrusnou (Agaricus Dbisporus, J.E. Lange, Pilat) a hlivou ustfi¢nou
(Pleurotus ostreatus, Jacq. ex Fr., Kumm). (server biolib.cz)

Jeji lidovy nazev shiitake (8ii-také) pochazi z japonskych slov: ,,shii* jako vyraz
pro listnatou dievinu a ,také*, coz znamena houba. V Cing je tato houba zndma
pod nazvem ,,Xiang-gu®, v piekladu vonici houba. V USA je také znama jako ,,Black
forest mushroom®, v piekladu: ,,éernd lesni houba“. Ve Francii je shiitake znamo
pod nazvem lectin. Tato houba pochazi z Japonska a Ciny, kde je pouzivana jiz
ptes 2000 let. Dnes se Lentinula edodes péstuje ve velkém méfitku, celosvétova rocni
produkce dosahuje fadove stovek tisic tun. (CHEN, 2005)

Tato houba je Casto oznaovana za elixir zivota nebo také houbu dlouhovékosti,
jelikoz ma fadu prokazanych pozitivnich ucinkd na lidské zdravi. Snizuje vysoky krevni
tlak, hladinu cholesterolu, posiluje imunitu organismu a putsobi preventivné proti
nékterym typim rakovinného bujeni. (SOLOMON, 2005)

V shiitake je pomérné vysoky obsah bilkovin. Obsahuje téz fadu polysacharidii,
vitaminy skupiny B, vitamin D a stopové prvky. (SMOTLACHA, 1992)

Tékavé sirné slouceniny vyskytujici se v shiitake jsou zodpovédné za jejich
typickou vuni a chut. Jejich prekurzorem je netékava sirna slou¢enina—lentinikova
kyselina, ktera je rozkladana spolecnym pisobenim dvou enzymi y-glutamyltransferasy

a C-S lyasy, na tékavé sirné slouceniny, jako je napf. lentionin.
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2 Teoreticka cast

2.1 Zarazeni Lentinula edodes do botanického systému

HouZevnatec jedly, (Lentinus edodes, Berk., Singer nebo Lentinula edodes,
Berk., Pegler), dale jen LE, se fadi do fiSe houby (Fungi), tfidy stopkovytrusné
(Agaricomycetes), fadu pecarkotvaré (Agaricales), celedi Spickovité (Marasmiaceae).
(server biolib.cz)

Védecka synonyma Lentinula edodes jsou Agaricus edodes, Berk., Armillaria
edodes, Berk., Sacc., Collybia shiitake, J. Schrét., Cortinellus shiitake, J. Schrét.,
Henn., Lentinus mellianus, Lohwag, Lentinus tonkinensis, Pat., Lepiota shiitake,
J. Schrét., Tanaka, Mastoleucomyces edodes, Berk., Kuntze, Tricholoma shiitake,
J. Schrét., Lloyd. (server biolib.cz)

Mezi dals$i pouzivané nazvy patii shiitake, Siitake, Sii-také, Sii-také, Sitake,

shii-ta-ke a Sitake. Jedna se o nazvy, které se ujaly v hovorovém jazyce.

2.2 Popis a puvod plodnic Lentinula edodes

LE ma zprvu uzavieny klobouk, barvy svétle hnédo-Sedivé. Pokud ma péstovana
houba dostatek svétla, mize se plodnice zbarvit do Cervenohnédé barvy. Klobouk
je na povrchu suchy a kryty bélavymi Supinami. U starSich plodnic je povrch klobouku
potrhan a uprostied prohlouben. Dosahuje v priméru 7-8 cm. Okraje plodnice jsou
dlouho podvinuté. Lupeny na spodni stran¢ klobouku jsou husté, svétle zluté zbarvené
a zpoCatku pfirostlé na tfen. Tten je silny asi 812 mm a dlouhy asi 4-7 cm. DuzZnina
ma Cesnekovou chut’ a viini (SMOTLACHA, 1992). Oznaceni této charakteristické chuti
a vung se fika umami.

Jedna se o houbu v Ciné a Japonsku znamou jiz pres 2000 let. V Koreji a jinych

vychodoasijskych statech se tato houba zacala péstovat pozdéji.
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Obrazek 1: Plodnice shiitake (Lentinula edodes, Berk., Pegler)

Shiitake roste hlavné v mirném klimatu, a to bud’ samostatné, nebo v trsech
na umirajicich nebo jiz mrtvych listnatych stromech. Tato houba patii do skupiny
organismu ziskavajicich ziviny saprofytickym zptisobem Zivota.

Saprofytické dfevokazné houby ziskdvaji ziviny podhoubim ze svého okoli,
které obsahuje Casti odumfelych dfevin. Podileji se na mineralizaci a humifikaci
odumfel¢ dfevni hmoty, jelikoz obsahuji enzymy rozkladajici  lignin.

(server ohoubach.blogspot.com)

Obrazek 2: Lentinula edodes rostouci na ditevé
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2.3 Péstovani Lentinula edodes

2.3.1 Metody péstovani Lentinula edodes

Existuji dvé nejvice pouzivané metody péstovani shiitake. Tradicni metoda
pouzivand jiz asi pted 1000 lety je péstovani na kulatiné listnatych stromt, zejména
dubu a buku. Posledni dobou se vSak vice vyuzivda metoda péstovani plodnic na
vhodnych umélych substratech v pytlich, které jsou uchovavany v halach za ptiznivych
podminek pro nartst shiitake. Tento zptsob péstovani byl vyvinut na pocatku dvacatého
stoleti. Rozdil mezi tradicnim péstovanim a péstovanim na umélych substratech je
Vv délce vyrobniho cyklu a s tim spojené ndvratnosti kapitdlu a dale pak v kvalité
produkovanych shiitake. (ROYSE, 2001)

Tradi¢ni péstovani na kulatin€ v lese ma vyhodu oproti péstovani na umélych
substratech v pozadované mensi péci a praci, protoze akceptuje pfirodni podminky
a nevyzaduje kontrolované podminky. Mimo jiné kira, diky svému nizkému obsahu
vody, na kulatin¢ poskytuje ochranu mycelia proti jinym mikroorganismtim. Shiitake
péstované tradi¢ni metodou jsou obvykle velmi kvalitni, s tlustym kloboukem a silnou
vini. Tento zplsob péstovani téz zplisobuje mensi znecisténi zivotniho prostiedi.
Obecné plati, ze takto ziskané shiitake obsahuje mnohem vice polysacharidi, a to
hlavné polysacharidu s protinadorovym ucinkem nazyvanym lentinan. Tradi¢ni
péstovani trva nejméné 8—12 mésici. (ROYSE, 2001)

Péstovani na pilindich ma vyhodny kratky vyrobni cyklus a vyssi vynosnost. To
vede ke zvySené péci o shiitake, konkrétné péstovani za kontrolovanych podminek,
které pak umoziuje produkci po cely rok. Tato metoda vSak vykazuje vyssi naklady na

energii ve srovnani s tradi¢ni metodou. (ROYSE, 2001)

2.3.2 Péstovani Lentinula edodes tradicni metodou na drevénych

kulatinach

Proces tradi¢niho péstovani plodnic shiitake zahrnuje tfi faze. Prvni fazi je
pfiprava kulatiny a rist vegetativniho mycelia. Druhou fazi je tvotfeni plodnic a treti

faze zahrnuje vyvoj plodnic. (ROYSE, 2001)
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Prvni faze zahrnuje vybér hostitelskych stromil, kaceni a fezani, oCkovani
a spusténi plozeni shiitake. Pro kultivaci Ize pouzit riznych druhd dfeva, jak mekkého,
tak tvrdého. Kazdy druh produkuje rGzné mnozstvi shiitake S riznymi vlastnostmi.
Kulatiny z m¢kkého dieva obvykle zacinaji rodit dfive neZ kulatiny z tvrdého dieva, ale
vy&erpaji své schopnosti rodit rychleji. V Cing, Koreji a Japonsku mnoho péstitel
vyuziva predevs§im dub (Quercus). (ROYSE, 2001)

Hlavnim kritériem pro vybér stromii je jejich kiira. Kira slouzi k ochrané
pied narustem dalSich hub a plisni a téz zabrafiuje vypafovani vody ze dieva. Kulatina
se prevazné sklada z celuldzy, hemiceluldzy a ligninu, jez jsou rozkladany podhoubim
shiitake, které je vyuziva jako zdroj energie. Dubova kulatina je schopna plodit 4-5 let.
Shiitake se o¢kuje pod ochrannou kuru dieva, ¢imz ziska vyhradni pfistup k zivinam
dfeva. Jiné pouzivané dieviny jsou habr, buk, javor, bfiza, olSe, topol, vrba atd.
(ROYSE, 2001)

Pro kultivaci se vyberou nejvhodngjsi stromy v pruméru 5-15 cm. Kulatina
S primérem mensim neZ 5 cm totiz neni vhodnd, jelikoz rychle vysycha. Na silnych
kulatinach zase mycelium proriista dievo déle a tim se prodlouzi doba kultivace. Kaceni
se doporucuje v obdobi vegeta¢niho klidu. Ze stromti se nafeze Kulatina dlouha
100-150 cm. Obsah vody v kulating se udrzuje na 30-35 %. (ROYSE, 2001)

Asi po 2 tydnech po pokaceni se shiitake oc¢kuje do otvorti v kmeni, asi 2 cm
do hloubky, v podob¢ pilinnych zatek s myceliem. Otvory jsou rozmistény v 15-20 cm
intervalech v podélném sméru kulatiny, v fadach po 3-4 cm vzdalenych od sebe.
To proto, Zze podhoubi shiitake expanduje v podélném sméru téméf pétkrat rychleji
nez vV obvodovém sméru. Po naockovani se otvory po pilinnych zatkach zaliji voskem,
aby se zabrdnilo mikrobidlni kontaminaci a nadmérmému vysuSeni mycelia.
(ROYSE, 2001)

Naockované kulatiny jsou uchovdvany na mist€¢ s vhodnou vlhkosti, dobrym
odvodnénim a nepfimym slune¢nim zafenim. B&hem ristu hub jsou kulatiny n¢kolikrat
skladany do odlisného usporadani. Toto polohovani kulatiny slouzi k rizné ventilaci
a zménam vlhkosti mikroprostfedi uvniti kulatiny béhem odliSnych fazi ristu shiitake.
Prvni dva mésice se udrzuje teplota mezi 10-20 °C a vlhkost na 80-90 %, dokud
podhoubi nevzroste o 20 mm. Déle nastava obdobi del$i neZ 6 mésicl, kdy dochazi
k ristu plodnic. Optimalni teplota pro rist LE je 22-26 °C. Béhem tohoto rustu je tieba
kontrolovat teplotu a vlhkost kulatiny. Pokud je teplota moc vysoka, pienasi se kulatina

do stinu, pokud nizk4, pretahuje se specialni folii. Vlhkost kulatiny je t¢Z velmi dilezity
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faktor, optimalni hodnota je mezi 30-35 %. Pokud je vlhkost vyss$i nebo naopak nizsi,

dochazi k rapidnimu snizovani urody. (ROYSE, 2001)

Piiprava kulatiny pro kultivaci Ockovaci zatky s myceliem
shiitake shiitake

Oc¢kovani shiitake Naoc¢kovana kulatina houbou

shiitake

Obrazek 3: O¢kovani Lentinula edodes

typu hranice typu stfecha

Obrazek 4: Kultivace Lentinula edodes
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LE se sklizi, az jsou jeho plodnice dostate¢n¢ narostlé, a to na jafe ¢i na podzim.
Plodnice se bud’ ofezavaji, nebo vytaceji z kulatiny. Z hlediska vyzivy je nejvice
z4ddouci sklidit plodnice ve stiedni nebo pozd€jsi fazi vyvoje. Mnozstvi cukra
a polysacharidi béhem vyvoje mirn¢ vzristd a lentinan (protinddorova latka)
je pfitomen ve vys$S§im mnozstvi béhem stfedni faze vyvoje. Plodnice sklizené béhem
prostiedni faze vyvoje maji také del§i trvanlivost nez plodnice sklizené pozdéji.

Naockovana Kulatina je takto schopna plodit 4-6 let. (ROYSE, 2001)

Obrazek 5: Sklizeni shiitake

Kvalita sklizenych shiitake rychle klesa s nartstajici teplotou, plodnice rychle
hnédnou, vice zapachaji a snizuje se u nich mnozstvi cukrii, polysacharidi a dalSich
latek. Trvanlivost shiitake pfi 20 °C je asi 3 dny. Pfi 6 °C vSak vydrzi az 14 dnt. Dale se
da pouzit uchovavani shiitake v ochranné atmosféfe, ¢imz se vyrazné zpomali pokles
obsahu prospéSnych latek, jako je lentinan. Jednou z nejpouzivanéjSich metod
uchovavani shiitake je suSeni. Zptisob suSeni ma vliv na jakost suSenych hub.
Zakladnim principem suSeni je dehydratace pii teplotach od 30 °C, poté se teplota
zvySuje o 1-2 °C za hodinu, az do teploty 50 °C, v praméru 12—13 hodin. Nakonec jsou
shiitake zahiivany na teplotu 60 °C po dobu jedné hodiny. Cerstvé shiitake se mimo jiné
susi, aby se zvyraznila chut’ a aroma této houby. (ROYSE, 2001)

Kone¢ny obsah vody v susenych plodnicich shiitake musi byt nizs$i nez 13 %,
obvykle se susi na obsah vody 8 %. SuSenad shiitake je siln¢ hygroskopicka.
(HIRAIDE et al., 2010)
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Obrdazek 6: Susené plodnice shiitake

2.3.3 Péstovani Lentinula edodes na umélych substratech

Umelé substraty se vytvaieji prevazné z pilin, dale se pouziva proso, pSeni¢né
otruby, slama a jiné organické substraty. Tyto substraty mohou vytvaret tii az ¢tyrikrat
tolik hub nez pfirodni dfevéna kulatina, a to za desetinu Casu. Také péstirny s fizenym
zivotnim prostfedim pro LE umoziuji optimalizaci teploty a vlhkosti vzduchu, svétla
a vlhkosti substratu, coz zvySuje vynosy. Tyto pokroky v technologii péstovani se
podileji na snizeni ceny a zvySeni dostupnosti shiitake. (ROYSE, 2001)

Hlavni vyhodou této vyroby jsou tedy konstantni dodavky na trh po cely rok,
zvySeni vynostl a sniZzeni doby nutné pro kultivaci. Tyto vyhody daleko pfevysuji hlavni
nevyhodu, a to pomérné¢ vysoké pocateCni investicni naklady na spusténi vyroby
a instalaci vyrobniho zatizeni. (ROYSE, 2001)

Vyrobni cyklus u kultivace na umélych substratech trva 3—4 meésice od ockovani
k ukonéeni veskerého plozeni s G¢innosti této metody v priméru od 75 do 125 % oproti
kultivaci na devéné kulatin€é. U dievéné kulatiny proces péstovani obvykle trva nékdy
az 6 let a maximalni u¢innost se pohybuje kolem 33 %. Celkovy ¢as pro produkci LE je

tedy u umélych substrati mnohem kratsi a s tfikrat vyssi ucinnosti. (ROYSE, 2001)



Teoreticka cast

Obrdazek 7: Shiitake péstovand na umélém substrdtu

2.3.4 Nutricni pozadavky a faktory prostredi pro péstovani

Lentinula edodes

Vyzivové pozadavky (zdroj uhliku, dusiku, pomér mezi uhlikem a dusikem,
mineraly, stopové prvky a vitaminy) a faktory prostiedi (teplota, vlhkost, kyslik
ve vzduchu, hodnoty pH v substratu) maji vyznamny vliv na péstovani shiitake.
(CHEN, 2005)

Jako saprofytické houby vytvéieji shiitake mycelium nejvice béhem rustové
faze. Mycelia mohou absorbovat pfimo malé molekuly Zivin, ale potiebuji také ziskat
ziviny z velkych molekul obsazenych ve dfeve. Proto vylucuji z mycelia enzymy, které
rozlozi ligninocelul6zové latky, které pak slouzi shiitake jako hlavni zdroj uhliku.
Shiitake vyuziva bunénou hmotu kiiry stromi a xylém jako zdroj dusiku. Dale pfijima
malé mnozstvi rozpustnych latek, spolu s mineraly taktéz z xylému a jeste¢ floému
dieviny. (CHEN, 2005)
je stavebni latkou pro proteiny, nukleové kyseliny a sacharidy v zivych bunikach. Dusik
je nepostradatelny pro tvorbu bunécné $tavy a bunécénych struktur v shiitake. Hlavni

zdroje dusiku jsou anorganické a organické latky zahrnujici mocovinu a proteiny.
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Dusikaté zdroje jsou nerovnomérné rozptyleny ve dievé. Nejvétsi obsah dusiku je
v kuife stromu. (CHEN, 2005)

Dievo pro nejlepsi vegetativni rist mycelia shiitake obsahuje uhlik a dusik
Vv poméru 25:1, zatimco dievo s pomérem uhliku k dusiku 40:1 je nejlepsi pro produkéni
fazi. Ptili§ vysoky obsah dusiku zpiisobi, Ze mycelium perfektné proroste substrat, ale
nebude produkovat kvalitni plodnice. (CHEN, 2005)
plodnic. Stopové prvky jako Zelezo, méd’, zinek, mangan, bor a molybden jsou soucasti
enzymu. Pozadavky na tyto prvky jsou minimalni a neni nutné je ptidavat, jelikoz jsou
obvykle v dostate¢ném mnozstvi obsazeny ve vod¢. (CHEN, 2005)

Shiitake jsou houby mirného klimatu. Vyzaduji nizké teploty, pokud jsou teploty
ptilis vysoké, mize dojit u hub k denaturaci bilkovin tvoficich enzymy a tim tedy
ke ztraté jejich Zivotaschopnosti. Za nizkych teplot je zase obtizné piijimat Ziviny,
snizuje se enzymatickd aktivita a snizi se respirace. Z toho vyplyva snizeni rychlosti
rastu mycelia. Optimalni teplota pro rust shiitake je 22-26 °C. Druhy se mohou
adaptovat na Siroké rozmezi teplot od 5 do 32 °C. Shiitake toleruji chlad, bohuzel jsou
ale zranitelné pii vysokych teplotach. Ve 34 °C prestavd rist a Zloutne. Vazné
poskozeni mycelia nastava pii 40 °C, kdy mycelium odumira. (CHEN, 2005)

Voda je zivotn¢ dulezita pro rist a produkci shiitake. Potfebné latky musi byt
rozpustény ve vodé€, aby je mohlo mycelium absorbovat. Ptfi péstovani je dilezité
udrzovat optimalni vlhkost substratu. (CHEN, 2005)

Dobie cirkulujici a gerstvy vzduch béhem faze plozeni je velmi dilezity. Cerstvy
vzduch obsahuje 0,03 % CO, a koncentrace CO, pies 1,0 % inhibuje vyvoj plodnic
a zpusobuje, ze se klobouky plodnic predCasné oteviraji. Bylo zjiSténo, ze kazda
plodnice shiitake muze vyprodukovat az 0,06 g CO, za hodinu. Pfi vysokych
koncentracich, nad 5,0 % CO, plodnice odumiraji. Dalsim faktorem prostiedi
ovliviiujicim rast shiitake je svétlo. Mycelia mohou rust v temnu, bez svétla. Svétlo je
vSak dulezité pro rist plodnic a zrani LE. Shiitake preferuji kyselé prostfedi. Mohou riist

v Sirokém rozmezi hodnot pH od 3 do 7 s optimalnim pH mezi 4,5 az 5,5. (CHEN, 2005)
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2.3.5 Péstovani Lentinula edodes s ohledem na potlaceni chudoby

a vyuZiti zdroju prirodniho znecisténi

Na nasi planeté¢ je odhadem vyprodukovano 155 miliard tun organické hmoty.
Bohuzel pouze mala ¢ast této organické masy je pfimo pouzita jako potravina pro
clovéka nebo zvirata. VétSina této masy nemuize byt pouzita jako jidlo, a stdva se tak
zdrojem piirodniho znecisténi. Péstovani hub je jeden ze zplsobi, jak vytvorit hodnotné
produkty z odpadt rtiznych odvétvi primyslu. Tyka se to pfedev$im pivovarnictvi,
Inéného a kavového pramyslu, vyroby palmového oleje a zpracovani celulozy. Takto by
se daly jako substraty pro vyrobu shiitake pouzit i odpady z lesnictvi a zemé&délstvi.

(CHEN, 2005)

2.4 Produkce plodnic Lentinula edodes

2.4.1 Produkce Lentinula edodes v Asii

LE je produkovéna hlavné v severovychodni Asii, a to v Cing, Japonsku,
Jizni Koreji a Tchaj-wanu. Japonsko bylo v sedmdesatych letech 20. stoleti zdaleka
nejvétsim producentem téchto hub na svété, pred Cinou, Tchaj-wanem a Jizni Koreou.
V roce 1974 byla celkova produkce shiitake 143 000 tun s podilem: 94,5 % Japonsko,
4,2 % Cina, 1,1 % Tchaj-wan a 0,2 % Jizni Korea. PfestoZe je LE znamé jiz po staleti,
jeho masova produkce zacala v Japonsku prakticky az po druhé svétové valce. Jeste
v roce 1983 produkovalo Japonsko vice nez 82 % celkové svétové produkcee této houby.
Podil Ciny v této dobé& ptedstavoval pouze 9,4 %. Jen o 4 roky pozdgji, v roce 1987,
vyroba LE v Ciné rapidné vzrostla, az na 178 800 tun a prekrodila produkci LE
v Japonsku se 162 600 tunami. Japonsko bylo hlavnim vyvozcem této houby po mnoho
let, ale od roku 1988 bylo do Japonska dovezeno vice hub, nez jich vyvezlo. Cina se
nyni stala nejvétsim svétovym producentem, vyvozcem a spotiebitelem shiitake. Tuto
pozici si udrzuje jiz od roku 1987, a to hlavné diky pouzivani novych metod produkce
shiitake, zejména péstovanim na umélych substratech. (CHANG, 2002)

Dnes je péstovani LE dileZitou soudasti &inského zemédélstvi. V Cing Zije
kolem 18 milionti farmait zabyvajicich se péstovanim shiitake a v nedavnych letech se
zjistilo, ze jejich pocet se neustale zvysSuje. V roce 2002 byly odhadem vypéstovany
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2 miliony tun shiitake a z toho 45 000 tun bylo vyvezeno do ostatnich zemi. Produkce
této houby byla piivodné¢ omezena na severovychodni Asii, ale jiz delsi dobu se jeji
péstovani rozsiiuje také do USA, Kanady, Australie, Brazilie a nékterych evropskych
zemi. Predpoklada se, ze produkce této oblibené houby, kterd muze byt pouzita jak

k jidlu, tak i do vyzivovych doplnk, se bude neustale zvySovat. (CHANG, 2002)

2.4.2 Svétova produkce Lentinula edodes

Svétova produkce LE ve vybranych letech je uvedena v tabulce 1. Celkova
svétova produkce shiitake v roce 1983 ¢inila 206 700 tun a do roku 1997 se zvysila
na 1 321 600 tun. Béhem téchto ¢trnacti let se zvysila produkce 0 539 % s prumérnym
meziro&nim naristem o 39 %. B&hem roku 1985 az 1995 se zvysila vyroba LE v Cing
01060 % a naopak snizila vyroba o 47 % v Japonsku, 23 % na Tchaj-wanu a 0 82 %
v Koreji. AvSak produkce shiitake v ostatnich zemich, hlavné v Severni Americe se
zvysila o 92 %. Celkova svétova produkce shiitake v tomto obdobi vzrostla o 123 %
S primérnym meziro¢nim rastem o 12 %. Je nutné podotknout, ze na trh je shiitake
uvadéno tradiéné v susené forme¢. Pro porovnani susSenych vyrobku a cerstvych hub je
nezbytné provedeni prepocti. Diive bylo tfeba k vyrobé 1 kg suSenych hub shiitake
7 kg cerstvych hub s pouzitim tradicni metody na péstovani LE na dievénych
kulatinach. Pfi v posledni dobé preferované a dominantni metod€ péstovani shiitake
na umeélych substratech se spotiebuje na vyrobu 1 kg suSenych hub 5-14 kg Cerstvych

hub, a to v zavislosti na pouzitém substratu a pocasi pii sklizni. (CHANG, 2002)
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Tabulka 1: Svétova produkce cerstvé Lentinula edodes v riaznych letech (v tisicich tun). (CHANG, 2002)

1983 1985 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997
Stat/rok

mnoistvi % mnoistvi % mnoistvi % mnoistvi % mnoistvi % mnoistvi % mnoistvi % mnoistvi % mnoistwi %
Cina 195 3.4 50,0 13,9 380,0 80,5 450,0 83,9 550,0 68,9 626,0 73,8 580,0 725 670,56 76,3 11250 851
Japonsko 171,2 82,2 2273 83,3 1797 28,6 177.1 25,2 1704 21,3 157.4 18,5 155,2 19,4 1440 15,4 1326 10,0
Tchai-wan 7.5 3.6 49,0 13,7 36,8 5.9 39,4 5.6 36,4 4.6 28,0 3.3 28,9 3.4 27,0 3.1 27,0 2,1
Korea 45 2,4 23,4 68,5 17,2 2.7 22,5 3.2 25,8 3.2 22,0 2,6 19,0 2.4 18,7 2,1 17,0 13
ostatni 3.8 1,8 3.4 2,6 145 2,3 15,0 2,1 16,0 2.0 17,0 2,0 18,0 2,3 19,0 2,1 20,0 15
soufet 206,7 100 359,1 100 628,2 100 jo4 100 708,6 100 850,4 100 799.1 100 879.3 100 1321,6 100
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Graf 1: Svétova produkce Cerstvé Lentinula edodes v riiznych letech (V tisicich tun).
(CHANG, 2002)
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V roce 2003 se celosvétové vyprodukovalo 2 433 800 t shiitake. Samotna Cina
vyprodukovala 2 227 600 t shiitake, coz piedstavuje asi 91,5 % z celkové celosvétové
produkce této houby. Na druhém misté v produkci shiitake celosvétové stoji Japonsko
se 122 300 t, predstavujicimi 5,0 % celosvétové produkce, za Japonskem pak se 3,1 %
stoji ostatni staty Asie. Pfehled produkce shiitake v roce 2003 je uveden v tabulce 2.
(ROYSE, 2009)

Tabulka 2: Odhadovand produkce (Cerstvé vihy), shiitake (Lentinula edodes), v nékterych
zemich v r. 2003. (ROYSE, 2009)

) Produkce
Stat
tis. [t] %

Cina 22276 91,5
Japonsko  122.3 5,0
zhytek Asi 75,4 3,1
SeverniAr 4,8 0,2
Latinska & 0,9

EL 2,0 0,1

zbytek Evt 0,8
soutet 2433,80 99,9
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2.4.3 Dalsi produkované houby

Jak bylo uvedeno vyse, shiitake je tieti nejprodukovanéjsi houbou soucasnosti.
V tabulce 3 jsou uvedeny nejvyznamnéj$i druhy hub péstovanych od roku 1986
az po rok 2003 v tisicich tunach.

Tabulka 3: Svétova produkce péstovanych jedlych hub v roce 1986 a 2003 (v tisicich tun).
(ROYSE, 2009)

Cerstvé houby

Druh 1986 2003 zvysent
mnoZstvi %o mnoistvi %o %

Agaricus bisporus (Zampion dvouvytrusny) 1227 56,2 4295 30,1 250,0
Pleurotus spp . (hliva) 169 7.7 2927 20,5 16320
Lentinulo edodes (houievnatec jedly) 314 14,4 2620 18,4 7344
Auriculario spp. (boltcovitka) 119 5,5 1945 13,8 1534,5
Flammuling velutipes (penizovka sametonoha) 100 4,6 636 4,6 556,0
Hypsizygus spp . (hliva) - - 285 2,0 -
Volvariello volvoces (kukmak sklepni) 178 8,2 232 1,6 30,3
Tremello spp. (rosolovka) 40 1,8 215 1,5 650,59
Pholiota spp. (3upinovka) 25 1,1 201 1,4 704,0
Coprinus comatus (hnojnik obecny) - - 183 1,3
Pleurotus eryngii (hliva mackova) - - 104 0,7
Grifolo frondosa (trsnatec lupenity) - - i) 0,5 -
ostatni 10 0.5 518 3.6 5080,0
soutet 2182 100 14 274 99,8 554,2

Nejpéstovangjsim druhem je peCarka dvouvytrusna ¢i Zampion dvouvytrusny
(Agaricus bisporus, J.E. Lange, Pilat). Druhou nejpéstovangjsi houbou je hliva ustfi¢na
(Pleurotus ostreatus, Jacq. ex Fr., Kumm). Ctvrtou nejpéstovangjsi houbou je rod
boltcovitka (Auricularia, Bull. ex Juss.). Asi nejznamé&j$im druhem rodu Auricularia je
Auricularia auricula-judae, tzv. boltcovitka ucho JidaSovo. Patou nejpéstované;jsi
houbou je penizovka sametonoha (Flammulina velutipes, Curt., Sing.). Obrazek 8

ukazuje tyto nejvice produkované houby na svéte. (server biolib.cz)
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Zampion hliva ustfi¢na boltcovitka penizovka sametonoha
dvouvytrusny Pleurotus ostreatus Auricularia Flammulina velutipes

Agaricus bisporus

Obrazek 8: Dalsi péstované houby

2.5 Uginky Lentinula edodes na zdravi

2.5.1 Pozivatelnost a nutricni hodnoty

Shiitake jsou znamé jedlé houby s vysokou vyzivovou hodnotou. Mnozstvi
pritomnych zivin v houbé¢ se 1isi u riznych druhii a je ovlivnéno substratem a riznymi
podminkami pfi péstovani. Syrové plodnice obsahuji 8892 % vody, bilkovin, tuki,
sacharidl, vitamini a mineralii. Susené¢ houby jsou bohaté na bilkoviny a sacharidy.
Obsahuji 58-60 % sacharidd, 20-23 % bilkovin, 9-10 % vlakniny a 3-4 % lipidu.
(SOLOMON, 2005)

Solomon (2005) gzjistil, Ze shiitake jsou také dobrym zdrojem vitamini,
pfedevSim provitaminu D, ze kterého piisobenim tepla a UV zéteni vznika vitamin D.
Obsahuje téz vitaminy skupiny B, vcetn¢ Bl (thiamin), B2 (riboflavin),
B12 (kobalamin) a B5 (kyselina pantothenova). Ve vodé rozpustné polysacharidy ¢ini
1-5 % suSiny houby shiitake.

Byla identifikovana ftada polysacharidd jako (1-4)-, (1-6)-a-D—glukany,
heterogalaktany, heteromannany, xyloglukany a protinadorové polysacharidy jako
lentinan. (SOLOMON, 2005)

Volné mastné kyseliny tvoii kolem 3 % z celkového mnozstvi lipidd. Jejich
relativni zastoupeni je nasledujici: kyselina linolova se 72,8 %, kyselina palmitova
se 14,7 %, kyselina olejova se 3,0 %, kyselina myristolejova s 1,6 %, kyselina stearova

50,9 % a kyselina myristova s 0,1 %. (SOLOMON, 2005)
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2.5.2 Uéinky Lentinula edodes na zdravi

Shiitake je jedna z nejznaméjSich a nejvice pouzivanych hub v 1ékafstvi.
Chihara et al.(1970) ziskali z plodnic shiitake ve vodé rozpustny protinadorovy
polysacharid, ktery pojmenovali lentinan (I) po rodu Lentinus, ke kterému shiitake patii
(viz obrazek 9). Chihara et al.(1970) byli jednim z prvnich, kteti podali zpravu
0 protinadorovych vlastnostech lentinanu. Ug&inek lentinanu spoéiva v aktivaci
imunitniho systému. Proto je lentinan schopen zvysit odolnost konzumenta pied
riznymi druhy rakoviny a infekénimi chorobami. Pokusy na mySich prokdzaly, ze
intravenozni aplikace lentinanu bud’ o 80 % snizila velikost nadoru, nebo nador plné

potlacila u vétSiny testovanych zvitat. (SOLOMON, 2005)

Obrazek 9: Struktura lentinanu (1)

Hlavni pfi¢inou Gmrti v zapadnich zemich je ischemicka choroba srdec¢ni.
Rizikovy faktor prispivajici ke kornaténi tepen je vysoka hladina cholesterolu. Houby
shiitake dokazi snizit krevni hladinu cholesterolu, a to urychlenim jeho vylucovani.
Dale polysacharidy v houbé shiitake maji schopnost zlepSovat funkci jater a zvysit
produkeci protilatek proti hepatitidé typu B. (SOLOMON, 2005)

Lentinan a jeho derivaty jsou U€inné proti riznym druhtim bakterii, vird

a parazitickym infekcim. Jak jiz bylo uvedeno, lentinan mobilizuje v organismu
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latkovou imunitu. Existuje moznost vyuzivat lentinan pro pacienty nemocné rakovinou
a AIDS, ktefi umiraji na rizné infekce zptsobené snizenou imunitou. Jsou provadény
studie, ve kterych se dokazuji ucinky lentinanu na potlaceni replikace HIV viru.
Ukazalo se, ze lentinan ma antivirovou aktivitu i proti viru encefalitidy a stimuluje
odolnost proti virovym onemocnénim dychacich cest u mysi. Dale vykazuje aktivitu
proti parazitim Schistosoma japonicum a Schistosoma mansoni, proti bakteriim
Mycobacterium tuberculosis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, proti kvasinkam Candida albicans a Saccharomyces cerevisiae a proti plisnim
Botrytis cinerea, Physalospora piricola a Mycosphaerella arachidicola.
(SOLOMON, 2005)

Za poslednich 15-20 let byly houby shiitake ptedmétem rtznych klinickych
studii. Jsou povazovany za piinosné pro lécbu celé fady onemocnéni véetné riznych
druhti rakoviny, srde¢nich onemocnéni, vysokému obsahu cholesterolu, zvysenému
krevnimu tlaku, infekénich onemocnéni a hepatitidy. Shiitake se pouziva jako 1€k na
nemoci tykajici se poruch imunitniho systému, rakoviny, alergii, plisnovych infekci
a nachlazeni. Dale se zkouma uc¢inek lentinanu na virus HIV. (SOLOMON, 2005)

Houba shiitake je jedla, ale u n€kterych jedinc se mohou pfi jeji konzumaci
projevit negativni ucinky ¢i alergické reakce. Pfiznakem alergie mohou byt rtizné kozni
vyrazky. Alergické reakce se objevily téz u pracovniki v péstirnadch shiitake.
K pfiznakiim alergie na spory hub patii horecka, bolesti hlavy, ptekrveni, kasel, kychéani
a malatnost. (SOLOMON, 2005)

2.5.3 Obchodni pripravky a davkovani

Extrakty z shiitake hub jsou pfedepisovany v riznych formach. Mohou byt
aplikovany ve formé roztoku nebo jako tablety obalené cukrem, kapsle, koncentraty,
praskové extrakty, sirupy, €aje, vino, ale 1 jako 1éCivé jidlo. Standardni davka susSené
plodnice v ¢aji nebo houbovych pokrmech je uvedena jako 6-16 g, coz odpovida asi
90 g Cerstvych plodnic. Komer¢ni piipravky lze nalézt v mnoha zemich v prodejnach
zdravé vyzivy. Tablety jsou obvykle vyrobeny ze suseného vodného extraktu mycelia
a plodnic, jelikoZz suSenim se zvySuje obsah lentinanu a dalSich zdravi prospésnych
latek. Na trhu existuji standardizované extrakty, kde je uvedeno piesné mnozstvi

lentinanu. Cerstvé formy této houby jsou cennym doplitkem stravy, ale terapeuticka
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davka, kterou by ¢loveék potieboval, by byla tak velka, ze by mohla zptisobit zazivaci
obtize. Toto je diivod upfednostiiovani koncentratii se standardizovanym mnozstvim
lentinanu pro 1écebné ucely.

Ve vychodnich zemich je zndmo mnoho produktl s touto houbou. Prodava se
jako smés prasku shiitake s vitaminem C, nebo s 1é¢ivymi rostlinami, jako je zensen.

Na obrazku 10 je ukazka nekterych produkti s houbou shiitake. (SOLOMON, 2005)

oo Hﬂ%ﬁ’.umﬂ
Shiitake
Ak

shiitake tablety shiitake s vitaminem C

MUSHR A

> ’ (SR
SHITAKE iTiod

shiitake extrakt

Obrazek 10: Ukazka potravnich dopliikii obsahujich shiitake

2.6 Upravy Lentinula edodes

Shiitake ma velky vyznam v tradi¢ni asijské kuchyni. Naléza ov§em vSestranné
uplatnéni 1 v evropské kuchyni, a to pii makrobiotické a vegetarianské strave, Ci
riznych redukénich dietach. Vyuzivaji se jak Cerstvé, tak i susené plodnice. Tato houba

je povazovana za opravdovou lahtudku.
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K jidlu se vyuzivaji pouze kloboucky. Do Ceské republiky se dovazi predevsim
v susené formé. SuSené shiitake je tieba pied pouzitim do jidel né€kolik hodin namacet
ve vodé. Pro charakteristickou chut’ se ptidava do polévek, k masu a do salatd. Lze ji
pouzit na dochuceni masovych jidel, smazit, dusit, grilovat a zapékat. Nadrcené susené
shiitake se muze pouzit jako kofeni k dochuceni polévek a masovych pokrmt. Shiitake
se da také koupit Cerstvé ¢i se necha zakoupit i substrat s touto houbou a kazdy si ji
muze vypéstovat sdm V domacich podminkéch.

Neobvyklym zptisobem konzumace této houby jsou shiitake ¢aje, pfipravované
Z Cajovych sackt ¢i popijeni shiitake vina. Shiitake ,,vino® se vyrabi namacenim
Cerstvych ¢i suSenych hub do alkoholu a michanim s cukrem nebo melasou.
(SOLOMON, 2005)

shiitake polévka grilovan¢ shiitake

smazené shiitake drcené shiitake pouzivané jako kofeni ¢i na

pfipravu Caje

Obrazek 11: Kulindrni upravy shiitake
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2.7 Sirné sloucéeniny Lentinula edodes

2.7.1 Lentinikova kyselina a jeji struktura

Yasumotem et al. (1971a) byla poprvé izolovana a navrzena chemicka struktura
prekurzoru tékavych slou¢enin Vv shiitake, nazvana lentinikova kyselina. Bylo zjisténo,
ze je jedna o y-glutamyl dipeptid obsahujici celkem 4 atomy siry. Yasumoto et al. si
ovSem nebyli jisti ptesnou strukturou lentinikové kyseliny (1), konkrétné casti

uvedenou na obrazku 12 v hranatych zavorkach.

OH HO NH,

)\ NHM
g s s s/\( COOH

7\ |
0 o o) COOH O

Obrazek 12: Navrhovand struktura kyseliny lentinikové Yasumotem et al.(1971a) (11)

Teprve Hofle et al. (1976) spravné ur€ili Uplnou strukturu lentinikové
kyseliny (111). Lentinikova kyselina byla identifikovana jako
2-(y-glutamylamino)-4,6,8,10,10-pentaoxo-4,6,8,10-tetrathioundekanova kyselina.
Podle nazvoslovi TUPAC je jeji nazev: 2-amino-5-{[1-hydroxy-3-(methylsulfonyl-
methylsulfinylmethylsulfinylmethylsulfinyl)-1-oxopropan-2-ylJamino}-5-oxopentanova
kyselina.

NH,

\ /\*/\*/\ /\( \/\)*\COOH
//\\ I l I
0 o COOH O

Obrazek 13: Struktura lentinikové kyseliny (I111)

Lentinikova kyselina ma sumarni vzorec CioH2010N2S, a molekulovou
hmotnost 482,57 g/mol. Jedna se o bilou krystalickou latku. Teplota tani této kyseliny je
mezi 157158 °C. Jeji strukturni vzorec ukazuje, ze lentinikova kyselina obsahuje Ctyfi

atomy siry v molekule, mimo jiné se tfemi chiralnimi centry na sulfoxidovych
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skupinach. Celkem tedy tato sloucenina obsahuje 5 asymetrickych center (3 sulfoxidové
skupiny a 2 a-uhliky).

Gmelin et al. (1980) uvedli, Zze lentinikova kyselina byla nalezena mimo
Lentinula edodes jesté také v houbach Spicce provrtané (Micromphale perforans,
Hoffm., Gray) a penizovce véstecké (Collybia hariolorum, De Candolle: Fries, Anton.,
Hall. & Noordel.). Spi¢ka provrtana roste velmi hojné na opadaném jehli¢i a dosahuje
vysky plodnice do 40 mm. Jedna se o nejedlou houbu. Penizovka véstecka je téz nejedla
houba dortstajici vysky do 50 mm. Roste hojn¢ na humusu a rozkladajicich se listech

bukt a btiz. (4ANTONIN, 2006)

Micromphale perforans Collybia hariolorum

Obrazek 14: Houby obsahujici lentinikovou Kyselinu

2.7.2 Enzymové katalyzovany rozklad lentinikové kyseliny

Hlavni slozkou chuti a viin¢ shiitake je lentionin (1,2,3,5,6-pentathiepan, 1V).
Jednd se o cyklickou sirnou slou€eninu, kterd byla poprvé zjiSténa v usuSenych

houbach. Lentionin vznika pisobenim enzymii na lentinikovou kyselinu (I111).

Obrazek 15: Struktura lentioninu (1V)
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Na preméné lentinikové kyseliny na lentionin a dalsi t€kavé sirné slouceniny se
podileji dva enzymy: vy-glutamyltransferasa a C-S lyasa. y-Glutamyltransferasa
(EC 2.3.2.2) katalyzuje hydrolyzu a pfenos glutamylové ¢asti molekuly lentinikové
kyseliny za vzniku deglutamyllentinikové kyseliny a C-S lyasa (EC 4.4.1.4) katalyzuje
B-eliminaci deglutamyllentinikové kyseliny (obrazek 16). (IWAMI a YASUMOTO, 1980)

Yasumoto et al. (1971a) studovali mechanismus enzymové tvorby lentioninu,
ktery je nositelem charakteristického aroma hub shiitake. Lentinikova kyselina se
nejdiive pfeméni na deglutamyllentinikovou kyselinu pusobenim
y-glutamyltranspeptidasy, ktera katalyzuje nejpomalej$i proces ve sledu reakci
vedoucich k tvorbé aroma shiitake. Vznikla deglutamyllentinikova kyselina je
rozkladana na kyselinu pyrohroznovou, NHj3 a thiosulfinat katalytickym pusobenim
C-S lyasy specifické pro houzevnatec jedly. Optimalni hodnota pro enzymovou aktivitu
y-glutamyltranspeptidasy a C-S lyasy byla stanovena na pH kolem 9, coz je hodnota
vyznamn¢ vzdalena od pH homogenizované houby (pH 6,5). (CHEN a HO, 1986b)

Predpoklada se, ze vznikly thiosulfinidt se Spontinné rozklada na celou fadu
cyklickych polysirnych sloucenin  véetné lentioninu za soucasného uvolnéni
formaldehydu a acetaldehydu. To, zda formaldehyd vznika uvoliiovanim za samovolné
degradace thiosulfinatu, ¢i pusobenim né&jakého enzymu, studovali Fujimoto et al.
(1974), (viz 2.7.8 Formaldehyd v shiitake). Yasumoto et al. (1971b) uvadi, Ze
z 3,3 molt lentinikové kyseliny se vytvoii 1 mol lentioninu.

Hirasawa et al. (1999) uvedli, ze lentionin inhibuje rist Gram-pozitivnich
i Gram-negativnich bakterii.

Lentionin neni pfitomen v CcCerstvych houbach shiitake a jeho mnozstvi
v suSenych plodnicich se zvySuje pifi fizené rehydrataci a vareni. Tento narist je
vysledkem reakce mezi substratem a enzymy, kterou zpusobi rehydratace susenych hub
shiitake. To znamend, ze proces suSeni hraje klicovou roli v produkci vonnych latek.
Obsah lentioninu a lentinikové kyseliny se mize v plodnicich ménit v pribéhu suseni
a rehydratacnich procesti. (HIRAIDE, 2010a) Ito (1978) poznamenal, Ze v susenych
houbach shiitake byl vyskyt lentioninu také ovlivnén hodnotou pH a teplotou pfi
rehydrataci suSenych hub. (CHEN, 1986b)
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Obrdzek 16: Mechanismus tvorby lentioninu z lentinikové kyseliny (YASUMOTO et al., 1974)
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2.7.3 y-Glutamyltransferasa

y-Glutamyltransferasa se vyskytuje ve zvlast vysoké mife v podpovrchové ¢asti
kloboukti plodnic shiitake. Dojde-li k poruseni pletiva klobouku, enzym se dostane do
styku se substratem, kterym je lentinikova kyselina, a vznikd deglutamyllentinikova
kyselina. (IWAMI a YASUMOTO, 1982)

y-Glutamyltransferasa z LE  sdili mnoho vlastnosti  podobnych
s y-glutamyltransferasou z prasec¢ich ledvin. Pfesto se vSak tyto dva enzymy jevi jako
odlisné. Na rozdil od zivocisné y-glutamyltransferasy je y-glutamyltransferasa z LE
vysoce rezistentni vi¢i piasobeni proteolytickych enzymii a je vyrazné aktivovana
Vv pfitomnosti chaotropnich anionti.

Iwami a Yasumoto (1982) zkoumali, zda y-glutamyltransferasa z LE ma
odlisnou substratovou specifitu ve srovnani s y-glutamyltransferasou izolovanou
Z prasecich ledvin. Kineticka analyza ukazala, Ze substratova specifita obou enzymu je
pomérné vysoka. Zjistilo se, ze lentinikova kyselina je prakticky inertni substrat pro
y-glutamyltransferasu izolovanou z prasecich ledvin, z toho vyplyva, Ze lentinikova
kyselina nemusi byt tak rychle metabolizovana ve zvifecich organismech, jako ostatni
y-glutamylpeptidy. Je znamé, ze y-glutamyltransferasy vyskytujici se v riiznych tkanich
ur¢itého zivoc¢isného druhu maji podobnou relativni aktivitu vii¢i riznym substratim.
Proto bude lentinikova kyselina také v malé mife podléhat pisobeni zivocisnych
y-glutamyltransferas. Zadné vyznamné riziko, jako disledek konzumace shiitake viak
dosud nebylo identifikovano. Muze to také znamenat, ze lentinikova kyselina nepodléha
Vv lidském téle zadnym metabolickym pfeménam. (IWAMI a YASUMOTO, 1982)

y-Glutamyltransferasa funguje dvéma zplsoby. Prvnim je katalyza hydrolyzy
y-glutamylové vazby v lentinikové kyselin¢ vedouci ke vzniku deglutamyllentinikové
kyseliny. U thiosulfonatu vznikajiciho z nasledného plsobeni C-S lyasy na
deglutamyllentinikovou kyselinu bylo prokazano, ze ma zna¢ny uéinek proti mnoha
druhtim bakterii. Houbova y-glutamyltransferasa je tedy schopna iniciovat mechanismus
obrany houby proti mikrobialni infekci poranéné ¢asti klobouku.

Druhym zpiisobem piisobeni y-glutamyltransferasy je katalyza transpeptidasové
reakce. Je tedy pravdépodobné, ze vy-glutamyltransferasa se podili na syntéze
lentinikové kyseliny béhem vyvoje plodnic shiitake. (IWAMI a YASUMOTO, 1982)
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2.7.4 C-Slyasa

Sneeden et al. (2004) uvedli, ze obsah C-S lyasy v shiitake je ptiblizn¢ desetkrat
niz§i nez obsah C-S lyasy (alliinasy) v ¢&esneku. Dale wuvedli, Ze Stépeni
deglutamyllentinikové kyseliny pomoci C-S lyasy v shiitake je zpocatku rychlé,
prestane po kratké dob¢ a jesté diive, nez je rozklad deglutamyllentinikové kyseliny
uplny, thiosulfonat a dal$i produkty inhibuji ¢innost C-S lyasy. Je tedy
nepravdépodobné, Ze by tékavé slouceniny vznikajici z lentinikové kyseliny ptsobily

jako repelentni prosttedek proti bylozravetim, jako je tomu u napf. u ¢esneku.

2.7.5 Tékavé sirné slouceniny v Lentinula edodes

Chen et al. (1986a) identifikovali celkem 18 necyklickych a cyklickych tékavych
sirnych slouéenin z hub shiitake, z toho byly nékteré identifikované vibec poprvé.
Hlavnimi sirnymi latkami identifikovanymi v homogenatu hub byly lentionin,
1,2,3,5-tetrathian a 1,2,4-trithiolan.

Sirouhlik, dimethyltrisulfid; 1,2,4-trithiolan; 1,2,4,5-tetrathian; 1,2,3,5-tetrathian
a lentionin byly zjiStény jako dominantni sirné slouceniny v pufrovaném homogenatu
houby shiitake o pH 9,0. Zajimavosti je, Zze izomery 1,2,4,5-tetrathianu
a 1,2,3,5-tetrathianu byly nalezeny i v cCervené fase Chondria californica (kmen
Rhodophyta—ruduchy). Spolu s 1,2,4-trithiolanem, 1,2,4,6-tetrathiepanem a lentioninem
maji houby shiitake s Cervenymi fasami spole¢nych pét sirnych slou€enin. Je tedy
mozné, ze tyto dva ruzné druhy organismi obsahuji lentinikovou kyselinu jako
prekurzor téchto latek. (CHEN a HO, 1986b)

Vsechny uvedené sirné slouceniny, s vyjimkou sirouhliku, ve svych strukturach
obsahuji skupiny —CH,S— nebo —SCH,S—. Funkéni skupina —SCH,S— je podobna
1,2-dithiepanu, predpokladanému prekurzoru téchto latek. (CHEN a HO, 1986b)

Je vSak mozné, ze vSechny sirné latky identifikované v enzymové reakéni smési
mohly byt produkty rozkladu lentioninu nebo 1,2,4-trithiolanu. Lze pfedpokladat, Ze
chemické reakce, jako je polymerace 1,2-dithiepanu, mohou byt pievladajici
v zavérecné fazi vzniku sirnych sloucenin. 1,2-Dithiepan je povazovan za dulezity
meziprodukt pfi polymeraci uvedenych sloucenin siry. Vznik 1,2-dithiepanu muze

nastat pomoci enzymatickych procesti nebo chemickym procesem. (CHEN a HO, 1986b)
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Tekavé slouceniny siry vznikajici z lentinikové kyseliny 1ze rozdélit podle poctu

atomu uhliku na ¢tyfi hlavni skupiny obsahujici 1, 2, 3 a 6 atomi uhliku.
Rozdéleni sirnych sloucenin nachdzejicich se v shiitake (CHEN et al., 1986a):
jednouhlikaté sirné slouceniny:
CH3SH CS; CH3SSH HSCH,SH

methanthiol sirouhlik hydrogen(methyl)disulfid methandithiol

dvouuhlikaté sirné slouceniny:

CH3SSCH3 CH3SSSCH;3 CH3SSSSCH3
dimethyldisulfid dimethyltrisulfid dimethyltetrasulfid
S s PN
[ 0 Il
S s—s S-S
1,3-dithietan 1,2,4-trithiolan 1,2,4,5-tetrathian

s s S—sg
(! ()
1,2,3,5-tetrathian lentionin

tiiuhlikaté sirné slouceniny:

9! (Y

CH3SSCH,SSCH;3
2,3,5,6-tetrathiaheptan 1,3,5-trithian 1,2,4,6-tetrathiepan
S—S S—
"
S S S\
Ns— S\_—s

1,2,4,5,7-pentathiokan 1,2,3,5,6,8-hexathionan
Sestiuhlikata sloucenina:
CH5SSCH,SCH,CH,SCH,SSCHj5

2,3,5,8,10,11-hexathiadodekan
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2.7.6 Ostatni tékaveé slouc¢eniny Lentinula edodes:

Rostliny a houby bohaté na siru, jako dobfe prostudované rostliny rodu Allium
(Cesnckovité: cibule, pazitka, cCesnek atd.), houby celed¢ Tricholomataceae
(¢iravkovité—hliva atd.) a celed¢ Marasmiaceae (Spickovité—houZzevnatec atd.), jsou
znamé pro své kulindiské hodnoty a jejich vyuziti v tradi€ni mediciné. Latky
zodpovédné za Stiplavou chut a aroma rostlin rodu Allium slouzi pravdépodobné
k jejich obrané pii napadeni. Tyto latky vznikaji po naruSeni bunck, kdy se tvofi
komplexni sirné slouceniny z netékavych prekurzort. I kdyz se sirné slouceniny rostlin
rodu Allium od sebe zna¢né 1isi ve struktufe a reaktivité, prekurzory vSech téchto latek
jsou S-substituované derivaty cysteinu. Predpokladda se, Ze u hub celedé
Tricholomataceae a ¢eledé Marasmiaceae je uzka souvisejici biochemie vzniku ¢esneku
podobného zapachu. (SNEEDEN et al., 2004)

Cerstvé houby shiitake obsahuji velmi malé mnozstvi t&kavych latek. Tékavé
slouceniny hub shiitake lze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinu tvoifi sirné
slouceniny a druhou pak alkoholy, které maji osm uhlikd. Rozdil v aroma u suSenych
a Cerstvych shiitake je znacny. U cCerstvych hub prevlada okt-1-en-3-ol, ktery se
vyznacuje silnou, naslddlou, zemitou vini s nadechem levandule, rize a sena.
V susenych houbach ptevlada lentionin a 1,2,4-trithiolan. (WU a WANG, 2000)

Mezi hlavni osmiuhlikaté slou¢eniny vyskytujici se v shiitake patii okt-1-en-3-ol
a okt-2-en-1-ol, dale pak: oktan-3-on, oktan-3-ol, oktan-1-ol a oktan-1-en-3-on. Tvorba
osmiuhlikatych sloucenin je vysledkem enzymové aktivity béhem mechanického
narusovani nebo pfi suseni. Tyto slouc¢eniny jsou tvofeny enzymaticky oxidaci kyseliny
linolové. (WU a WANG, 2000)

Wu a Wang (2000) métili obsah tékavych slouc¢enin v nakrajenych cerstvych
anadrcenych usuSenych shiitake b&hem tfi hodin. Té&kavé slouceniny jako
dimethyldisulfid, okt-1-en-3-ol, oktan-3-on a dimethyltrisulfid byly ziskany z Cerstvych
krajenych shiitake. Tyto slouc¢eniny vznikly zfeymé& enzymaticky, a to reakci vyvolanou
nafezanim vzorkt hub, a jejich obsah prudce klesal v pribéhu sledovaného obdobi.
Obsah te¢kavych latek v drcenych suSenych shiitake byl az 4000% vétsi v porovnani
s Cerstvymi  krajenymi houbami. VSechny té€kavé latky pravdépodobné vznikly
z enzymaticky katalyzovanych reakci iniciovanych piedev§im rozdrcenim vzorki.

Zpocatku nejvice obsazeny okt-1-en-3-ol se postupem ¢asu zacal snizovat, ale mnozstvi
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oktan-3-onu, dimethyldisulfudu a dimethyltrisulfidu se b&éhem zkouSené doby
zvySovalo.

Ovsem Sneeden et al. (2004) uvedli, ze u hub shiitake nedochazi k vétSim
zménam ve sloZeni slouenin, reakci na poskozeni bunék. Nepozorovali zadné zmény
Vv sirném spektru po inkubaci tkan€ plodnic pti pokojové teploté po dobu delsi nez 24 h.
Dale rGzné upravy typu strouhani, drceni nebo vafeni v mikrovlnné troubé udajné
nevedly k vyznamnym zménam sirného spektra, coz naznacuje, ze k Zzadnym zménam
sirnych sloucenin vyskytujicich se v shiitake houbach nedoslo, a sirné slouceniny

vyskytujici se v shiitake jsou tedy pozoruhodné stabilni.

2.7.7 Vliv pH hodnoty na tvorbu tékavych latek v Lentinula edodes

Diive bylo popsano, ze tvorba tékavych latek v houbach je ovlivnéna
enzymovou aktivitou, ale vztah mezi hodnotou pH a t€kavymi latkami v houbach nebyl
zatim zkouman. Chen et al. (1984) analyzovali ve svém vyzkumu tékavé latky tvofené
pti pH 4,0-9,0. Zjistili, ze utvareni osmiuhlikatych sloucenin dosdhne nejvyssiho bodu
kolem pH 5,0 az 5,5. Sloucenina okt-1-en-3-ol byla nejvyznamnéjsi vznikla sloucenina.
Formovani sirnych sloucenin zacina pti pH 5,5 a dosahuje nejvyssich hodnot v okoli pH
7,0. Uvedl téz, ze dimethyldisulfid a dimethyltrisulfid jsou dvé nejhojnéji se tvorici
slouceniny. (CHEN et al., 1984)

2.7.8 Formaldehyd v Lentinula edodes

Jiz asi pied 40 lety byl objeven vysoky obsah formaldehydu (HCHO) v houbach
shiitake. Obsah v Cerstvych shiitake byl stanoven na 8-24 ppm a v suSenych shiitake
100-230 ppm. Béhem ristu houby byl obsah formaldehydu konstantni, ale po sklizni
jeho obsah vzrostl 3x az 4x béhem suseni. Tyto hodnoty byly pozoruhodné vysoké
V porovnani s jinymi jedlymi houbami. (FUJIMOTO et al., 1974)

Byl zjistovan vliv enzymu na tvorbu formaldehydu v shiitake. Byl pfipraven
homogenat hub shiitake, ktery byl rozdélen na dva podily. Prvni podil byl inkubovén pfi
37 °C a obsah formaldehydu v ném dosahl maxima po 2-3 h po inkubaci a pak se

postupné snizoval. U druhého podilu homogenatu, u kterého byly enzymy inaktivovany
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teplem, zlstal obsah formaldehydu beze zmén. Néslednymi pokusy bylo zjisténo, ze
formaldehyd v shiitake opravdu vznika enzymaticky. Na zakladé dal§iho zkoumani byl
odhalen prekurzor formaldehydu v shiitake, jednalo se opét o kyselinu lentinikovou. Je
pravdépodobné, ze formaldehyd vznikd spontannim rozkladem thiosulfinatu
(obrazek 16). Optimalni pH pro tvorbu formaldehydu se pohybovalo mezi pH 9 a 10
a aby doslo k inaktivaci enzymu, bylo by nutné¢ zahtivani vzorkli po dobu 20 min pfi
60 °C nebo 5 minut pii 80 °C. Je vSak pravdépodobné, ze béhem tepelného zpracovani
pii piipravé pokrmt z shiitake se bude téméi vSechen formaldehyd odpatrovat. Tudiz
mnozstvi formaldehydu, které se dostane konzumaci hub do t¢la, bude velmi malé.

(FUJIMOTO et al., 1974)
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3 Cile prace

Cilem diplomové prace Vv teoretické ¢asti bylo strucné charakterizovat houbu
Lentinula edodes, ptedlozit ptehled typi péstovani a produkce této houby ve svété,
uvést ucinky jeji konzumace na lidsky organismus a popsat slouceniny nachazejici se
popt. vznikajici v shiitake.

V experimentalni ¢asti byly hlavnimi cily:

= izolace lentinikové kyseliny ze shiitake a optimalizace postupu jeji izolace;

= vyvinuti analytické metody umoziujici stanoveni lentinikové kyseliny
Vv realnych vzorcich;

= izolace t€kavych latek vznikajicich pii zpracovani shiitake a jejich analyza

pomoci plynové chromatografie.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Ziskavani vzorka hub

V diplomové praci byly zkoumany dva druhy vzorkd hub shiitake, oba byly
ziskany Cerstvé a uchovavany v mrazaku pii teploté -28 °C. Vzorky byly ziskdny od
dvou riznych dodavatelt. Jeden byl zakoupen v srpnu 2010 v Praze-Satalicich od

spole¢nosti Samyco, spol. s r.o., (http://www.samyco.cz/), ktera tyto houby pé&stovala

pfimo ve svém arealu. Tento vzorek byl pouzivan pro izolaci lentinikové kyseliny
i dalsi experimenty. Druhy vzorek hub byl zakoupen v Nedvédicich u Sobéslavi od
spole¢nosti Ceské houby a.s., (http://www.ceskehouby.cz/) v fijnu 2011. Tyto houby

byly pouzity ke zjiSténi obsahu lentinikové kyseliny. Dle dostupnych informaci byl

tento vzorek hub importovan z Polska.

4.2 Pouzité chemikalie, pomticky a pfristroje

4.2.1 Pouzité chemikalie

Aceton: 99,5 %, amoniak: 25-29 %, chlorovodikova kyselina: 35 %,
diethylether: 99,7 %, octan amonny: 98,5 %, zakoupené od spolecnosti Penta;
acetonitril: 99,8 %, J. T. Baker; anex DEAE Sephadex A-25 (CI), Sigma;
dansylchlorid: 98 %, ACROS Organics; dihydrogenfosfore¢nan draselny: 99 %,
Lachema a.s.; methanol: 99,5 %, ninhydrin, octova kyselina: 99,8 %, siran hofe¢naty
bezvody: 99,0 %, trihydrogenfosforecna kyselina: 85 %, zakoupené od spoleénosti
Lach-Ner sr.0.; tetraboritan disodny: 99,5 %, katex Amberlite IR-120 (zrnéni 16-50
mesh), zakoupené od spolecnosti Fluka; y-(4-nitroanilid)-L-glutamova kyselina, p.a.,

Fisher Scientific.

4.2.2 Pouzité pomucky a pfFistroje

Aparatura  Likers-Nickersonova; centrifuga, Sigma 2-15; centrifugaéni
zkumavky, 30 ml, Nalgene; jednorazova injekéni stfikacka, 1ml, NORM-JECT;
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magnetické michadlo, IKA® RCT basic; mixer mixxo quattro 600W, Bosch;
parafilm ,,M*, Pechiney Plastic Packaging;pH metr - Al, Altec; lyofilizator, CHRIST-
ALPHA 1-2; rota¢ni vakuova odparka, Heidolph Laborata 4000 efficient; stiikackovy
PTFE mikrofiltr, 0,45 um, Fisher Scientific;topné hnizdo — LTHS, Brnénska Drutéva;
vahy Precisa 160M; vahy Kern PCB.

Déle chromatografy:

chromatograf HPLC/DAD : Varian Pro Star
- vysokotlakd pumpa Varian ProStar 210
- DAD detektor Varian ProStar 210
- kolona: Varian Microsorb—MV 100-5 C8 (250 x 4,6 mm, 5 um)
- kolona: Varian Microsorb—MV 100-5 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)
- davkovaci mikrostiikacka Hamilton, 25ul, Varian

chromatograf plynovy: Varian 3800
- MS detektor Varian 4000
- kolona Varian-5VF MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
- nosny plyn: He

4.3 Analytické metody a postupy

4.3.1 Izolace lentinikové kyseliny

Lentinikova kyselina byla izolovana z Cerstvych zamrazenych hub. Vzorek
zmrazenych hub (3,45 kg) byl namocen v trojnasobném mnozstvi 100 % methanolu
s 0,5 % HCI (cca 9 ) a nechan minimalné 6 hodin macerovat pii laboratorni teploté. Po
Sesti hodinach byl tento vzorek homogenizovan mixerem asi 3 minuty a vysledna
homogenni smés byla uschovéna v ledni¢ce do druhého dne. Homogenni smés byla
druhy den vafena 15 minut pod zpétnym chladi¢em, nasledovala filtrace ptes tkaninu
a takto byl ziskan prvni filtrat. Filtracni kola¢ byl znovu homogenizovan se 3 1 smési
methanolu s HCI a znovu povarfen a filtrovan, takto byl ziskan druhy filtrat. Oba filtraty
byly spojeny a nasledné odpafeny na rota¢ni vakuové odparce (pii teploté < 40 °C).

Vysledny roztok byl centrifugovan 10 min (12000 otacek/min). Po centrifugaci
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nasledovala extrakce diethyletherem, pomér ptidavaného diethyletheru k vyluhu z hub
byl 1:2,5. Extrakce byla provadéna dvakrat.

Z vysledného extraktu byl odpafen diethylether na rota¢ni vakuové odparce
(pti teplote < 40 °C) a dale bylo upraveno jeho pH na hodnotu 3,0 pomoci NHs.
Nasledovalo nanaseni daného extraktu na kolonu katexu Amberlite IR-120 (18,8x3 cm),
naneseny vzorek se nechal protéci, dale byla kolona promyvana vodou (300 ml)
a nakonec byla vymyta NH3; o koncentraci 1 mol/l. BEéhem promyvani byla sledovana
pozitivni zkouSka na pfitomnost aminokyseliny pomoci ninhydrinu. Po katexu byl
vzorek nanesen na anex DEAE Sephadex A-25 (15 x 3 cm), vzorek se nechal protéci,
dale byla kolona promyvana vodou (300 ml) a nakonec vymyvana 150 ml kyseliny
octové v postupnych koncentracich: 1 %, 1,5 %, 2 %, 2,5 %, 3 %, 3,5 %, 4 %, 4,5 %,
5% a 10 %. Od kazdé koncentrace byly jimany dv¢ frakce po cca 75 ml (frakce byly
oznaceny Cislem odpovidajicim koncentraci kyseliny octové a pismeny A a B),
u kterych bylo provadéno métfeni pH a zkouska na pfitomnost aminokyselin pomoci

ninhydrinu. Ziskané hodnoty byly zaznamenany do tabulky 4.

Tabulka 4: Ziskané hodnoty po anexu DEAE Sephadex

Kyselina octova (%)

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 10
A pH 3,35 3,00 2,63 2,55 2,46 2,40 2,34 2,30 227 222 2,16
intenzita ne ne ano + ang + ang ++ ano + ang + ang + ano + ano + ang +
B pH 3,35 2,73 2,63 2,50 2,43 2,35 2,30 2,26 2,22 2,22
intenzita ne ne anog +++ ne ano +++ ano + ne ano+ ano + ano +

Frakce byly po prefiltrovani mikrofiltrem (0,45 pm) analyzovany na
kapalinovém chromatografu s detektorem diodového pole (DAD).

Ke stanoveni pfitomnosti lentinikové kyseliny v jednotlivych frakcich byla
pouzita analyticka kolona Varian Microsorb—-MV 100-5 C8 (250 x 4,6mm). Jako
mobilni faze byl pouzit KH,PO, o koncentraci 25mmol/l, u kterého bylo upraveno

pH na 3,0 pomoci koncentrované Hz3PO,. Analyza byla provadéna za téchto podminek:

Mobilni faze:
= A roztok: 25 mM KH,PO4 0 pH =3,0
= B roztok: 99,8 % acetonitril

= pratok: 0,8 ml/min
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= detekce: 220 nm
» doba analyzy: 20 min

Tabulka 5: SloZeni mobilni fize

tas (min)

mabilni faze ] 6 12 17 20
A (%) 98 98 10 10 98
B (%) 2 2 90 90 2

Lentinikova kyselina byla detekovana pouze ve frakcich eluovanych 5 a 10%
kyselinou octovou, které byly oznaceny jako roztoky SA, 5B a 10A (viz tabulka 4).
Tyto frakce byly spojeny a piecistény aktivnim uhlim. Nasledné byl tento extrakt

lyofilizovan. Po ukonéeni lyofilizace byly ziskany bilé krystalky lentinikové kyseliny.

4.3.2 Stanoveni lentinikové kyseliny v realnych vzorcich

4.3.2.1 Sestaveni kalibracni kfivky lentinikove kyseliny

Pro kvantifikaci lentinikové kyseliny ve vzorcich byla sestavena kalibra¢ni
kiivka z dostupnych standardii: izolované lentinikové kyseliny a vnitiniho standardu
v-(4-nitroanilid)-L-glutamové kyseliny. Pro ptipravu kalibra¢ni kiivky byly tfeba tyto
chemikalie: derivatiza¢ni ¢inidlo dansylchlorid, pufr Na,B,O; (20 mM, pH=9,2),
kyselina lentinikovda a wvnitini standard y-(4-nitroanilid)-L-glutamova kyselina.
Dansylchlorid se pfipravil rozpusténim 27 mg dansylchloridu v 10 ml acetonitrilu.
Boratovy pufr (20 mM) se pfipravil rozpusténim 762,7 mg Nay,B,O; ve 100 ml
destilované vody. U tohoto roztoku bylo upraveno pH pomoci kyseliny H3PO4 na
hodnotu 9,2. Standard lentinikové kyseliny byl piipraven o koncentraci 3 mmol/l
rozpu$ténim 14,5 mg izolované lentinikové kyseliny v 10 ml destilované vody. Zasobni
roztok vnitiniho standardu byl pfipraven o koncentraci 7 mmol/l rozpuSténim 20 mg
y-(4-nitroanilid)-L-glutamové kyseliny v 10 ml destilované vody okyselené 3 kapkami
koncentrované HCI. Pii pfipravé kalibra¢ni kiivky byly roztoky vySe zminénych
sloucenin michdny v mnozstvi uvedeném v tabulce 6, a to vzdy v sérii po tiech vzorcich

se stejnou koncentraci.
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Tabulka 6: Michdni roztokit na kalibraéni kitivku

lentinikova kyselina wvnitini standard dansylchlorid

tetraboritan disodny destilovana voda

pl l pl pl ul
1 200 100 400 400 300
2 250 100 400 400 250
3 300 100 400 400 200
4 350 100 400 400 130
5 400 100 400 400 100
1] 450 100 400 400 50

Po smichani vSech chemikalii ve vialce byly tyto kalibra¢ni roztoky nechany

30 minut stat pii laboratorni teploté, pficemz dochdzelo k derivatizaci. Mechanismus

derivatizace je uveden na obrazku 17. Po uplynuti 30 minutového intervalu byly

vSechny vzorky po pfefiltrovani mikrofiltrem (0,45 pum) jednotlivé analyzovany na

kapalinovém chromatografu s DAD detekci. Analyza byla provadéna za téchto

podminek:

Mobilni faze:
= Aroztok: 50 mM CH3COONa o pH =5,0

= B roztok: 99,8 % acetonitril

= prutok: 0,9 ml/min

= detekce: 265 nm

= doba analyzy: 35 min

Tabulka 7: SloZeni mobilni fize

¢as (min)
mohilni faze 0 10 25 30 35
A (%) 95 95 15 15 95
B (%) 5 5 85 85 5
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Obrazek 17: Mechanismus pribéhu derivatizace lentinikové kyseliny
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Obrazek 18: HPLC chromatogram derivatizované lentinikové kyseliny
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Z dat ziskanych z kapalinového chromatografu (viz tabulka 8) byla sestavena

kalibracni ktivka, kterd je uvedena v grafu 2. Na osu x byly vynaseny jednotlivé

koncentrace prométované lentinikové kyseliny v mmol/l (mM). Na osu y byly vynaseny

pomery ploch pikti lentinikové kyseliny a vnitiniho standardu.

0,9

o
ca

o
~

A=LA/IS {JmAU.sec)
NO _‘D
wu (=2}

o
I~

0,3

Tabulka 8: Tabulka hodnot pro sestaveni kalibracni kifivky

koncentrace LA plocha piku LA plocha piku 15 pomér
ml mAlLl.zec mAll.sec LASIS
043 1543 3540 0,4359
1 043 1482 3506 04227
043 1439 3436 0.4188
.54 15911 3728 0.5126
2 .54 1791 3431 05220
.54 2025 3431 0.5902
064 2192 3606 0.6079
3 064 2111 3509 06016
064 2335 3588 0.6508
075 2771 3825 0.7244
4 075 2736 3971 0.6890
075 2636 3698 07128
0.86 2883 3788 07611
5 0.86 2854 3680 0,7755
0.86 2721 3569 0.7624
0,97 2939 3641 0.8209
& 0,97 3031 3533 0.8579
0,97 2979 3521 0.8461
Graf 2: Kalibracni kitivka
y=0,802x+0,0847
® R?=0,9992
&
+ Rady1l
| B Rady2
Rady3
| ——Linedrni (Rady2)
0,4 0,‘5 0:6 0:7 0:8 0:9 1
cLA {mM)
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4.3.2.2 Stanoveni obsahu lentinikové kyseliny v realnych vzorcich

Obsah lentinikové kyseliny byl stanoven a porovndvan u dvou vzorki hub
shiitake, oba byly v Cerstvém zmraZeném stavu. Od obou vzorkl bylo navéazeno 20 g
hub, ty byly smichany s 1 ml roztoku vy-(4-nitroanilid)-L-glutamové kyseliny
0 koncentraci 7 mg/ml a se 60 ml 100% methanolu s 0,5% HCI. Poté byly tyto vzorky
postupné¢ homogenizovany mixerem asi 3 minuty a vysledné homogenni smési byly
filtrovany pies tkaninovy filtr. Po filtraci nasledovalo odpafeni methanolu na vakuové
odparce. Dale bylo upraveno pH na hodnotu 9,0 pomoci koncentrovaného amoniaku.
Vysledné roztoky byly centrifugovany 10 min (12000 otafek/min). Po centrifugaci
nasledovala extrakce diethyletherem, pomér pfidavaného diethyletheru k vyluhu z hub
byl 1:2,5. Extrakce byla provaddéna dvakrat a nasledné¢ byl odpafen piebytecny
diethylether. Posléze byly tyto extrakty derivatizovany smichdnim 200 pl vzorku se
400 pl dansylchloridu a 600 pl Na;B4O; pufru. Po uplynuti 30 minutového intervalu
byly vSechny vzorky piefiltrovany mikrofiltrem (0,45 pm) a jednotlivé analyzovany na
kapalinovém chromatografu s DAD detekci. Analyza byla provadéna za podminek

uvedenych v 4.3.2.1.
4.3.3 Stanoveni obsahu tékavych latek

4.3.3.1 Stanoveni obsahu tékavych latek pomoci Likers-Nickersonovy

aparatury

Na toto stanoveni bylo pouzito 150 g cCerstvych zamrazenych hub, které se
smisilo s 300 ml destilované vody a homogenizovalo mixerem. Vznikly homogenat byl
pfeveden do 11 reakéni baiky s kulatym dnem a ponechan 30 min stat pii laboratorni
teploté. Mezi tim se sestavila Likers-Nickersonova aparatura a do jedné reakéni banky
bylo dano 200 ml diethyletheru. Nasledné byla reakéni baitka umisténa do topného
hnizda a spojena s aparaturou, kterd byla obalena vatou a alobalem. Obsah banky byl
michan magnetickym michadlem a postupné ptiveden k varu. Po zahtati cel¢ aparatury
bylo spusténo i zahfivani reakéni banky s diethyletherem a varnymi kaminky.
Od zac¢atku varu obou roztoku se nechaly roztoky 3 hodiny vatit. Po tfech hodinach se
vypnula topna hnizda a aparatura se nechala vychladnout. Roztok s diethyletherem byl

zbaven piebytecné vody pomoci bezvodého siranu hofe¢natého. Dale byl tento roztok
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prefiltrovan a odpafen na vakuové odparce (< 30 °C). Takto ziskany extrakt byl
analyzovan na plynovém chromatografu, nastiik ¢inil 1 ul. Analyza byla provadéna za

téchto podminek:

= nosny plyn: He

= pritok nosného plynu: 1,3 ml/min

= nastiik splitem: 1:30

= jonizace: elektronova, 70 eV

= teplota pii analyze:
- 0-3min — 40 °C
- dale zvySovani teploty o 4 °C/min az do 240 °C
- teplota 240 °C drZena 5 min

= teplota detektoru: 250 °C

= doba analyzy: 60 min

voda
L rozpousté-

rdlo

Obrdzek 19: Likens-Nickersonova aparatura
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4.3.3.2 Stanoveni obsahu tékavych latek pfimou extrakci

Bylo smichano 150 g cCerstvych zamrazenych hub s 300 ml destilované vody
a homogenizovano mixerem. Homogenat byl nechan 30 min odstat a poté u né&j bylo
zméieno pH = 6,34. Tento homogenat byl filtrovan pies tkaninu a nasledovala extrakce
diethyletherem tfikrat po 300 ml. Tento roztok byl dale zbaven vody bezvodym siranem
hofe¢natym, znovu filtrovan a nasledné zbaven diethyletheru na vakuové odparce.
Vysledny extrakt byl analyzovan na plynovém chromatografu stejnou metodou jako

v kapitole 4.3.3.1.

4.3.3.3 Stanoveni obsahu tékavych latek extrakci po upravé pH

Pti tomto stanoveni bylo opét smichdno 150 g cCerstvych zamrazenych hub
s 300 ml destilované vody a homogenizovano mixerem. Po homogenizaci bylo zméfeno
pH (pH = 6,32) a upraveno pomoci hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol/l
na hodnotu pH = 9,0. Homogenat byl nechan 30 min stat pii laboratorni teploté, pfi¢emz
hodnota pH klesla na 8,36. Dale byla provedena extrakce diethyletherem tiikrat
po 300 ml. Extrakt byl zbaven vody bezvodym siranem hofecnatym, nasledovala
filtrace a odpafeni na vakuové odparce (< 30 °C). Vysledny extrakt byl analyzovan

na plynovém chromatografu stejnou metodou jako v kapitole 4.3.3.1.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Lentinikova kyselina

5.1.1 Izolace lentinikoveé kyseliny

Lentinikova kyselina byla zpoc¢atku izolovana z hub shiitake pomoci metody
vyvinuté Yasumotem, et al. (1971a), ale timto postupem se nedafilo ziskat Cistou
lentinikovou kyselinu. Tudiz k izolaci byl zvolen postup podle Hofleho et al. (1976),
ktery byl modifikovan a uveden v kapitole 4.3.1. Ziskany extrakt byl nasledné
ptefiltrovan mikrofiltrem (0,45 pm) a analyzovan na HPLC s DAD detekei pii 220 nm.
Chromatogramy jednotlivych extraktt ziskanych béhem izolace lentinikové kyseliny
jsou uvedeny na obrazcich 20-23. Jak je z téchto obrazkl zfejmé, zvolenym postupem
se podatilo ziskat Cistou lentinikovou kyselinu. Identita ziskané lentinikové kyseliny
byla potvrzena porovnanim se standardem a pomoci NMR a HR-MS spektrometrie.
Na obrazku 24 je uvedeno UV spektrum lentinikové kyseliny. Retencni ¢as lentinikové
kyseliny pfi zvoleném gradientu se pohyboval okolo 4 min. Po pfecisténi extraktu
aktivnim uhlim a lyofilizaci byl zvaZen vytézek. Celkem z 3,45 kg cCerstvych hub

shiitake bylo ziskano 441 mg ¢isté lentinikové kyseliny.
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Obrazek 20: HPLC chromatogram extraktu ze shiitake po extrakci diethyletherem

42



Vysledky a diskuse

A [Of-]
] n lentinikova kyselina
100 —
75| -
S0 -
25
DL\—J Z

3
I
I\Illlllgl
o]
[l

jui]
]

|

70

B0

50

40

lentinikova kyselina

20

20

10

minutes

Obrazek 22: HPLC chromatogram extraktu po anexu DEAE Sephadex A-25
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Obrazek 23: HPLC chromatogram piecisténé lentinikové kyseliny
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5.1.2 Zjisténi mezi detekce lentinikové kyseliny

Ke zjisténi mezi detekce a kvantifikace, tzn. hodnoty LOD a LOQ, bylo tfeba
promé&fit na kapalinovém chromatografu rizné koncentrované roztoky kyseliny
lentinikové s cilem zjistit, pii jaké koncentraci je derivatizovana lentinikova kyselina
jesté detekovatelnd na chromatogramu. Na tento pokus byly pfipraveny roztoky
lentinikové kyseliny o koncentraci: 0,5 mmol/l; 0,05 mmol/l; 0,025 mmol/;
0,005 mmol/l a 0,0017 mmol/I. Derivatizace se provadéla pridavanim 200 ul lentinikové
kyseliny o rizné koncentraci, 400 pl dansylchloridu a 600 pl tetraboritanového pufru.
Takto ptipraveny roztok se nechal 30 min stat a poté se prefiltroval mikrofiltrem
(0,45 um) a analyzoval. Analyza probihala za stejnych podminek, které byly uvedeny
v kapitole 4.3.2.1. Z vysledki analyzy se urcila jako hodnota LOD, pfi které je prisluSny
pik tfikrat vys$8i nez je primérny Sum vychazejici z kolony, koncentrace 1,7 nmol/l.
Jako hodnota LOQ, ktera piedstavuje pik, jez je desetkrat vyssi nez primérnd hodnota
Sumu vychazejiciho z kolony, byla stanovena koncentrace 5 nmol/l. S ohledem na
relativné vysoky obsah lentinikové kyseliny v shiitake 1ze tedy tuto metodu povazovat
za dostateCné citlivou. Na obrazku 25 je uveden chromatogram derivatizované
lentinikové kyseliny. Retencni Cas derivatizované lentinikové kyseliny se pohyboval

okolo 18,5 az 19 minuty.
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Obrazek 25: HPLC chromatogram derivatizované lentinikové kyseliny
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5.1.3 Obsah lentinikové kyseliny v  raznych vzorcich

Lentinula edodes

K porovnani obsahu lentinikové kyseliny byly pouzity dva vzorky hub. Prvni
vzorek Cerstvych hub byl zakoupen v Praze-Satalicich ze spole¢nosti Samyco, spol.
sr.0. Druhy vzorek cerstvych hub byl zakoupen v Nedvédicich u Sobéslavi ze
spole¢nosti Ceské houby a.s. Od obou vzorktl bylo navaZeno stejné mnoZzstvi hub
ak nim pfidano stejné mnozstvi vnitiniho standardu. Dale byly ziskany extrakty
postupem uvedenym v kapitole 4.3.2.2. Extrakty po derivatizaci a piefiltrovani
mikrofiltrem (0,45 um) byly analyzovany pomoci HPLC/DAD. Ziskané hodnoty byly
porovnany s kalibra¢ni kfivkou uvedenou v grafu 2. Po pifepocitani byl ve vzorku hub
Z péstirny v Satalicich stanoven obsah lentinikové kyseliny 0,51 + 0,11 mg/g Cerstvé
vahy. Ve vzorku hub z péstirny v Nedvédicich byl naméten obsah lentinikové kyseliny
0,64 + 0,09 mg/g Cerstvé hmoty. Literarni udaje o obsahu lentinikové kyseliny
V houbach shiitake jsou kupodivu velmi fidké. Jedinym zndmym kvantitativnim udajem
o obsahu lentinikové kyseliny je prace Hiraide et al. (2010a). Tito autofi uvadéji, ze
mnozstvi lentinikové kyseliny v ¢erstvych houbach se pohybuje okolo 0,65 mg/g. Obé
dvé naméfené hodnoty v této praci jsou tedy srovnatelné s hodnotou uvedenou
V publikaci Hiraide et al. (2010a). Je velmi pravdépodobné, ze obsah lentinikoveé
kyseliny v shiitake zavisi na mnoha faktorech. Mezi nejvyznamnéjsi faktory ovliviiujici
obsah této latky patfi zejména podklad, na kterém houby vyrlstaji, zda rostou na
kulatin€ ¢1 na michaném substratu. S kvalitou dfeva Ci substratu je tedy spojena otazka
mnozstvi obsahu minerdlnich latek, C a S. DalS§im faktorem je obsah vody, jez se
pohybuje v mnozstvi okolo 90 %, ale mlize samoziejmé& vyznamné kolisat s teplotou

prostiedi popf. se stafim plodnic.

5.2 Tekavé latky Lentinula edodes

Tekavé latky shiitake byly izolovany tfemi riznymi metodami. Prvni metodou
byla extrakce tékavych latek pomoci Likers-Nickersonovy aparatury (viz kapitola
4.3.3.1). Hlavni vyhodou této techniky je fakt, ze timto zpisobem (na rozdil od pifimé
extrakce) jsou extrahovany pouze t€kavé latky. Extrakt takto ziskany byl analyzovan

pomoci GC/MS a vysledny chromatogram je uveden na obrazku 26. Latky
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identifikované v extraktu jsou uvedené dle Cisel v tabulce 9. Vzhledem k tomu, Ze
standardy téchto latek nejsou k dispozici, byla identifikace sloucenin provedena na
zéklad¢ jejich MS spekter a srovnanim s udaji publikovanymi v literatuie
(CHEN a HO, 1986b). Z tohoto duvodu je tedy nutno identifikaci téchto slouéenin
povazovat pouze za pravdépodobnou.

Druhou metodou byla extrakce tékavych latek diethyletherem. V tomto
experimentu byl homogenat pfipraven bez upravy pH. Naméiené pH homogenatu
shiitake pii tomto experimentu bylo 6,34. Postup ziskani tohoto extraktu je uveden
v kapitole 4.3.3.2. Chromatogram takto ziskanych tékavych latek je uveden na obrazku
27. Latky identifikované v extraktu jsou sefazeny dle Cisel v tabulce 10.

Tteti metodou byla extrakce tékavych latek diethyletherem, které predchazela
uprava pH homogenatu na hodnotu 9,0 (hodnota pH optima kli¢ovych enzymi
rozkladajicich lentinikovou kyselinu, a sice y-glutamyltranspeptidasy a C—S lyasy).
Postup ziskani extraktu byl uveden v kapitole 4.3.3.3. Chromatogram po analyze
extraktu pomoci GC/MS je uveden na obrazku 28 a v ném obsaZené identifikované

latky jsou uvedeny dle Cisel v tabulce 11.
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Obrdazek 26: GC chromatogram extraktu tékavych latek Likers-Nickersonovou metodou
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Tabulka 9: Vyhodnoceni chromatogramu extraktu tékavych latek Likers-Nickersonovou

Obrazek 27: GC chromatogram extraktu tékavych latek bez upravy pH

Tabulka 10: Vyhodnoceni chromatogramu extraktu tékavych latek bez tipravy pH

metodou
Mr M5 spektra nazev SUMarni VZorec
1 118 118 (M) 120(LM7=2) 71(27) 61(36) 43(100) thisanhydrid kys. octové C.H:0,5
2 94 94 (100.M7) 96 (20,M7+2) 79(47) 45(e8) 43(39) dimetyldisulfid CH:5;
3 76 76(5.M7) 7B(LM+2)  45(57) 43(100) 42 (16) kys. thiooctova C,H.05
4 100 100 (M) 56 (84) 44(75) 43 (86) 41(100) hexanal C.Hys0
5 92 92(55M7) 94(10.M:2) 59(76) 45(100) 43 (75) 3.sulfanylpropan-1-ol C.H:05
6 kifemikatd nefistota
7 kfemikatd nefistota
g 126 126 (3.M7) 97 (39) 70 (90) 55 (100) 32 (26) okt-1-en-3-on C.H,.0
g 128 128 (2.M7) 68 (39)  57(100) 43(21) 41 (16) okt-1-en-3-ol C.H,0
10 128 128 (2.M7) 99 (49) 71(42) 57(100) 43 (85) oktan-3-on C.H,0
11 128 128 (3.M7) 67 (57) 57 (100) 55(47) 41(s60) {E}-okt-2-en-1-ol C:H.:0
12 124 124 (100,M7) 126 (20,M+2) 78(99) 59(21) 46(26) 1,2, 4-trithiclan CH.5;
13 necistota
14 188 188 (20,M7) 190 (5M7=2) 142(78) 124 (60) 78(100) lentionin C,H.5:
15 156 156 (6.M7) 158 (1,M7+2) 110(70) 78 (100) 45(73) 1,2.4,5-tetrathian C;H.5.
154
: s
104 |
4 {
: I |
" 1 jj 0 12
: | h|JJ| P 4
] s € | I
h & o ﬂl * L *}I'lle-]_'&_km“\_‘, Il\""'*‘
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minutes

Mr M5 spektra nazev sumarni Vzorec
1 B8 88 (60,M7) 90(20.M7+2) 73(96) 59(76) 43 (100) {1E )-1-{methylsulfanyl)prop-1-en C.H.5
2 146 146 (1.M") 57 (65) 56 (100) 44(75) 41(94) cktan-1,3-dicl C:H0
3 150 150 (6,M7) 152 (1,M™+2) 59 (23) 45(80) 32(40) 3-[i2-hydroxypropyl)sulfanyl]propan-1-ol C-H..05
4 kfemikatd nedistota
5 102 102 (25.Mm7) 104 (5M7+2) 87 (51) 45(68) 32(100) 2-methyltetrahydrothiofen CsHy05
6 112 112 {100,M7) 114{20,M°+2) 97 (61) 45(24) 32(29) 3,4-dimethylthiofen C.H;S
7 128 128 (1.M7) 81 (20) B9 (75) 57 (100) 43(20) okt-1-en-3-ol CeHy 0
8 necistota
g 146 146 (6M7) 148 (LM'+2) 70(34) 57(100) 41(51) 2-ethylhexan-1-thiol C:Hys5
10 126 126 (15.M7) 128 (3.M7+2) B81(100) 63 (42) 45(47) S-methyl methansulfoenothioat C:H-0,5;
11 140 140 (35.M7) 142 (5.M7+2) 125 (100) 111 (13) 97(33) 3,4-diethylthiofen CzH 125
12 122 122 (89.M7) 93 (57) 92 (63) 91 (100) 65(24) fenylethylalkehel CzHy0
13 198 198 (5.M7) 71(61)  57(100) 43(44) 41(38) tetradekan Cy:Han
19 124 124(6M7) 126(1,M7s2) 63 (74) 61(100) 46(66) (methylsulfanyl){methylsulfinyl)methan €.H,05,
15 268 268 (3.M7) 71 (70) 57 (100) 43 (46) 41(27) nonadekan CisHeg
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Obrazek 28: GC chromatogram extraktu tékavych latek s upravou pH na 9,H

Tabulka 11: Vyhodnoceni chromatogramu extraktu tékavych latek s upravou pH na 9,0

Mr S data nazev SUMArni vzarec
1 28 28(3&M7 S0(10.M“2}) 73(100} 45 (66} 32(54} [1E }-14methylsulfanyljprop-1-en CaHS
2 88 83{30,M%} s90(10.M%+2) 73 (100) a5 (67} 3230} 3{methylsulfanyl}prop-1-en C.H,S
3 100 100{5.M% 44 (60} 43 (78} a1(100)  32(70} [2E) -hex-2-2n-1-ol CH.. 0
4 83 B3(23,Wm7) 73 (14} E1{23} 45 (38} 43 (100} etylacetit C.H. 0,
5 116 116({13.M7 59 (32} 58 (13} 43 (100} 41(18} 4-hydroxy-4-methylpentan-2-on C:H.,0,
£ 146 146[10,M7 148{2,M*+2] 57|35} 43100}  32(76) 2-ethylhexan-1-thic CH.:5
7 114 114{30,M7 116(5,M~+2} 9339} 21 (&0} 4552} diallylmenasulfid C:H.eS
2 114 114(25M7 116(5M*+2] 55|23} 8156} a5(26} [1E}-1{[1E}-prop-1-en-1-ylsulfanyl]prop-1-en C:H..5
g 126 126[20.M7 57|33} 7035} 55(100) 3224} okt-1-an-3-on CH..0
10 128 128{10,M7) 69 (14} 57 (100} 43 (20} 41(15} okt-1-en-3-ol C:H,:0
11 146 146(6,M7  148({1,M+2] 134(27) 85(38})  41{100} 3{prop-2-en-1-ylsulfonyljprop-1-en C:H..0.5
12 126 126(5.M% 55 (78} 41(77} 39(e0} 32100} [2E }-okt-2-enal CiH,. 0
13 202 202[20,M°} 204(5.M“+2) E£9(47} a1(ss}  32[100} 2-methylundekan-2-thiol . Hys5
14 124 124(96,MM° 126(10,M+2] 72 (100} 71(60} 57 (30} 1,2,4-trithiglan CH.S,
15 146 146(53,M7 143 (10,M“+2] 146(53) 11358} 45[100} diallyldizulfid C:H..5.
16 144 144[48,M°7 146(5.M%+2) 111{75} 57 (33} 77 (78} 3-winyl-3,6-dihydro-1, 2-dithiin C:H:5,
17 168 162 (M7 71(E1} 57 (100} a3 (g1} 2151} a-methylundek-1-en CopHys
18 144 144(18,M7 146(2,M%+2} 111{a3} a7(31}  71{100} 3-winyl-1,2-dithiacyklohex-5-an C:H:S,
19 186 186[1LM7}  57(100} 55 (64} 43 (66} 41 (60} 2-butyloktan-1-ol C..Hy:0
20 156 156({100,MM7 158 {15,M+2] 110(71)} g4 (30} 4552} 1,2,4,5-tetrathian C3H.5,
21 188 128(25,M°% 150(5.M%+2) 142 (20} 124{c8} 7&{100} lentignin CyH.S,
22 206 206(27.M7 208(5.M™2] 142100} 78 (53} 64 (51} hexathiepan CH,5;
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Z tabulek 9, 10 a 11 lze vycist, ze izolované tékavé latky lze rozdélit bud’ na
sirné, ¢i kyslikaté slouceniny obsahujici predevs§im osm uhliki. V extraktu ziskaném
pomoci Likens-Nickersonovy aparatury byly nalezeny tyto latky s nejvyssi intenzitou:
okt-1-en-3-ol (XXIX), kyselina thiooctova (XIII), lentionin (1V), 1,2,4-trithiolan (1),
1,2,4,5-tetrathian (111), (E)-okt-2-en-1-ol (XXVII1) a oktan-3-on (XXXIII). V extraktu
bez upravy pH byly nalezeny tyto tékavé latky v nejvyssi intenzitou: okt-1-en-3-ol
(XXIX), oktan-1,3-diol (XXVI) a 3,4-diethylthiofen (VI1). Posledni extrakt s upravou pH
homogenatu na hodnotu 9,0, obsahoval nejvice tékavych latek, mezi hlavnimi byly:
okt-1-en-3-ol (XXIX), lentionin (1V), 1,2,45-tetrathian (111), 1,2,4-trithiolan (I1),
hexathiepan (V) a okt-1-en-3-on (XXXIV).

Chen et al. (1986a) identifikovali 18 necyklickych a cyklickych sirnych
sloucenin z hub shiitake uvedenych v kapitole 2.6.5. Jako hlavni sirné cyklické tékavé
latky oznadili lentionin (1V), 1,2,4-trithiolan (11) a 1,2,4,5-tetrathian (111). Hlavnimi
kyslikatymi slou¢eninami v shiitake jsou osmiuhlikaté alkoholy okt-1-en-3-ol (XXIX)
a okt-2-en-3-ol , které pravdépodobné vznikaji z linolové kyseliny. (CHEN et al., 1986a)

Slouceniny v tabulkach 9, 10 a 11 odpovidaji pfedpokladu, ze v Cerstvych
houbach se za normalnich podminek tvofi pouze velmi malé mnozstvi t¢kavych latek,
jelikoZz pfirozend hodnota pH homogenatu shiitake (pH 6,4) je mimo oblast pro
optimalni aktivitu enzymil rozkladajicich lentinikovou kyselinu (pH 9,0)
(CHEN et al., 1986a). Avsak po upravé pH homogenatu na hodnotu 9,0 mnozstvi
tékavych latek rapidné vzrostlo. Pti tomto pH dochazi k pfeméné netékavé lentinikoveé
kyseliny na tékavé sirné latky, jako je napf. lentionin. Je velmi zajimavé, ze enzymy
z hub shiitake jsou aktivni az pfi hodnotach pH kolem 9. Toto pH neni typicka hodnota
pro zivé systémy a takto zésadité prostiedi se za normalnich podminek v téchto houbach
nevyskytuje. Tvorba sirnych tékavych latek byva také spojovana s uréitou ochranou
organismu pied predatory. Ale jak jiz bylo zminéno, v shiitake neni za normalnich
podminek optimalni stav pro enzymovy rozklad lentinikové kyseliny, a tudiZ neni jasné,

pro¢ houby shiitake viibec tuto polysirnou slouc¢eninu syntetizuji.
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6 Zaver

Tato prace se zabyvala sirnymi slou¢eninami hub shiitake, konkrétné izolaci
lentinikové kyseliny a strukturou tékavych latek vznikajicich v této houbé b&éhem
zpracovani. Byl optimalizovan postup izolace lentnikové kyseliny, vyvinuta metoda pro
jeji analytické stanoveni a stanoven obsah této kyseliny ve dvou vzorcich cerstvych hub
z odliSnych péstiren. Byly téz analyzovany tékavé latky ptfitomné v homogenizovanych
plodnicich hub Lentinula edodes, v zavislosti na pouzité metodé ziskani t¢kavych latek
a zméné podminek pH.

Lentinikova kyselina, sirnd slouc¢enina hub shiitake, je netékavy prekurzor
tékavych cyklickych sirnych latek, hlavné lentioninu. Tyto t€kavé latky vznikaji pfi
zpracovani hub shiitake diky piisobeni enzymi y-glutamyltransferasy a C—S lyasy praveé
na tuto kyselinu. T€kavé latky obsazené v této houbé zahrnuji jak cyklické sirné latky,
tak alkoholy. Tyto latky utvarejici typické aroma hub shiitake byly izolovany tiemi
riznymi postupy. Prvni metodou byla izolace pomoci Likens-Nickersonovy apararury,
kdy byl ziskan extrakt hub a dale analyzovan plynovou chromatografii. Touto metodou
byly stanoveny vice tékavé latky a dominantni slouceninou v tomto extraktu byl
okt-1-en-3-on, dale lentionin, 1,2 4-trithiolan, 1,2,4,5-tetrathian. Dale byl stanoven
extrakt hub shiitake ptimou extrakci diethyletherem a vysledny extrakt opét analyzovan
plynovou chromatografii. V tomto extraktu pievladaly nasledujici latky: okt-1-en-3-ol,
oktan-1,3-diol a 3,4-diethylthiofen. Poslednim stanoveni t€kavych latek bylo stanoveni
homogenatu, u které¢ho bylo upraveno pH na hodnotu 9, pti kterém jsou aktivni enzymy
obsazené v této houbé&, odpovédné za rozklad lentinikové kyseliny na tékavé cyklické
sirné latky. Vznikly extrakt byl opét analyzovan na plynovém chromatografu, obsahoval
velké mnozstvi t€kavych latek v porovnani s piedesSlymi extrakty, prevladaly tyto latky:
okt-1-en-3-ol, lentionin, 1,2,4,5-tetrathian, 1,2,4-trithiolan, hexathiepan a okt-1-en-3-on.
Ziskané chromatogramy byly porovnany a vysledky potvrdily, Ze za normélnich hodnot
pH, vyskytujicich se v shiitake, pohybujici se okolo pH 7, se tvofi pouze malé mnoZstvi
tékavych sirnych latek. Po upravé pH homogenatu na hodnotu 9, byly zaktivovany
enzymy y-glutamyltransferasa a C—S lyasa, které jsou zodpovédné za pieménu
lentinikové kyseliny na tékavé cyklické sirné latky, které utvateji typické aroma této
kulinaisky velmi oblibené houby. U téchto vysledkl je zarazejici, Ze houba shiitake

obsahuje enzymy, které vykazuji aktivitu pii vyrazné odlisné hodnoté pH, nez se
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Zaver

nachazi v této houb€. TudizZ nemohou tyto aromatické sirné latky plnit svou tlohu pfi
ochran¢ této houby pted predatory. Ovsem pfi Gpravé pokrmi z Cerstvych hub shiitake
se doporucuje pro zvyraznéni typického aroma a chuti této houby piidavat sodu, tim
tedy dojde ke zvySeni pH pokrmu a tudiz ke zvySeni obsahu aromatickych latek

v daném jidle.
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