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ABSTRAKT

Tato diplomové prace se zabyva charakterizaci nutricné vyznamnych latek ve vybranych
vzorcich vzacnych druht hub, konkrétné lesklokorky lesklé a koralovce jezatého. Dale
se vénuje biologickému vlivu vybranych vzacnych hub na lidské bunééné linie HaCaT a Caco-
2, sleduje produkci prozanétlivych cytokinti IL-6 a IL-8 imortalizovanymi keratinocyty
a bunkami karcinomu tlustého stieva po expozici vodnych extrakti pripravenych z praskové
formy hub.

Teoreticka ¢ast diplomové prace se vénuje charakteristice hub z hlediska morfologickych
znaki a jejich taxonomickému zatazeni do zivé fiSe. Dale studuje ucinky jedlych a 1éCivych
druhd hub a detailn¢ popisuje medicinalni houby, jako lesklokorku lesklou, houzevnatce
jedlého, trsnatce lupenitého, penizovku sametonohou, kordlovce jezatého a hlivu ustfi¢nou,
informuje o jejich ucincich, vyuziti a moznostech aplikace v potravinaistvi a farmacii. Zminuje
mozné negativni ucinky hub na zdravi konzumenti. Uvadi metody zpracovani hub a jejich
vyuziti v potravinarském pramyslu, dale se zaméfuje na moznosti testovani toxicity in vitro
a poskytuje stru¢ny prehled bézné€ pouzivanych testti cytotoxicity jako je MTT test ¢i LDH test.

Experimentalni ¢ast diplomové prace se zabyva ptipravou vodnych extraktti z houbovych
prasku a jejich charakterizaci z hlediska nutri¢nich a biologicky aktivnich latek. Pomoci HPLC
analyzy sleduje obsah lipofilnich latek a vitaminu C v jednotlivych vzorcich hub. Pro potvrzeni
biologického ucinku na lidské zdravi byl proveden antimikrobialni test za pouziti Ctyt
modelovych mikroorganismu a testy cytotoxicity na dvou lidskych bunéénych liniich. Nakonec
byla provedena senzoricka analyza instantni zeleninové polévky obohacené o piidavek
houbového prasku.

U analyzovanych praskovych extrakti z houby lesklokorky lesklé byly potvrzeny biologické
ucinky, ato predevsim jejich cytotoxicky ucinek na nadorové buiky epitelu tlustého stieva.
Aplikace do potravinaistvi neni v pfipadé¢ reishi snadnd, a to kvali triterpenoidiim,
které zpusobuji hotkou chut. Naopak v pfipadé koralovce jezatého byla pomoci testl
cytotoxicity potvrzena bezpecnost pouziti v potravinafstvi. Vysledky senzorické analyzy
prokazaly pozitivni vliv kordlovce jezatého na chutovy profil instantnich zeleninovych

polévek.

KLICOVA SLOVA
Houby, B-glukany, antimikrobialni test, HaCaT, Caco-2, testy cytotoxicity, MTT test, LDH
test, AlamarBlue test, cytokiny, IL-6, IL-8



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the characterization of nutrition substances in medical
mushrooms, specifically Ganoderma lucidum and Hericium erinaceus. It also focuses on the
biological impact of these rare mushrooms on human cell lines HaCaT and Caco-2, and
investigates the production of pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-8 by immortalized
keratinocytes and colon cancer cells after exposure to aqueous extracts prepared from
mushroom powder.

The theoretical part of the thesis deals with the characterization of mushrooms in terms of
morphological characteristics and their taxonomic classification. It further studies the effects of
edible and medicinal species and provides a detailed description of medicinal mushrooms such
as Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Flammulina velutipes, Grifola frondosa, Hericium
erinaceus and Pleurotus ostreatus, thesis informing about their effects, utilization
and possibilities for application in the food and pharmaceutical industries. It mentions possible
negative effects of mushrooms on consumers' health and presents methods for processing
mushrooms and their use in the food industry. Finally, it focuses on the possibilities of in vitro
toxicity testing and provides a brief overview of commonly used cytotoxicity tests such as
the MTT test and LDH test.

The experimental part of the thesis deals with the preparation of water extracts from
mushroom powders and their characterization in terms of nutritional and biologically active
substances. HPLC analysis is used to monitor the content of lipophilic substances and vitamin
C in mushroom samples. To confirm the biological effect on human health, antimicrobial tests
were performed using four model microorganisms, and cytotoxicity tests were performed
on two human cell lines. Lastly, a sensory analysis of instant vegetable soup enriched with
mushroom powder was performed.

Biological effects of the analyzed powdered extracts from Ganoderma lucidum mushroom
have been confirmed, especially their cytotoxic effect on colon epithelial tumor cells. However,
the application of reishi in the food industry is not easy due to the presence of triterpenoids that
cause a bitter taste. On the other hand, the safety of using the Hericium erinaceus mushroom
in food has been confirmed through cytotoxicity tests. Sensory analysis results have shown

a positive effect of Hericium erinaceus on the taste profile of instant vegetable soups.

KEYWORDS

Mushrooms, B-glucans, antimicrobial test, HaCaT cells, Caco-2 cells, cytotoxicity tests, MTT
test, LDH test, AlamarBlue test, cytokines, IL-6, IL-8
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1 UVOoD

Do vyvazeného jidelnicku kazdého jedince houby bezpochyby patii. V soucasné dobé jsou
houby velmi zadanou a atraktivni surovinou, a to jak v Cerstvém, tak technologicky
zpracovaném stavu. Jejich konzumace miize byt nejen gastronomickym zazitkem, nybrz
I prevenci Siroké Skaly onemocnéni. Mezi fadu benefiti, se kterymi je jejich konzumace
spojena, patii jejich antimikrobialni, antioxida¢ni a protirakovinné vlastnosti. Jejich konzumace
muze ale také pozitivn¢ ovlivnit gastrointestinalni trakt. Buné¢na sténa hub je tvorena z velké
Casti polysacharidy, konkrétné B-glukany, které piedstavuji pro ¢lovéka nestravitelnou slozku
potravy, s timto problémem si velmi ochotné poradi kolonizatofi lidského stfevniho epitelu,
pratelské bakterie rodu Lactobacillus. Konzumace hub tedy piispiva k druhové rozmanitosti,
Cetnosti a viabilité pratelskych stievnich bakterii.

S nartistajici popularitou téchto elixiri zivota nartistd i vyskyt potravinovych doplikda.
Houby jsou podobné jako ovoce a zelenina omezeny svou kratkou dobou trvanlivosti. Dilezitou
roli v jejich technologickém zpracovani hraji poskliziiové upravy, kterych miize byt pouzito
hned nékolik. Nejpouzivanéjsi metodou konzervace je suSeni, pfi kterém je dilezité dbat
striktnich technologickych postupid, aby vlivem vysoké teploty nedochazelo k degradaci
bioaktivnich latek v houbach. Ususené plodnice jsou nasledné pomlety na jemny houbovy
prasek, ktery lze ptidavat do pokrmil nebo suplementovat ve formeé kapsli.

Cilem této diplomové prace je charakterizovat vybrané vzacné druhy hub z hlediska nutri¢né
vyznamnych a Dbiologicky aktivnich latek. Zkoumat antimikrobialni, antioxidac¢ni,
protirakovinné a imunomodula¢ni uCinky vybranych druhd hub. Déle navrhnout
a zakomponovat méné chutové atraktivni druhy do potravinového doplitku ve form¢ instantni

zeleninové polévky a vylepsit tak nutri¢ni skore dané potraviny.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika hub

Houby neboli Fungi reprezentuji nejstarsi vyvojovou linii. Pfedpoklada se, ze houby byly prvni
eukaryota, ktera osidlila sous. V soucasnosti se fadi mezi druhové nejrozmanitéjsi skupinu
a dodnes neni jejich ptivod zcela objasnén [1]. Jednim z divodd muze byt i naprosté minimum
fosilnich nalezi nebo zkamenélin z piedeslych geologickych obdobi [2].

Po dlouhou dobu byly houby vnimany jako vedlejsi vyvojova vétev nizsich rostlin [2].
Na zakladé hlubsiho studia fylogenetického vyvoje hub doslo k nazoru, Ze houby vznikly
samovolng, a je tedy nutné je povazovat, vedle fise rostlin (Plantae) a zivocichti (Animalia),
za samostatnou tieti fi8i Fungi [2]. Houby jsou eukaryotické heterotrofni organismy, jejich télo
ma jednoduchou stavbu, mohou byt jednobunééné i mnohobunécné [3].

Pojem houba nezahrnuje pouze plodnici, kterou je mozné nalézt v lese. Mezi houby se fadi
i mikroskopické organismy, které mohou byt bud’ vlaknité, nebo jednobunééné, jako vlaknité
1ze uvést priklad plisn¢€ nebo jednobunécné mikromycety, které predstavuji naptiklad kvasinky.
Znatelné velké houby, které je mozné vidét v lese nebo béZné¢ koupit v obchodé¢, jsou nazyvany
makromycety [4].

Vyznam hub pro pfirodu je zcela zasadni, spolu s bakteriemi plni funkci tzv. destruentd,
prevadéji latky organického pavodu, které vyprodukovaly zelené rostliny, na latky
anorganické, které zelené rostliny potiebuji pro produkci organickych latek. Spolu se zelenymi
rostlinami tvoti kolob¢h zivota na Zemi.

Védecky obor zkoumajici zivot, vlastnosti, ¢innost a vyznam hub v pfirod¢ se nazyva

mykologie. Diive byla tato védecka disciplina souc¢asti botaniky [2].

2.2 Taxonomie hub

Klasifikace hub je ponékud nestaly systém zatazovani hub do pfislusnych oddéleni ¢i tiid.
S vyvojem modernich technologii dochazi k novym zjisténim, a je tedy nutné systém hub
aktualizovat.

Nejstarsi systém klasifikace hub byl zalozen pfevazné na viditelnych morfologickych
znacich. Rozdéloval houby na houby nizsi, kam se fadily pravé plisné, a houby vyssi,
kam patfily houby vieckovytrusé, stopkovytrusé a houby nedokonalé [2].

V roce 1968 mykolog J. A. von Arxem navrhl nové uspofadani hub. Risi Fungi rozdglil
do étyt oddéleni, a to Myxomycota, Chytridiomycota, Oomycota a Eumycota. Do oddéleni
Eumycota neboli ,,pravych hub“ byly fazeny makromycety, houby, které tvoii viditelné

plodnice. Pro pravé houby byly charakteristické nasledujici znaky: piitomnost B-glukant
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a chitinu ve sténach bungk, nepfitomnost pohyblivych vytrusi, zachovani projevi pohlavnosti,
jsou obvykle jednobuné&cné nebo rostou jako mycelium — mnohojaderné valcovité buiiky rizné
velikosti [2,5]. Na zakladé morfologickych a reprodukénich znakl bylo oddéleni Eumycota
rozdéleno do ctyi tiid: Zygomycetes (houby spajivé), Endomycetes (houby pucivé),
Ascomycetes (houby vieckovytrusé), Basidiomycetes (houby stopkovytrusé) [2].

Dalsi nové metody piinesly opét novy pohled na evoluci hub a s nimi bylo navrzeno i dalsi
nové rozdéleni. Rise Fungi se nasledné rozdélovala do péti oddéleni: Chytridiomycota,
Microsporidiomycota, Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota [4]. Dalsich nékolik let
piineslo nové objevy a s nimi pfiSlo opét nové déleni, kdy k souasnym péti oddélenim bylo
pridano odd¢leni Sesté, a to Glomeromycota [3].

V soucasnosti diky novym technologiim zalozenych na enviromentdlnim sekvenovani
je rozmanita tiSe pravych hub rozdélena do deviti hlavnich oddéleni: Opisthosporidia,
Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota,
Mucoromycota, Glomeromycota, Ascomycota a Basidiomycota [5].

V oblasti potravinafstvi a léCitelstvi se nejvice vyuzivaji makromycety, které tvoti vetsi

plodnice, a to ptedevsim houby patiici mezi Ascomycota a Basidiomycota [3].

2.2.1 Oddéleni Ascomycota

Ascomycota neboli houby vieckaté, Casto se setkame i s nazvem houby vieckovytrusé, patii
mezi druhove nejbohatsi kmen a zatim jsou detailn€ popsany ptiblizné dvé tretiny vSech druhd.
Spole¢né s oddélenim Basidiomycota spadaji do podiise Dikarya, pro které je hlavnim znakem
sexualni cyklus, kdy dochazi k produkci dikaryotickych hyf [5].

Ascomycota jsou mnohobuné¢né houby s piehradkovanym myceliem. V jednotlivych
piehrazenych castich se nachazi jednoduchy por, ktery slouzi k prichodu plazmy a jader.
Pievazna Cast zivotniho cyklu probiha v haploidni fazi [2].

Houby patfici do oddéleni Ascomycota maji morfologicky rozliSené pohlavni organy.
Pohlavni rozmnozovani vede ke tvorbé dikaryotickych hyf, které na rozdil od Basidiomycota
maji pomérné kratsi dobu zivotnosti [5]. Dikaryoticka hyfa vede k produkci viecka neboli asky,
vakovité struktury, ve které nasledné po karyogamii a meiodze, tj. pohlavnim procesu, dochazi
ke vzniku obvykle osmi askospor. Nepohlavni proces rozmnozovani je velmi bézny, dochazi

k nému prostiednictvim vytrusi jako konidie, oidie nebo chlamydospory [2,5].
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Oddéleni Ascomycota je druhové rozmanité, zahrnuje mikroskopické houby
od jednoduchych kvasinek, které jsou Ccastokrat pouzivané jako modelové organismy,
napt. Saccharamyces cerevisiae, az po vyssi houby se slozitymi makroskopickymi plodnicemi.
Kmen Ascomycota se dale rozdéluje na tii hlavni tiidy: Taphrinomycotina, Saccharomycotina
a Pezizomycotina [5].

2.2.2 Oddéleni Basidiomycota
Odd¢leni Basidiomycota, houby stopkovytrusé, je druhym druhové nejrozsahlejsim oddélenim
ztise hub. Bylo popsano témét 32 000 druht a z hlediska bunééného cyklu patii mezi
spotiebé, pri¢emz vétsina téchto druhti obsahuje farmakologicky vyznamné ucinné latky [6].
Basidiomycota utvati piehradkované mycelium [2]. Pfehradky maji ve sténach utvoteny
soudeckovity utvar, por, oznacovany jako doliporus [6,7]. Mezi hlavni charakteristicky znak
se fadi tvorba meiosporangia, které se nazyva bazidie, specializované bunky kyjovitého tvaru,
které produkuji obvykle c¢tyfi bazidiospory [2]. Tvorba bazidiospory probiha exogenné
na stopkach, tzv. sterigmatech, bazidii. To znamena, Ze proces karyogamie a nasledna meidza
probihaji pravé ve zminéné bazidii. V Zivotnim cyklu stopkovytrusych hub ptevlada
dvoujaderné mycelium, které vznika pti spojeni dvou pohlavné odlisnych priméarnich mycelii.
V tento okamzik dochazi k plazmogamii, splynuti pouze bunék, nikoliv jejich jader, a vzniku
dikaryotické bunky. Z dikaryotické bunky dale vznikd dvoujaderné podhoubi, v této fazi
zivotniho cyklu stopkovytrusych hub je vyznamny krok, ktery je typicky pro vétSinu druht,
ato tvorba piezky. Tento uUtvar zajiStuje rovnomérné rozd¢leni dcefinych jader [6]. Jedno
ze dvou dcetinych jader zastava ve Spicce buiiky, druhé putuje do piezky. Dojde k sou¢asnému
rozdéleni obou dcefinych bunék, ve Spicce bunky i v pfezce se jadra rozdélila na dvé
a nasleduje opét vymeéna jader, kdy jedno jadro z pfezky se vyméni za jedno jadro ze Spicky.
V tuto chvili se piezka uzavie a dojde ke vzniku dvou oddélenych dikaryotickych bunék [7].
Sekundarni dikaryotické mycelium roste neomezené¢ dlouho po dobu n¢kolika tydni az let
a za ptihodnych podminek vnéjSiho prostredi, jako je urcitd teplota a vlhkost, mize vytvaret
plodnice, tvofené dikaryotickymi hyfami [6]. Ve vytrusorodém rousku plodnice v bazidiich
dochazi k procesu karyogamie ¢ili splynuti jader a nasledné k meiotickému déleni. Diky tomu

opét vznikaji zpravidla ¢tyti haploidni stopeckaté vytrusy neboli bazidiospory [6,7].
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Literatura se v oblasti klasifikace oddéleni Basidiomycota zna¢né rozchazi. Diive se toto
oddéleni délilo do dvou tiid, a to Heterobasidiomycetes a Holobasidiomycetes. V souc¢asnosti
se ale mnohem vice ptiklani k rozd€leni toho odd¢€leni do tfech pododdéleni: Pucciniomycotina,

Ustilaginomycotina a Agaricomycotina [5,6].

2.3 Morfologie vyssich hub

Cely systém zatfazovani hub je zalozen pravé na morfologickych znacich jednotlivych druhii.
Vnéjsi 1 vnitini morfologie plodnic, morfologie vytrusii i zptsob jakym vznikaji, vzdjemna
podobnost 1 pozorovani ptibuzenskych vlastnosti. Na to vSe je bran zietel pii zafazovani hub
do systému [8].

Télo hub je tvofeno stélkou, ktera v piipadé mikroskopickych hub miize byt jednobunééna.
Ve vétsing pripadi vysSich hub je stélka tvofena vldknitymi vegetativnimi buinikami
mikroskopickych rozméra tzv. hyfami [9,10]. Hyfy rostou apikalng, putuji smérem k Zivindm
a jsou rozd¢lovany do dvou sméra [9].

Prvni vede k vytvoreni vegetativniho podhoubi nebo-li mycelia [10]. Mycelium ma podobu
bilé pavucinovité propletené, vladknité struktury, jejimz hlavnim cilem je zajistit vyménu
energie a potiebnych latek. Mycelium muize nabyvat velikosti od n€kolika desitek centimetrli
az po desitky metrui étvere¢nich a jeho stafi mize byt az v fadu tisicu let [11].

Druhy smér rastu hyf je morfologicky odliSny, nese rozmnozovaci organy a vede k tvorbé

plodnic. Plodnice neboli sporokarp je tedy slozena z hyfového pletiva a jeji soucasti

jsou vytrusorodé bunky jako viecka, bazidie a konidie [8].

klobouk

Supiny
lupeny —/a&
prsten
<+———plodnice
} houba
tref podhoubf
substrat

Obrazek 1 Morfologicka stavba houby [4]
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Tvar plodnice mtize byt velmi riznorody, stejné tak i jeji velikost, kterd mtize dosahovat
od mikroskopickych rozméri az po nékolik decimetrii [8]. Jednoduchy typ plodnice muze
predstavovat jen spletené klubicko hyf kolem viecek. V piipadé vyssich hub jsou plodnice
vyvojové dokonalejsi, 1ze u nich rozlisit tien (stipes) a klobouk (pileus) (Obrazek 1). Na tieni
se mize, ale nemusi vyskytovat prstenec. Je mozné nalézt i plodnice bez tfené, takové prirtstaji
bokem ke substratu [8,10].

Klobouk i tfefl jsou organy tvarove rozmanité a proménné. S vyvinem plodnice se méni i tvar
klobouku. Velkou roli pfi uréovani druhu hub hraje pfipojeni klobouku ke tieni [10].

Plodnice vysSich hub, konkrétné hub lupenatych i hiibovitych jsou zpravidla uzavieny
v obalu tzv. velumu. Jde o dvojity obal, ktery prvni vrstvu zanechava u dospé€lych plodnic
na povrchu klobouku jako strukturovity zbytek a pochvu na tfeni. Druha vrstva zanechava
zbyteCky na okraji klobouku a ve spodni ¢asti tfen€. Druhd vrstva je i ptivodce vzniku prstenu
v horni ¢asti tiené [8].

Vnitfek plodnice je tvofen duzinou [10]. Ta mtze byt velmi kichka, masita, vodnata,
Stavnatd, suchd, vlaknita, kozovita, tuhd 1 dievnatd. Existuje mnoho znaki pozorovatelnych
na fezu nebo lomu duziny. Naptiklad barva mlzZe byt v duZin€ klobouku odli$na od tfené

nebo duzina mtize ronit latex. Dilezitym znakem pii diagnostice je také chut’ duziny [8].

2.4 Jedlé a 1é¢ivé druhy hub
Mezi jedlé druhy hub patii houby, které nemaji negativni vliv na lidské zdravi, za to maji bohaté
nutricni slozeni a vybornou chut. Houby jsou kvalitni funkéni potravinou, patii mezi
nizkokalorické potraviny s vysokym obsahem vlakniny, sacharidi a dalSich zdravi prospésnych
latek. Bézné sbirané ke kulinaiskému vyuziti jsou zastupci hiibl, kozaci, klouzky, bedle
vysoka, liska obecna, ryzec smrkovy a mnohé dalsi. Dulezité je pro konzumaci sbirat pouze
mladé plodnice, které je vzdy nutné oSetiit tepelnym zdkrokem, bud’ vafenim, smaZenim,
nebo pecenim. Konzumace starych nebo né&jakym zptisobem vadnych plodnic se nedoporucuje
stejné jako konzumace syrovych hub [8,12].

Lécivé houby jsou takové, které svymi Gcinky ovliviiuji zdravi konzumenta. Diky obsahu
bioaktivnich latek neslouZzi primarné jako pochutina, nybrz spiSe jako dopln¢€k stravy. Vyzkumy

u fady hub prokdzaly ucinky proti bakteriim, viriim, plisnim, infekcim, zanétim, nadoram.

15



Jiné druhy hub projevily schopnost chranit konzumenta pted oxidacnim stresem, snizovat
hladinu cukru a cholesterolu v krvi nebo posilovat imunitni systém. Ze zastupct 1é¢ivych hub
jsou nejznamé;jsi hliva Ustficna, outkovka pestra, koralovec jezaty, hnojnik obecny, trsnatec
lupenity, kotr¢ kadefavy, houzevnatec jedly, choro$ ofis, penizovka sametonohd, smrz obecny,

leskokorka leskla a dalsi [13].

2.5 Vybrani zastupci vzacnych druha hub

Nasledujici kapitola se vénuje vybranym jedlym i nejedlym 1é¢ivym druhiim hub. Detailnimu
popisu, ptivodu, vyskytu, obsahovym bioaktivnim latkdm a moznostem vyuziti v kulinafstvi
¢1 medicing.

2.5.1 Lesklokorka leskla

Dominantni znak této houby je prozrazen jiz v jejim nazvu, a to hned dvakrat. Jde o houbu,
ktera svym lesklym vzhledem puisobi jako by byla nalakovana ¢i glazurovana [4]. Celosvétove
je tato houba znama pod populadrnim nazvem Reishi, ktery pochazi z japonstiny. Je mozné se
setkat i s ¢inskym oznacenim této houby Ling zhi.

Ptivodni lokaci této houby byla pravdépodobné jihovychodni Asie, konkrétné oblast Ciny,
Vietnamu, Koreje. Dnes je rozsifena nejen po Evropé, ale 1 Severni Americe, USA a Kanadg.
Tuto vzacnou saprofytickou houbu lze nejéastéji nalézt na pafezech listnatych stromu,
konkrétn¢ bukt a dubti v obdobi od kvétna do fijna, kdy zpravidla nejhojné&ji roste [3,14].

Klobouk lesklokorky lesklé mize dosahovat priméru 4—20 cm. Na dotek je tuhy, jeho tvar
muze byt kruhovity, ovalny ¢i ledvinovity, nékdy az vé&jitkovity s tupym nebo zvinénym
okrajem [4,15]. Barva klobouku se postupné méni, zprvu je ptevazné zluty s lehkym nadechem
do hnéda ve stfedu klobouku, nésledné prechazi do ¢ervenohnédého zbarveni, dale pak pres
fialovohnédé zbarveni az do tmavé kastanové hnédé barvy. Povrch klobouku je hladky a leskly.
Na spodni strané klobouku se nachazeji rourky, které jsou okrouhlé, s drobnymi 5-20 mm
dlouhymi péry bélavé az hnédé barvy. Tien je Stihly 3-20 cm dlouhy, 1-2,5 cm Siroky,
excentricky ¢asto 1 postranni. Barva tiené se postupné také méni, piechdzi ptes cervenohnédou
az do tmav¢ hnédé, ktera je nejcastéjsi [4,15]. Duzina houby ma zpocatku svétle béZzovou barvu,
ktera se méni na okrovou, pozdé¢ji zlutohnédou az do svétle hnédé. Na pticném fezu lze
pozorovat plstnatou, korkovitou, pomérné tvrdou konzistenci. Aroma duZiny je nepiijemné

zatuchlé. Chut’ duziny je nepiijemna a moucna [15].
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Obrazek 2 Lesklokorka leskla [12]

Jiz staré japonské zminky hovoii o lesklokorce lesklé jako o houbé vécného mladi
a dlouhovékosti. Je dokonce nazyvana kralem 1éCivych bylin [4]. | pfestoZze plodnice
lesklokorky jsou nejedlé, tuhé a hotké, patii tato houba diky obsahu bioaktivnich latek mezi
nejvyznamnéjsi zastupce 1é¢ivych hub, jejiz Géinky jsou nadale zkoumany [3].
antialergické, antibakterialni, hepatoprotektivni, imunomodulacni a protirakovinné ucinky.
Nejvice bioaktivnich latek bylo izolovano a extrahovano z plodnice hub a mycelia [15].
Nasledné bylo identifikovano pies 600 chemickych sloucenin jako alkaloidy, nukleosidy,
polysacharidy, imunoproteiny, steroidy a triterpenoidy [16].

Lesklokorka leskla (Obrazek 2) obsahuje jako vétSina hub polysacharidy, konkrétné f-
glukany vykazujici imunitni stimulaci, protizdnétlivou a protinddorovou aktivitu. V téchto
houbovych glukanech nalezneme v hlavnim fetézci primarné f-(1—3) vazby, misty rozvétveny
s kratkymi B-(1—6) vazbami. Imunomodula¢ni a protirakovinné vlastnosti houbovych -
glukan® urcuje jejich struktura, pfi¢emz plati, ze ¢im vétsi molekulova hmotnost daného -
glukanu, tim vyssi aktivitu bude projevovat [17].

Z lesklokorky lesklé bylo vyizolovano doposud pies 100 polysacharidd s protirakovinnymi
ucinky. Pravé polysacharidy se pfi imunitni odpovédi chovaji jako modulatory biologické
odpovédi. Aktivuji makrofagy, T lymfocyty a NK buiky, a tim zajisti produkei cytokint,
konkrétné interleukinti a interferont [15]. Studie ukazuji, Ze polysacharidy obsazené v houbé

reishi potlacuji tumorigenezi, invazi a metastazy rtiznych druht rakoviny [18].
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Triterpenoidy jsou vedle polysacharidii a imunoproteini jedny z nejzajimavéjSich latek
pro farmakologicky primysl. V houbé¢ reishi byly objeveny dva hlavni typy triterpenoidd,
a to kyselina ganoderova, kyselina lucidenova a jejich derivaty. Triterpenoidy pfispivaji nejen
ke snizeni krevniho tlaku, hladiny cholesterolu v krvi, ale projevuji se u nich také chemo-
preventivni u€inky.

Bylo popsano, zZe kyselina ganoderova potlacuje bunécny rust HeLa bunék prostfednictvim
apoptické smrti. Dalsi studie potvrzuji cytotoxicitu extraktli houby a ukazuji na zastaveni
bunééného cyklu a indukci apoptdzy 1V pripadé bunécéné linie CaCo-2 lidského karcinomu
tlustého stfeva [19]. Jiné studie potvrzuji antimikrobialni aktivitu proti Escherichia coli,
Salmonella typhimurium a Bacillus subtilis, zptisobenou ptitomnosti pofenolickych kyselin,
flavonidd, chinond a terpent [15].

Lesklokorka leskla je opravdu bohatym zdrojem ruznych latek, tento fakt nam potvrzuje
i skute¢nost, ze v ni bylo nalezeno 18 volnych aminokyselin, nukleosidy, mastné kyseliny
jako napiiklad kyselina stearova, palmitova, linolenova, behanova nebo kyselina olejova.
Uzivani lesklokorky zajisti ptisun vitamind skupiny B, a to konkrétné B, Bz, Bs, B12, vitaminu
C a E a celé¢ fady mineradlnich latek jako hoicik, zinek, mangan nebo organicky vazané
germanium [15,20].

Samotné susené houby, vytazky z houby, piipravené tinktury nebo sirupy se doporucuji
na lécbu hned nékolika chorob. Houba reishi se hojné uziva pii problémech s chronickou
nespavosti, bronchitidou, nefritidou, astmatem, anorexii, hepatitidou typu B, diabetem,

pii 1é€bé zaludeénich viredt nebo kardiovaskularnich onemocnénich [15,20].

2.5.2 HouZevnatec jedly

HouZevnatec jedly neboli houba shiitake je tfeti nejpéstovangjsi houbou na svéts. Casty je také
¢insky ndzev pro tuto houbu xiangu. V odborné literatuie ji najdeme pod latinskym nazvem
Lentinus edodes [3].

Plivodni oblasti této houby je vychodni a jihovychodni Asie, jako je Japonsko, Cina, Nova
Guinea. Voln¢ shiitake roste na zivych i odumfelych kmenech listnatych stromt: dubd, olsi,
habri a kastant [20]. Jiz pied vice neZ tisici lety byla v Ciné tato houba péstovana primitivnim
zpusobem na Spalcich dieva. V soucasnosti jsou jako substrat pouzivany dievéné Spalky, klaty,
piliny z listnatych stromd, drcend slama nebo drcena kukufi¢na vietena [4].

Plodnice houZevnatce jedIého se sestava z klobouku o priiméru 5-12 cm. V ptipad¢é mladych
plodnic je klobouk polokulovity s podvinutym okrajem, ktery ¢asem piejde do sklenutého

az mirn¢ rozlozeného. Klobouk starSich plodnic se vyznaCuje nepravidelné nadzvednutym
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okrajem. Barva klobouku se méni, mize byt od svétle hnédé pies tmavohnédou s ¢ervenym
nadechem a tmavsim stfedem. Pokozka klobouku byva suchd a matna, Casto Supinatd
a rozpraskana. Lupeny jsou vysoké 3—7 cm, pripojené ke tfeni, zprvu bélavé barvy, pozdéji
lehce rizové s hnédymi skvrnami. Tien nedosahuje vysokych rozméri, byva vysoky 3-5cm
a Siroky 0,5-1,5 cm. Tten je obvykle valcovitého tvaru S jemnymi Supinkami. Duzina houby
shiitake je pevna, bélava s jemnou chuti a prijemné houbovou viini s lehkym cesnekovym

podtonem [14,15].

Obrazek 3 Houzevnatec jedly [15]

Produkce shiitake (Obrazek 3) stoupla nejen diky bohatému nutriénimu sloZeni, ale rovnéz
diky zastoupeni nemalého mnozstvi 1éCivych latek [21]. Prvni péstitelské pokusy byly
provedeny jiz v 10. stoleti v Cin&. Lze si houbu vypéstovat i v domacich podminkach, staci
pouze vhodny naockovany substrat [20]. Tradi¢ni i moderni péstirny jsou k nalezeni pfevazné
v Japonsku, Ciné a Koreji, kde péstuji shiitake na nafezanych $palcich listnatého dieva [3].
Do dvou mésicti od pokaceni se Spalky o€kuji do vyvrtanych otvori a ulozi se na sebe do metrt,
cilem je, aby podhoubi vrostlo do dfeva [4]. Idealni podminky pro rast je vlhké prostiedi
a stabilni teplota v rozmezi 10-15 °C [3]. Porostlé $palky podhoubim jsou vhodné k nasazeni
plodnic, toho 1ze dosahnout macenim nebo pravidelnym kropenim vodou. Dle poctu sklizni

za rok se urcuje plodnost Spalku dieva na 2-5 let. Produkéni farmy maji az 50 000 $palkd [4].
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Shiitake neni bezdiivodné fazena mezi jedlé a 1é¢ivé houby. Diky svému vysokému obsahu
vlakniny, bilkovin, aminokyselin, vitamint, mineralnich latek a mnoha dalSich 1é¢ivych slozek
je nepostradatelnou polozkou na jidelnicku nejednoho ¢lovéka. Napiiklad vysoky obsah
polyfenolu je dikazem antioxida¢ni aktivity. Antibakterialni u¢inek je potvrzen antimikrobialni
aktivitou proti Staphylococus aureus, Bacillus subtilis nebo Pseudomonas aeruginosa. Mezi
dalsi prokazané ucinky pisobici na zdravi konzumenta patii antidiabetické, hypotenzni,
hypocholesterolemické, imunomodulaéni, antifungalni, hepatoprotektivni [21].

Z mineralnich latek houzevnatec jedly obsahuje naptiklad vapnik, hot¢ik, draslik, fosfor,
zelezo, sodik a stopové mnozstvi hliniku, chromu, manganu ¢i selenu [22]. Za zminku stoji
I vyznamné mnozstvi vitamind skupiny B, thiaminu, riboflavinu, niacinu, kyseliny
pantotenove, dale ergosterolu 1 vitaminu D2. Hojné zastoupeny jsou 1 aminokyseliny, v houbé
najdeme jak esencidlni aminokyseliny jako leucin, izoleucin, lysin, methionin, fenylalanin,
valin, threonin, tryptofan, tak i semi-esencialni aminokyseliny, a to histidin a arginin.

Houzevnatec jedly obsahuje piiblizné 68-78 % sacharidi. Najdeme zde zastupce
monosacharidii jako glukézu, mannodzu, xylézu, ribé6zu nebo ramnozu, dale disacharidy,
predevsim ale polysacharidy jako o-glukany i pB-glukany, xyloglukany, polyuronoidy
a dalsi [23]. Neni proto divu, Ze jednou z nejvice badanych latek houZzevnatce jedlého je pravé
polysacharid, konkrétné p-(1—3)-glukan, znamy pod nazvem lentinan [15].

Lentinan je ve vodé rozpustny polysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti az okolo
400-800 kDa. V jeho fetézci nalezneme molekuly glukozy s vétsSinou (1,3)-p-D-glukanovymi
vazbami v pravidelné rozvétveném hlavnim fetézci s 2 -(1,6)-D-lukopyranosidovymi vétvemi
na kazdém 5 p-(1,3)-glukopyranosidu linearni vazby. Mnohé klinické studie ukazuji
na pozitivni protinadorovou a imunitni aktivitu pti 1écbé rtiznych typi rakoviny. Takto silna
protinadorova aktivita je pfisuzovana lentinanu diky jeho vysoce uspofadané struktuie,
ktera mu umoznuje indukovat interleukin-12, ktery stimuluje ¢innost NK buné¢k a produkci
T lymfocytt [24].

Vedle polysacharidii jsou i dalsi biologicky aktivni latky, na které je tfeba se zaméfit.
Pfitomné exogenni aminokyseliny reguluji syntézu cytokint, produkci protilatek i proliferaci
lymfocytt.

Svoji roli v imunitni odpovédi hraji také vitaminy B a D. Existuji dikazy, ze vitaminy
skupiny B reguluji funkci T bun€k, NK bunck, bunécnou proliferaci i syntézu cytokini.
Obdobnou funkci studie potvrzuji i v ptipadé vitaminu D, ktery fidi funkci v§ech imunitnich

bunék, véetné T 1 B lymfocytli, monocytl, makrofagt, ale 1 dendritickych bun¢k. I mineralni
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latky zejména zinek a hofc¢ik maji vliv na imunitni odpovéd’, a to jak na vrozenou,
tak na adaptivni.

Provedené studie zkoumaly ucinky uZzivani houzevnatce jedlého jak na zvitatech,
tak na lidech. Prvni studie na lidech byly provedeny jiz v 80. letech 20. stoleti, kdy byly poprvé
popsany imunitni u¢inky lentinanu u zdravych lidi. Bylo zjisténo, ze tato latka zvySuje
proliferaci mononuklearnich bunék periferni krve a rovnéz zvySuje produkci a aktivitu
NK bunék. Piistudii provedené na pacientech s rakovinou Zaludku do$lo k ziskani velmi
podobnych vysledkd, lentinan jim byl podavan intraven6zné po dobu 7 dnd v mnozstvi 2 mg
aslouzil jako podpirna lécba k chemoterapii. V tomto piipadé byla navic detekovana
I vyznamné zvySena produkce IL-la, IL-1B, dale se zvysil i pomér aktivovanych T bunék
a cytotoxickych T bungk ve sleziné [23].

V roce 1985 byl v Japonsku lentinan schvalen do klinického pouziti a je vyrabén nékolika
farmaceutickymi firmami. Pfi radia¢ni terapii nebo pfi chemoterapii s nékterymi typy rakoviny
1ze pouzivat vytazky nebo polysacharidové frakce jako podptirnou 1écbu ke zmirnéni vedlejSich
negativnich uc¢inka téchto terapii, ale 1 jako hepatoprotektivni prostiedek ke zlepSeni funkce
jater [15].

Mezi dalsi vyizolované polysacharidy zhouzevnatce jedlého patii naptiklad
ucinky [15].

Z extraktii kultivovaného mycelia shiitake byla nasledné také vyizolovana smés latek
oznaCovand LEM, kterd je v souCasnosti vyuzivana jako 1€k. Zkratka LEM je sestavena
Z poc¢atecnich pismen Lentinus edodes mycelium [4]. Smés je tvofena polysacharidy s proteiny
a ligninem, tato smes byla podrobena nékolika studiim, pfi¢emz pokusy na zvitatech ukazaly,
7ze LEM vykazuje protinadorovou aktivitu u nadoru jater, doslo také k objeveni pozitivniho
ucinku pii 1é¢bé hepatitidy typu B, kde by LEM mohl slouzit jako podpurny 1ék. Vyrazna
protinadorova aktivita byla potvrzena nejen na zvitatech, ale i na lidech, dalsim objevenym
ucinkem bylo potla¢eni cytopatologickych projeva viru HIV [15].

V susSeném prasku z houby shiitake nalezneme ve velkém mnozstvi derivaty nukleovych
kyselin, ergosterin a alkaloid eritadenin, jindy oznacovany jako lenticinal [4,15]. Eritadenin
je purinovy alkaloid, chemicky jde o kyselinu (2R,3R)-dihydroxy-4(9-adenyl)-maselnou,
u které jsou prokazany hypocholesterolemické tcéinky.

Testy na potkanech prokazaly, ze eritadenin snizuje hladinu cholesterolu o 25 % po 7 dnech

peroralniho uzivani v davce 0,005 % pfijmu krmiva. Dalsi funkci, kterou eritadenin disponuje,
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je schopnost zménit profil mastnych kyselin a molekularni profil jater a plazmy, a to tim
zpusobem, ze potla¢i metabolickou pfeménu kyseliny linolové na kyselinu arachidonovou [25].

Piekvapivym zjisténim byl vliv vodného extraktu z hub shiitake na slozeni stfevni
mikroflory, kdy doslo k podpofeni probiotickych bakterii konkrétné Lactobacillus brevis
a Bifidobacteria breve [15].

Uz z nazvu houzevnatce jedlého je ziejmé, ze tato houba bude mit i bohaté kulinafské
vyuziti. Ne nadarmo se také nazyva perlou mezi houbami a v asijskych zemich, zvlasté v Cing
a Japonsku, je nepostradatelnou slozkou jidelni¢ku nejednoho ¢lovéka. Houzevnatec jedly
ma lahodnou chut' a silné houbové aroma, konzumuji se Cerstvé 1 suSené plodnice
jak v syrovém, tak v upraveném stavu. Houby je mozné grilovat, fritovat, udit, dale se bézné
smazi, vafi nebo pecou. Je vhodné je ptidavat do polévek, k zelenin€ nebo s nimi Ize snadno

dochutit maso [20].

2.5.3 Trsnatec lupenity

Latinsky nazev trsnatce lupenitého je Grifola frondasa, je mozné se setkat i s mnoha dalSimi
nazvy. Naptiklad s japonskym ndzvem maitake, ktery lze ptelozit jako tancici houba,
nebo ¢inskym nazvem huaishuhua [20].

Podobné jako v ptipadé¢ lesklokorky a houZevnatce i pro trsnatce je pivodnim domovem
Cina a oblast severovychodniho Japonska, kde se k p¥ipravé pokrmil pouZiva vice nez 3000 let.
V soucasnosti roste roztrousené po celé Evropé, v oblastech Severni Ameriky i vychodni Asii.
Trsnatec neroste ptili§ hojné, najit ho mizeme pouze v rozpéti dvou meésicti, a to od konce srpna
do fijna. Obvykle se vyskytuje po silngjSich destich na zivych kmenech a kofenech nebo
paiezech listnatych stromt, zejména na dubech a habrech, vyjime¢né na kastanech, bucich nebo
jasanech [26]. Plodnice trsnatce mohou dortstat do zna¢né velikych rozméru, trsy mohou mit
hmotnost az 7 kg [15].

Plodnice trsnatce je jednoleta, vé&jifovita, jazykovitd s mnoha kozovitymi kloboucky
vyrustajicimi z centralniho rozvétveného tfené [14]. Plodnice tvofi trsy o Sifce 20-50 cm,
vysoké 20-30 cm, které jsou utvofeny z polokruhovitych, jednostrannych, lysych,
ale vlaknitych, masitych klobouckti popelavé Sedé barvy sbilym okrajem vyrustajicich
Z hlavniho rozvétveného tené. Jednotlivé kloboucky jsou stfechovité uspofadany nad sebou
a utvareji tak trsovity tvar. Na spodni stran¢ klobouckl se nachazeji rourky dlouhé 2—4 cm,
sbihavé s hranatymi bilymi az krémové¢ zbarvenymi pory o velikosti 0,2-0,3 mm. Duzina je u
star§ich plodnic bila, vlaknita a tuha [26]. Mladé plodnice maji duzinu pruznou a lehce

masitou [15].
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Obrazek 4 Trsnatec lupenity [15]

Houba maitake (Obrazek 4) je dobrym zdrojem bilkovin, sacharidi, vlakniny, a je tak
kvalitni nizkotu¢nou potravinou s obsahem tuku okolo 3,4 %. Obsahuje vitaminy Bi, B2, Bs,
ergosterol jakozto prekurzor vitaminu D2, dale mineralni latky jako draslik, Zelezo, fosfor,
sodik, vapnik nebo hoi¢ik [26,27]. Piestoze v trsnatci lupenitém najdeme zna¢né mnozstvi
vyznamnych chemickych sloucenin jako kumariny, flavonoidy, alkaloidy, steroidy nebo
triterpeny, velka Cast pozornosti je vénovana bioaktivnim polysacharidim. Houba obecné
obsahuje 33-47 % sacharidd, z monosacharidl se zde nachazi glukéza, galaktdza, manndza,
fukoza nebo riboza. Obsahuje také zna¢ny podil rozpustné vlakniny ve formé B-(1,3)-glukant,
B-(1,6)-glukant a také je bohatym zdrojem a-D-glukant [28].

Dale jsou zde pritomny i heteroglukany, napiiklad xyloglukan, mannoxyloglukan,
fukomannogalaktan a mannogalaktofukan [15].

Béhem studii provedenych v poslednich 30 letech bylo izolovano pies 47 bioaktivnich frakci
polysacharidu ziskanych z trsnatce lupenitého [27]. Zejména jsou to MD-frakce, D-frakce, MZ-
frakce, SX-frakce, Grifolans a dalsi. V ptipadé¢ D-frakce a MD-frakce jde o polysacharidy

vazané na protein [28].
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oficidlné pouzivéany jako protinddorové, protirakovinné a imunomodulaéni latky. Prave vysoka
molekulova hmotnost D-frakce je povazovana za jeden z faktori podporujicich
imunomodula¢ni ucinek této latky. Ob¢ frakce mohou byt extrahovany jak z plodnice, tak
I mycelia trsnatce [27].

Studie prokazaly, ze D-frakce aktivuje funkci makrofagl, dendritickych bunék, NK bunék
a T-lymfocytti, dale podporuje uvolnovani mediatori imunitni odpovédi jako lymfokind
a interleukint. D-frakce na rozdil od jinych polysacharidi s protinadorovymi ucinky vykazuje
zna¢nou vyhodu v podavani latky pacientovi, lze ji podat peroralnim, intravenéznim
I intraperitonealnim zptisobem [27].

Klinické studie provedené na pacientech s pokrocilou rakovinou pfiinesly zjisténi,
ze kombinace D-frakce s chemoterapii byla prospé$na pii 1é¢bé rakoviny prsu, plic a jater,
naopak méné U€inn4 je proti leukémii, rakoviné Zaludku a kosti. DoSlo ke zvySeni terapeutické
odpovédi a ke snizeni vedlejSich uc¢inki chemoterapie [29]. Dalsi studie prokazaly schopnost
D-frakce ovliviiovat nadorové buiikky mlécné zladzy prostfednictvim modulace bunéénych
procest béhem vyvoje rakoviny [27].

MD-frakce =ziskana purifikaci D-frakce pfinesla v testech na mysich lepsi ucinky
nez samotna D-frakce. MD-frakce vykazovala vys$$i inhibi¢ni G¢inek na rtst nddoru u mysi
V ptipad¢ peroralniho podani.

Protinadorovou aktivitu vykazoval i1 polysacharid pojmenovany GFP-A, ktery byl schopen
inhibovat proliferaci bun¢k rakoviny tlustého streva.

Z plodnic trsnatce lupenitého byly izolovany i bioaktivni proteiny a peptidy s primérnou
molekulovou hmotnosti 20-80 kDa. Lektin vyizolovany z plodnice vykazoval cytotoxicitu vuci
HelLa bunkam. Dalsi izolovany protein vykazoval vyznamny uc¢inek proti herpes simplex
viru [27].

Trsnatec lupenity neni pouze vyznamnou lé¢ivou houbou, jde také o jedlou a chutnou houbu.
Ke konzumaci se doporucuji pouze mladé plodnice, staré¢ jsou pomérné tuhé k ptiprave. Houbu
Ize podavat v jakékoliv upravé, nejéastéji se viak povati a nakrajend na platky osmazi. V Ceské
republice je tento druh evidovan jako ohroZeny a uveden na Cerveném seznamu hub

a doporucen k ochrané [15].
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2.5.4 Penizovka sametonoha

Penizovka sametonoha neboli Flammulina velutipes, zndma téz pod japonskym nazvem
enokitake. Anglicky ndzev winter mushroom nam na rozdil od ¢eského, ktery popisuje vzhled
houby, fika o obdobi, které je typické pro vyskyt této houby [20].

Penizovka je bézna houba severniho mirného pasma, Evropy, Severni Ameriky, vychodni
Asie, rozsifena je téz Vv Jizni Americe, na Novém Zélandu a jizni Australii, do téchto oblasti
byla nejspiSe zavle¢ena. Penizovka se pramyslové produkuje predevsim v Japonsku, Cing a
Jizni Koreji. Diive byla péstovana na Spalcich a pafezech listnatych stromti, nyni je prumyslové
péstovana v plastovych lahvich z polypropylenu se Sirokym hrdlem o objemu 800-1000 ml
nebo v saccich naplnénych obohacenymi sterilizovanymi pilinami [3]. Volné roste pomérné
hojné od fijna do dubna v trsech na patezich, kmenech i vétvich olsi, buku, jilmu, vrb,
vyjimecné i jehli¢nanti [26].

Plodnice penizovky jsou veliké 1-3cm a rostou Vv hustych trsech, typické jsou pro
né sametové hnédé tieni [4]. Klobouk plodnice nartsta do velikosti 20-60 mm a byva
polokulovitého tvaru, Casto je téz vyklenuty az plochy, zluté az oranzové hnédy s kastanove
hnédym stiedem. Klobouk byva ¢asto hladky a slizky. Lupeny na spodni strané klobouku jsou
kratce pfipojené nebo u tfené jemné vykrojené a zoubkem pfipojené, maji bélavou az svétle
zlutooranzovou barvu. Tien je 3-8 cm dlouhy a 2-10 mm vysoky, valcovity, ¢asto bo¢né
stlaceny, v horni ¢asti nazloutly na bazi tmavohnédy az ¢ernohnédy [26,30]. Duzina je masita,

svétle krémova az nazloutla, bez vyrazné chuti s nakyslou az pfijemné houbovou vuni [20].
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Obrazek 5 Penizovka sametonoha [15]

Penizovka (Obrazek 5) ma pozitivni vliv na zdravi konzumenta, vykazuje protinadorovou,
protirakovinnou, antihypertenzni a antiaterosklerotickou aktivitu. Napomaha inhibici
trombozy, snizovani cholesterolu v Krvi, ptsobi proti starnuti, stimuluje neurotransmitery
imunomodulaé¢ni a antibakterialni G¢inky [31].

Penizovka obsahuje 58 % sacharidt, okolo 27 % bilkovin, 7 % tuku a 8 % popela. Analyzy
popela ukézaly vysoky obsah drasliku a fosforu, dale penizovka obsahuje znacné mnozstvi
vapniku a hotc¢iku, naopak nizsi obsah sodiku. Pravé diky vysokému obsahu drasliku mtize
penizovka napomahat snizovat vysoky krevni tlak. Dale obsahuje stopové prvky jako Zelezo,
selen, zinek, mangan, lithium, méd’ a siru, které jsou dtlezitymi prvky v nasi stravé [32].

Bilkoviny jsou obecné jednou ze slozek, které v jidelnicku Casto chybi, penizovka je svym
obsahem bilkovin srovnatelna s riznymi druhy listové zeleniny, coz z ni ¢ini pomérn¢ dobry
zdroj bilkovin. Aminokyseliny jsou stavebnimi kameny bilkovin, jsou v houb¢ hojné obsazeny
zastupci jak esencialnich, tak i neesencialnich aminokyselin. Studie pfinesly rizné vysledky
v detekovanych koncentracich volnych aminokyselin, které jsou v penizovce obsaZeny.
Ze zastupcu esencialnich aminokyselin byly zjistény methionin, valin, izoleucin, leucin, lysin,
fenylalanin a threonin. Z neesencialni byly zaznamenany kyselina L-glutamona, L-alanin, L-

lysin, glycin, kyselina asparagova, ktera spolu s kyselinou glutamovou, pfispiva K chuti
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podobné glutamatu sodnému. Naopak alanin, glycin, threonin a serin poskytuji houbdm
nasladlou chut. Z plodnice enokitake byly vyizolovany fungéalni imunomodulaéni proteiny
oznacené¢ jako FID-fve a FID-gts, u kterych byla prokdzana biologicka aktivita jako
imunomodula¢ni schopnost nebo protirakovinna a prozanétliva ucinnost [31]. Tyto proteiny
pusobi i v peroralnim podani, dokazi stimulovat periferni krevni lymfocyty, a tim zajistit, aby
dochazelo k vyluCovani interferont. V piipad¢ FID-fve proteinu byla zjisténa protirakovinna
aktivita proti HeLa bunkam [15]. Flammin, velin, velutin a flammulin jsou dal$i proteiny
vyizolované z plodnice schopné inaktivovat ribozom [31]. U velutinu byla objevena schopnost
potlacit reverzni transkriptazy viru HIV-1 [15].

Kromé¢ téchto proteind byl v myceliu objeven glykoproteinovy enzym s protirakovinnou
aktivitou oznaceny jako proflamin [31]. Provedené pokusy na mysich potvrdily protirakovinné
a imunomodulaéni G¢inky proflaminu, ktery nejen prodlouzil délku zivota mysi s melanomem
a adenokarcinomem, ale téz pfispé€l k potlaceni rastu sarkomu. Kromé latek s pozitivnim
ucinkem houba obsahuje také cytolyticky a kardiotoxicky protein flammulotoxin [15].

Sacharidy zastupuji vice nez polovinu suché hmotnosti houby. Jejich zastoupeni
je rozmanité, od monosacharidi jako riboza, glukdza, xyloza, fukdza, galaktoza, fruktoza,
pies disacharidy, a to sachar6za nebo trehaléza az po polysacharidy jako chitin, Skrob
a glukany [31].

Diky nizkému obsahu lipidi se houba enokitake fadi mezi nizkokalorické potraviny.
V houbé najdeme jak mononenasycené mastné kyseliny, tak | polynenasycené mastné kyseliny,
pritomny jsou kyseliny stearova, palmitova, linolova a olejova [26,31] Nejvice zastoupenou
je kyselina linolova, ktera je esencialni a slouzi jako prekurzor pro biosyntézu zanétlivych
mediatort jako kyselina arachidonova a prostaglandiny. Houba enokitake tak reprezentuje
kvalitni zdroj esencialnich mastnych kyselin pro lidsky organismus [31].

Za vyraznymi antioxidacnimi ucinky stoji zna¢né mnozstvi fenolovych kyselin,
tyto heterocyklické slouceniny jsou znamé pravé pro svoji silnou antioxidacni aktivitu.
Z polyfenolickych antioxidantli jsou zastoupeny napiiklad kyselina gallova, pyrogallol,
kyselina homogestinova, kyselina 5-sulfosalicylova, kyselina chlorogenova, kyselina kavova,
kyselina ferulova a kvercetin. Tyto latky jsou u€inné pii boji s oxidativnim stresem
a onemocnénimi, které zpusobuje jako je rakovina, kardiovaskularni onemocnéni

nebo cukrovka [31].
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Antimikrobialni aktivitu vykazovala penizovka proti Bacillus subtilis a Staphylococus
aureus, dokonce i antifungalni aktivitu proti Cladosporium herbarum. Antimikrobialni
a antifungalni ucinky jsou pfipisovany Sekviterpeniim cuparenového typu Vyizolovanym
z mycelia houby, které jsou oznacovany jako enokipodiny A-D [15].

Penizovka je dle spotteby ¢tvrtou nejvice celosveétoveé produkovanou houbou. Jde o pomérné
chutnou houbu u nds znamou jako véanoc¢ni houba, kterd se pridava do polévek, omacek,
do zeleninovych i masitych jidel, hodi se také k té€stovinam, rybam nebo dribezi. Do pokrmu

jsou pouzivany vyhradné klobouky, tiené penizovky jsou ponékud tuhé [20].

2.5.5 Koralovec jezaty

Lvi hiiva nebo opi¢i hlava, 1 s takovym ndzvem je mozné se setkat v ptipad¢ koralovce jezatého.
Latinsky nazev pro tuto vzacnou houbu je Hericicium erinaceus. Nemén¢ znamy je také jeho
japonsky nazev yamabushitake [20].

Produkéni péstovani koralovee zagalo teprve v 70. letech minulého stoleti v Cing. Houba
je rozsitena v Evropé, Severni Americe a Asii, pfedev§im v Ciné a Japonsku [26]. Nalézt
koralovce jezatého na nasem uzemi je velmi vzacné a neni proto divu, Ze patii mezi chranéné
druhy [20]. Koralovec volné roste v obdobi od ¢ervna do listopadu, ale velmi fidce az vzacné.
Obvykle je mozné ho nalézt na zivych kmenech listnact, jako bukt a dubt, vyjimeéné jasand,
jabloni nebo ofesakd nékolik metrti nad zemi [15,26].

Plodnice koralovce jezatého dorutstaji do Sitky 30-80 mm, byvaji kompaktni a nevétvené,
maji kulovity, vejCity az jezovity tvar. Mladé plodnice jsou bélavé barvy a postupnym
zasychanim ve stafi prechazi do okrové hnédého zbarveni. Na pfedni a spodni stran¢
se nachazeji previslé, Sidlovité, ale kiehké ostny dlouhé az 40 mm a Siroké 1,5-2 mm husté¢
namackané u sebe [30]. Duzina je u mladych plodnic mékka, ale masita, bélava s malymi
dutinkami a piijemnou ovocnou vini a chuti. U starych plodnic je duzina tuha a v ostnech

az nazloutla [15].
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Obrazek 6 Kordlovec jezaty [15]

Hericium erinaceus (Obrazek 6) je po staleti uzivana jako houba s 1é¢ivymi ucinky, byl
prokédzéan jeji zdravi prospéSny vliv na ¢innost nervii a mozku. Diky obsahu neurotrofnich
sloucenin, latek, které jsou schopny prochazet hematoencefalickou bariérou, je zkouman jeji
potencial piilécbé neurologickych poruch. Vedle téchto latek obsahuje 1 dalsi biologicky
aktivni latky, které lze ziskat extrakci z plodnic nebo mycelia a byly potvrzeny jejich
antioxidacni, antidiabetické, protirakovinné, protizanétlive, antimikrobialni,
antihyperglykemické a hypolipidemické vlastnosti. Kordlovec se pouziva také pii 1écbé
kognitivnich poruch, Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, ischemické mozkové
poruse. Probihaji také vyzkumy zamétené na antidepresivni G¢inky houby, kterou by tak bylo
mozné vyuzit pro 1é¢bu depresi [33].

Koralovec jezaty obsahuje polysacharidy, polypeptidy a velkou fadu sekundarnich
biologicky aktivnich metabolitli jako erinaciny, hericeriny, steroidy, alkaloidy a laktony.
Polysacharidy jsou bohatou sloZzkou bunécéné stény hub. Celkové mnozstvi sacharidi
v kordlovci je pomérné vysoké, na kazdych 100 g suSené houby obsahuje v priméru 61,3—
77,5g celkovych sacharidii. PfiCemZz nejvétSsi pozornost je vénovana polysacharidim
jako jsou B-glukany, a-glukany a glukano-proteinovym komplextim [34]. Z plodnic koralovce
bylo vyizolovano pét polysacharidi vykazujicich protinadorovou aktivitu, jsou to napiiklad
xylany, glukoxylany, heteroxyloglukany a galaktoxyloglukany. Dal§imi vyizolovanymi
latkami byly ve vodé rozpustné polysacharidy, konkrétné p-(1—6)-glukan s molekulovou

hmotnosti okolo 13 kDa, ktery je schopen aktivovat makrofagy pii imunitni odpovédi.
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Jiné pokusy objevily pfitomnost polysacharidu pojmenovaného HEPF1, jde konkrétné
0 heteropolysacharid o molekulové hmotnosti 190 kDa, slozeny z jednotek fruktozy, galaktozy,
gluk6zy a malym zastoupenim 3-O-methyl ramnézy [35].

Hericenony jsou spolu s hericeny, epinapyronem a erinaciny nizkomolekulové latky
vyizolované z koralovce jezatého. Hericenony jsou aromatické latky extrahované z plodnice
houby, v soucasnosti je identifikovano 11 typa [35]. Hericenony jsou bioaktivni latky schopné
stimulovat biosyntézu nervového rastového faktoru a mohou tak mit pozitivni vliv na prubéh
Alzheimerovy choroby [34]. Erinaciny patii do skupiny cyathionovych diterpernoidd,
vyizolovanych z mycelia houby. Tyto latky vykazuji podobnou biologickou aktivitu jako
hericenony, jsou schopné stimulovat biosyntézu nervového rustového faktoru [35]. Bylo
identifikovano 15 erinacini, kdy podrobn&j§i vyzkumy u osmi znich prokazaly
neuroprotektivni vlastnosti. Tyto erinaciny mohou vyvolat uvolnéni nervového rustového
faktoru, umi snizovat ukladani amyloidu-f nebo zvySovat expresi enzymu degradujiciho inzulin
¢i mohou pomoci zvladat neuropatickou bolest [36].

Dalsi vyzkumy pftinesly zjisténi, ze extrakty z koralovce jezatého vylepSuji myelinizacni
proces vV myelinovych obalech nervii. V ptipad¢ vodnych extrakt byl potvrzen vliv koralovce
i na podporu hojeni ran [15].

Koralovec je jedlou chutnou houbou, mladé plodnice jsou chutné s jemnou nahoiklou chuti
piipominajici lilek [20]. Kvali kulinafskému prozitku houbu ale nesbirame, je evidovana
na Cerveném seznamu hub CR jako ohroZena. Pro vlastni uZivani lze koupit nasadu a houbu

si uméle vypéstovat doma [15].

2.5.6 Hliva ustii¢na

Hliva Gstfi¢na neboli Pleurotus ostreatus (Obrazek 7), znama téz pod anglickym nazvem oyster
mushroom nebo japonskym nazvem hiritake [20].

z Ciny, kde tuto houbu uctivali jako tzv. bozsky kvét. Znalost 1é¢ivych Gginki této houby neni
pouze zalezitost Ciny, povédomi o jejich blahodarnych benefitech se tradovalo i v zemich
sttedni Evropy, Jizni Ameriky nebo Afriky [26]. Cina se v$ak stala nejvétsim svétovym
producentem hlivy ustiiéné [20]. Hliva ustii¢na je saproparazit, hojné rostouci v obdobi od fijna
do prosince jak na zivych, tak i na odumielych kmenech listnatych stromu, bukd, ofeSaki,
jiroved, topoli a vrb. Roste vtrsech splodnicemi stiechovité uskupenymi nad sebou.

Lze ji snadno objevit v zahradkach, sadech ¢i méstskych parcich [26].
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Klobouk plodnice byva jazykovity az lasturovity, bokem pfirostly nebo protazeny v kratky
tien. Klobouky jsou bochnikovité s podvinutym okrajem, Siroké 40-200 mm a obvykle
Jsou popelavé Sedé az modroSedé barvy misty s lehkym fialovym nadechem. Pokozka klobouku
je hladka a lysa, lupeny na spodni stran¢ jsou sbihavé, bilé az Sedé barvy [30]. Tten je dlouhy
1-4 cm, Siroky az 2 cm, bélavy az svétle Sedé barvy. U mladych plodnic je duzina mékka,
pruzn¢ masita, star$i plodnice jsou tuhé misty az dievnaté. Duzina ma bélavou barvu a jemnou
nakyslou chut i vini [20].

N W

Obrdzek 7 Hliva ustiicna [12]

Provedené analyzy zjistily obsah zdkladnich nutri¢nich latek v hlivé, obsah sacharid
byl zjistén okolo 36-60 %, bilkovin 11-42 % a lipidd v rozmezi 0,2-8 %. Diky vysokému
podilu bilkovin se hliva ustfi¢na fadi mezi potraviny bohaté na bilkoviny a mutze i zlehka
konkurovat masu nebo mléku, a to diky vysokému obsahu aminokyselin, konkrétné
esencialnich aminokyselin, kterych v hlivé nalezneme hned vSech osm, které jsou pro lidskou
vyzivu nezbytné. Hliva je také velmi kvalitnim zdroje vlakniny, jeji buné¢na sténa je bohata na
chitin a polysacharidy, které maji prokazané pozitivni G¢inky na zdravi konzumenta. Vedle
téchto latek jsou v hlivé obsazeny také vitaminy jako Bi, B2, Bs, Be, C, ergosterin jako
prekurzor vitaminu D a mineralni latky ve formé& makro 1 mikroprvk, jako draslik, hotcik,
sodik, vapnik, jod, bor, fosfor, Zelezo, selen, zinek, méd’ nebo mangan [37]. Hliva ustfi¢na
obsahuje lipidy ve vSech formach, volné mastné kyseliny, mono, di a triglyceridy, steroly,
estery sterolti i fosfolipidy. Lipidy pfijimané z hub jsou pro ¢lovéka nejlep$i moznou variantou,
protoZe predstavuji nejmensi riziko pro ucpani cév. Z mastnych kyselin jsou zastoupeny

jak mono i polynenasycené mastné kyseliny, jako napiiklad kyselina linolova nebo olejova.
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Ze zastupct nasycenych mastnych kyselin najdeme v hlivé naptiklad kyselinu pentadekanovou,
palmitovou nebo stearovou [38].

Polysacharidy spolu s chitinem v houbach ptedstavuji hlavni ziviny. Diky bohatému obsahu
vlakniny je hliva vhodnou nizkokalorickou potravinou pro osoby s diabetem, pro pacienty trpici
alimentarnimi viedy nebo pro jedince ke sniZeni obezity [38]. V hlivé se nachazi polysacharidy
konkrétn¢ ve form¢ B-(1—3)-D-glukanti a mannand. Extrakci byly z houby ziskany rtzné
pfi experimentalnich testech na mysich. Pii experimentech na lidskych subjektech byl potvrzen
pozitivni vliv na imunitu, obzvlasté v pfipad¢ lehkych infekci. U dalSiho vyizolovaného
polysacharidu slozen¢ho z jednotek glukozy a galaktdzy byla prokazana schopnost stimulovat
makrofagy, splenocyty a thymocyty pifi imunitni odpovédi. Podobné vlastnosti se projevily
i u heteropolysacharidu, u né&jz byly zjistény i protinadorové ucinky. Vyzkumy prokazaly,
ze konzumaci hlivy lze pfedchazet tvorbé a vyskytu nadort tlustého stieva [15].

Plodnice hlivy ustfiéné obsahuji statiny, latky schopné sniZzovat hladinu cholesterolu.
Lovastatin je latka se schopnosti selektivné inhibovat syntézu cholesterolu, v roce 1987
byl schvalen jako 1é¢ivo k redukci cholesterolu v krvi. Lovastatin by mohl byt napomocny
pii onemocnénich jako osteoporoza, artritida, ischemie nebo pfi ztu¢néni jater. Lovastatin dale
ukazuje své Siroké pole pisobnosti, kdy byly prokazany protirakovinné vlastnosti, potlacuje
bunétné déleni a zvySuje aktivitu bunééného cyklu. Pomdha predchazet metastazim,
a proto je podavan pii radioterapiich a chemoterapiich. Byl prokazan i jeho antifungalni u¢inek
proti Rhodotorula rubla, Mucor recemosus i Candida albicans [39].

V hlivé ustiicné byl dale objeven ergosterol s antimikrobidlni a protirakovinovou aktivitou,

dale lektiny, latky projevujici antibiotické, antimykotické a protirakovinové ucinky [15].
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2.6 Negativni u¢inky hub

Vzdy je dobré mit na mysli, ze i kdyz houby obsahuji nespocet zdravi prospé$nych latek, mize
se stat, ze nékteré budou mit naopak negativni efekt. Houby mohou u nekterych lidi vyvolavat
alergické reakce, které nemusi zptsobit pouze plodnice, ale | mycelium ¢i vytrusy. Dalsim
problémem je vyskyt toxint, které jsou pii nespravné upravé a poziti houby az smrtelné. Houby
maji schopnost kumulovat do svych plodnic a mycelii latky nachazejici se v jejich vngjsim
okoli, mezi takové latky patii naptiklad i tézké kovy jako olovo, rtut’ nebo kadmium, jejichz
piitomnost v lidském téle mtize vazné ohrozit zdravi jedince [20].

Za dalsi latku negativné ovliviyjici zdravi konzumenta hub byl oznacen agaritin,
ktery se bézn¢ vyskytuje v plodnicich Zampionu. Agaritin by mél vykazovat karcinogenni
ucinky, tento fakt ale vyzkumy nepotvrdily. Tato latka tepelnym zakrokem degraduje,
proto je doporuc¢ovano nekonzumovat Zampiony a obecné vsechny houby v syrovém stavu,
ale tepelné upravené [4].

Negativni G¢inky hub mohou byt vyvolany i v kombinaci s jinymi nespravnymi potravinami
¢1 ndpoji. Nestastnou volbou je kombinace hub s alkoholem, kdy nékteré druhy hub obsahuji
ve svych plodnicich latku zvanou coprin, ktera v téle ¢lovéka blokuje enzym odbouravajici

alkohol. Pii kombinaci téchto dvou latek muze dojit k silnymi otravam [20].

2.7 Houby v potravinaiském primyslu

Houby se v potravinaiském primyslu pouzivaji od nepaméti. Jiz staii Sumetané pied vice
nez 3 000 lety pted naSim letopoctem védeli, ze kvasenim Stavy z hroznu ziskaji alkoholicky
napoj ve formé vina, nejspiSe ale nevédéli fakt, ze se za timto procesem schovava praveé
kvasinka. Pomoci mikroskopickych hub lze vyrabét i dal§i suroviny zcela klicové pro
potravinarsky pramysl, napiiklad ethanol, kyselinu citronovou, mléénou a mnohé dalsi. Nov¢&jsi
vyzkumy se soustfedi na piipravu potraviny z mikroskopickych vlaknitych hub, ktera bude
bohata na bilkoviny a lze ji tak pouZit jako nahrazku masa, jde o tzv. mykoprotein [26].

Pokud jde o makromycety, Vv potravinaiském prumyslu se s nimi mizeme setkat ve tfech
podobach, v Cerstvém nebo suseném stavu, konzervované nebo zpracované na produkty.
Cerstvé houby slouzi k pfimé spotieb&, maji kratkou dobu trvanlivosti, a proto je b&zné
se s nimi setkat spiSe na lokdlnich trzich se zelinou. SuSené houby se vyuZivaji pro vyrobu
instantnich polévek a omacek. Casté je také pomleti susenych hub za tcelem ziskat houbovy
prasek, ktery ma velké vyuZiti v potravinafstvi. Diky vysokému obsahu bilkovin se vyuZiva
jako komponenta pro vylepseni nutri¢nich vlastnosti jinych potravinarskych vyrobkt. Houbovy

prasek je proto Casto pfidavan do nudli, té€stovin, ryzovych kasi nebo do pekaiskych vyrobki,
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kde zvysuje v danych potravinach obsah bilkovin, napomaha k lepsi elasticité potravinaiskych
vyrobkli a pomaha vytvotit kompaktni lepkavou strukturu v té€stovinach a nudlich. Studie
0 aplikaci hub do potravinarskych vyrobkl pfinesly zajimavé poznatky, naptiklad pifidéani
prasku z zampionti do masovych kulicek cili nejen na zvyseni bilkovin ve vyrobku, ale také
na vyssi obsah Zeleza, zinku, selenu, drasliku a vitaminti. Houby masu dodavaji také jemnou
aromatickou chut’. Predpoklada se, ze prasek z hub by mohl snizit vyskyt kardiovaskuldrnich
onemocnéni, rakoviny, obezity, které jsou spojené snadmérnou konzumaci masnych

vyrobkii [40].

2.8 Technologické zpracovani hub do praskové formy

Houby jsou do jisté miry sezonni potravinou, 1 kdyz na svété existuje mnoho velkokapacitnich
péstiren, které produkuji tuny Cerstvych hub denné, nékteré druhy je takto péstovat nemozné.
Pro uchovani hub je tedy dalsSim krokem jejich technologické zpracovani. To Ize provést hned
nékolika zplsoby termickou Upravou, chemickym oSetfenim nebo za pouziti fyzikalnich
procest.

SuSeni je nejcastéj$i metodou konzervace hub. Cilem je snizit obsah vody za ucelem
zabranéni mikrobialni kontaminace. V bézné praxi se pouziva tada suSicich technik jako
je suSeni piirozenym vzduchem, solarni suseni, lyofilizace, horkovzdusné suseni, vakuové
suSeni, suSeni mikrovinnym ohfevem nebo kombinace vice metod. SuSenim houby ziskaji
intenzivngj$i chut oproti houbdm cCerstvym, naopak bioaktivni latky a Ziviny
se mohou procesem suseni ménit. SuSeni ma zejména nejvetsi vliv na obsah vitaminu D>
a vitaminu Bi2 [41,43].

Diivé¢jsi technologicky postup vyroby praska z hub byl zaloZzen na lyofilizaci a nasledném
pomleti zlyofilizovaného materialu. Inovativni technologicky postup pro vytvofeni prasku
z hub je metoda “shell broken®, ktera rozlame tvrdé skofapky spor za ti¢elem snadné absorpce
zivin a bioaktivnich latek. Metoda je zalozena na namoceni Cerstvého prasku spor, jeho
odstfedéni a nasledné chlazeni pti ultra nizkych teplotach. Témito kroky ziskame mokry prasek
spor s prasklymi skofapkami, ktery je za pouziti mikrovinného ohfevu rozmrazen a je tak ziskan
suchy prasek z rozlamanych skofapek spor. Tento proces pomaha pii uvoliiovani polysacharida
béhem zpracovani. Vysledny prasek z houby reishi neni zdrojem necistot a je pro lidské télo

mnohem 1épe vstiebatelny [43].
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2.9 Testovani toxicity in vitro

Testovani in vitro je Casto pouzivano pro screening a klasifikaci chemikalii, pfi zkoumani
novych 1éCiv, ve zdravotnictvi, v kosmetice nebo pfi posuzovani toxicity ¢i alergenniho
potencialu potravin. Pomoci in vitro metod stanoveni toxicity 1ze zkoumat pfirodni slozky
vyuzité pfi vyrobé potravin, povolené chemikalie, ptisady, rezidua nebo ptisobeni chemikalii
zZ obalovych materialu ¢i jiné kontaminanty [44].

K testovani in vitro se pouzivaji primarni buiky, imortalizované bunécné linie nebo
kmenové bunky. Nevyhodou primarnich bungk je, Ze Spatné rostou, proto je mnohem castéjsi
volbou pouziti bunéénych linii, které pochazeji bud’ z imortalizovanych primarnich bungk,
nebo jsou ziskany z nadort. U bunécnych linii jsou naruSeny bunécéné procesy, coz tyto bunécné
linie ¢ini méné geneticky stabilni a rychla schopnost ristu mize byt pti¢inou kontaminace.
Nejznaméjsi a nejlépe popsanou bunécnou linii jsou HelLa buiky, izolované z karcinomu
délozniho Cipku. Kmenové bunky diky své genetické stabilité a schopnosti provadét hlavni
bunécné procesy jsou nejlepsi volbou pii testovani zdravotnickych materiald a toxicity
1é¢iv [45].

Caco-2 je lidska epitelialni bunécna linie odvozena z karcinomu tlustého stfeva. Jednou
z jejich vlastnosti je schopnost spontanné se diferencovat do monovrstvy bunék s mnoha
vlastnostmi typickymi pro absorpéni enterocyty s kartaCkovym lemem, které se nachazeji
v tenkém stieveé. Pouziti Caco-2 predstavuje spolehlivy zplisob pro testovani absorpce 1éciv
a dalsich sloucenin po peroralnim podani u lidi. Diky své jednoduchosti a reprodukovatelnosti
umoziuji mezilaboratorni srovnani vysledka. Caco-2 se vyuziva také v ramci testovani
cytotoxicity, coz umoziuje sledovani ti¢inku bioaktivni latky v modelu bunécné linie a otevira
studie molekularnich mechanismi, které mohou byt obtizné&ji fesitelné in vivo [46].

Bunécna linie HaCaT je imortalizovana linie lidskych keratinocytt. Diky své dlouhé
Zivotnosti a snadné kultivaci in vitro jsou HaCaT buniky vhodnym modelem pro testovani
cytotoxicity. Nejéastéji se vyuzivaji pii testovani cytotoxicity riznych latek, vcetné
kosmetickych produktt, 1é¢iv a chemoterapeutik. Pouziti HaCaT pii testech cytotoxicity
umoznuje posoudit potencidlni negativni vliv latek na kozni butiky a také studovat molekuldrni
mechanismy odpovédné za cytotoxicky ucinek. Dalsi vyhodou je schopnost diferencovat
in vitro, ktera umoznuje sledovani uvoliovani zanétlivych a repara¢nich mediatort v reakci

na testované latky [47].
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2.10 Testy cytotoxicity

Testy cytotoxicity jsou nejzakladnéj$i typy testd provedenych in vitro. Tyto testy
jsou pouzivany pro stanoveni viability bun¢k. Hodnoti poSkozeni bunky vedouci k bunécné
smrti, vliv na bunécnou proliferaci i jiné subletalni G¢inky, které negativné ovliviiuji bunky
jako napiiklad oxidacni stres.

Testy cytotoxicity se pouzivaji pro testovani 1€civ, bezpecnost potravin, kosmetiky a mnohé
dalsi. Zkoumaji, zda testované slouceniny neovliviiuji proliferaci bunék nebo nevykazuji
cytotoxické Ttucinky. Existuje nespoCet metod, jak stanovit zZivotaschopnost bun¢k,
jsou to naptiklad metody zalozené na vyluovani barviva, kolorimetrické testy, fluorometrické

testy nebo luminometrické testy [48,49].

2.10.1 MTT test
MTT test je nejuniverzalnéj$i a nejoblibené)si kolorimetricky test ke zjisténi viability bunék.
Pracuje na principu redukce zlutého ve vod¢ rozpustného tetrazoliového barviva MTT neboli
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid, které je pisobenim NAHD
redukovano na nerozpustny purpurovy formazan, ktery se ve form¢ krystali hromadi
Vv burice [50]. Pied odeétenim hodnot absorbanci pti vinové délce 570 mm je nutné rozpustit
krystaly, napt. pomoci DMSO, SDS nebo DMF. Pii vyhodnoceni testu plati, Ze ¢im tmavsiho
fialového az modrofialového zbarveni bylo dosazeno, tim vice je metabolicky aktivnich
bunék [51].

Tento test se provadi pro adherentni i neadherentni bunky, zpravidla na standardnich
96jamkovych destickach, kdy do jedné¢ jamky pfijde 500-10 000 bunc¢k. Tato metoda
je bezpecna, snadno reprodukovatelna a lze ji pouzit jak pro stanoveni viability bunék, tak

I pro testovani cytotoxicity [48].

2.10.2 LDH test
Test LDH je béznou kolorimetrickou metodou pouzivanou pro zjisténi bunécné cytotoxicity.
Princip je zalozen na méfeni aktivity cytoplazmatického enzymu, ktery je uvolfiovan
pii poskozeni buiky. Laktatdehydrogenaza (LDH) se vyskytuje v cytoplazmé bun¢k, dojde-li
k poskozeni plazmatické membrany, LDH je uvoliiovano do média bun&¢né kultury [52].
Enzymovou reakci, pfi které dochazi k pfeméné jodnitrotetrazolinu na Cerveny formazan
za pomoci katalyzatoru diaforazy, lze stanovit uvolnény LDH. Cerveny formazan absorbuje
pii vlnové délce 492 mm, kterou lze snadno spektroskopicky meéfit. Stanovené mnoZstvi
formazanu je pfimo umérné s obsahem LDH v médiu kultury, to odpovida poctu poskozenych

nebo mrtvych bunék. [48]
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2.10.3 AlamarBlue test

AlamarBlue test neboli test redukce resazurinu je fluorometricky test zalozeny na enzymatické
nevratné reakci, jde o redukci modrého resazurinu na rizovy resorufin. Resazurin je fenoxyzin-
3-onové barvivo, které snadno prochazi bunéénou sténou a neni pro ni toxické. Po vstupu
resazurinu do bunék dochézi k redukci na syté riizovy resorufin, ktery je vysoce fluorescencni.
Viabilni buiky nepfetrzité redukuji resazurin, tim dochazi k ¢im dal vyssi produkci resorufinu,
a tim zvy$uji fluorescenci a preméiuji také barvu kultivaéniho média. Cim vice

vyprodukovaného resorufinu, tim je vétsi pocet zivotaschopnych bunék [48,53].
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3 CIiL PRACE
V ramci diplomové prace budou feseny nasledujici dilci cile:
1. Literarni reSerSe zaméfena na vzacné druhy hub v potravinafstvi, farmacii (reishi, hliva
apod.), jejich sloZeni a ucinky.
2. Optimalizace metod stanoveni nutri¢né vyznamnych latek v houbach.
Stanoveni biologickych Géinkt extrakti z hub a interakce s zivymi buiikami.

4. Moznost aplikace extraktu z hub do potravinovych doplikii.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie pro analyzy

ABTS (2,2°-Azino-bis(3-ethylbenzeno-thiazoline-6-sulfonic acid)), Sigma-Aldrich (USA)
D-gluk6za monohydrat, Penta (CZE)

Ethanol, Lach:Ner (CZE)

Ethanol pro UV/VIS, Penta (CZE)

Folin-Ciaultovo ¢inidlo, VWR Chemicals (FRA)

Hydroxid sodny, Lach:Ner (CZE)

Chloroform, Penta (CZE)

Kyselina chlorovodikova, Lach:Ner (CZE)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (DEU)

Kyselina octova, Lach:Ner (CZE)

Kyselina sirova, Lach:Ner (CZE)

Methanol, Honeywell (FRA)

Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (DEU)

Resazurin sodium salt, Sigma-Aldrich (USA)

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8,-tetramethyl-chromane-2-carboxylic acid), Sigma-Aldrich (CHE)
Uhli¢itan sodny bezvody, Penta (CZE)

4.2 Pouzité komeréni Kity

Human IL-6 ELISA Kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific (AUT)
IL-8 Human ELISA Kit, Invirogen, ThermoFisher Scientific (AUT)
B-Glukan Assay Kit (Yeast and Mushroom), K-YBGL, Megazyme (IRL)

4.3 Pouzité chemikalie pro kultivace
BHI médium, Himedia (IND)

Nutrient Broth médium, Himedia (IND)
LB médium, Sigma-Aldrich (USA)

e 4 4

4.4  Pouzité chemikalie pro bunécné linie
Antibiotic-antimycotic 100X. Biosera (DEU)
2,4-dinitrofenylhydrazin, Sigma-Aldrich (DEU)
Dodecylsiran sodny, VWR (UK)

DMEM médium, Biowest (USA)

FBS Fetalni bovinni sérum, Biowest (USA)
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MEM non Essential Amino Acids 100X, Biowest (USA)

MEM médium s Earle’s Salts a L-Glutaminem , Biowest (USA)
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, VWR (USA)
NADH, VWR (USA)

Pyruvat sodny, VWR (USA)

Resazurin sodium salt, Sigma-Aldrich (USA)

Trypsin, WVR (USA)

Trypanova modf, Sigma-Aldrich (UK)

4.5 Pouzité pristroje a laboratorni pomucky

Analytické vahy, Boeco (DEU)

Automatické pipety o rizném objemu

Bézné laboratorni pomucky a laboratorni sklo

CellCulture CO> Inkubator, ESCO (DEU)

Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (DEU)

ELISA reader BioTek ELx808, Biotek (DEU)

HPLC sestava UltiMate 3000 s UV/VIS detektorem — Thermo Fisher Scientific (USA)
Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-scientific, Laboserv (CZE)
Vodni lazen. P-LAB (CZE)

Laminarni box Aura mini, BioAir (ITA)

Magneticka michacka, Lavat (CZE)

Piedvazky OHAUS, ScoutPro (USA)

Spektrofotometr, Helios &, Unicam (UK)

Temperovana tiepacka Unimax 1010, Heidolph (DEU)

Vortex, Vitrum (DEU)

4.6 Pouzité mikroorganismy

Pro provedeni antimikrobialniho testu byly pouzity ¢tyfi modelové organismy Escherichia coli
CCM 7395, Micrococcus luteus CCM 1569, Serratia marcescens CCM 8587 a Staphylococcus
epidermidis CMM 4418. Vsechny pouzité mikroorganismy byly ziskany z Ceské sbirky

mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brn¢.
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4.7 Pouzité bunéc¢né linie

Pro in vitro testovani cytotoxicity byly vybrany dvé adherentni bunécné linie. Bunééna linie
lidského kolorektalniho karcinomu, CaCo-2, a imortalizovana keratinocytova bunécna linie
HaCaT. HaCaT linie pochazi z CLS (Cell Line Services, Némecko) a buné¢na linie CaCo-2
z ATCC (American Type Culture Collection, USA).

4.8 Pouzité vzorky hub

V experimentalni praci byly pouzity dva vzorky houby lesklokorky leskl¢ a dva vzorky
koralovce jezatého zakoupené od MycoMedica (Ceska republika). V piipadé vzorku BRP
(Bio Reishi Pulvere) jde o ususenou bio houbu reishi pomletou na jemny prasek. Jako druhy
vzorek RTP (Reishi Triterpen Extrakt) byl pouzit extrakt houby reishi v praskové podobg.
Vzorek HE (Hericium) koralovce jezatého byl pouzit ve formé pomletého prasku z plodnice.
Druhy vzorek koralovce jezatétho HE 50 (Hericium 50), so 50 % vys§im obsahem

polysacharidti a 0 20 % vysSim obsahem B-glukant, byl také pouzit v praskové formé.

4.9 Priprava vodnych extraktu

Ze vzorkt houby reishi byly ptipraveny dvé sady vodnych extraktt. Toto extrahovadlo a kroky
extrakce byly vybrany pro vysokou ucinnost a snadnou ptipravu. Prvni sada byla pfipravena
24hodinovou extrakci, kdy 1 g houbového prasku byl rozpustén v 10 ml destilované vody
a ponechan 24 hodin tfepat na tfepacce. V druhém piipad¢ byl 1 g houbového prasku zalit 10 mli
vrouci vody a ponechan louhovat do zchladnuti na laboratorni teplotu. Nasledné byly vzorky
zcentrifugovany po dobu 5 minut pii 5 000 ot./min. a supernatant byl pouzit pro jednotlivé
analyzy. Na zakladé¢ prubéznych vysledki byly ze vzorka kordlovce jezatého piipraveny pouze

24hodinové vodné extrakty.

4.10 Spektrofotometrické analyzy

Za tucCelem charakterizace vybranych druhti hub byly pfipravené extrakty podrobeny
nasledujicim spektrofotometrickym metodam. Vzorky byly charakterizovany z hlediska
celkového obsahu sacharidli, obsahu redukujicich sacharidd, obsahu celkovych fenolickych

latek a antioxidac¢ni ucinnosti.

4.10.1 Stanoveni celkovych sacharidi dle Duboise

Pro toto stanoveni byl vzdy pipetovan 1 ml analyzovaného vzorku do suchych Ccistych
zkumavek. Ke vzorku byl pfidan 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirové.
Zkumavky byly promichany pomoci pfistroje Vortex a inkubovany 30 minut pii laboratorni

teploté. Po uplynuti inkubacni doby byla zmétfena vyslednd absorbance vzniklych roztoki
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pti vlnové délce 490 nm oproti blanku. Blank tvofil 1 ml destilované vody, zbyly postup byl
stejny jako pfi ptiprave analyzovanych vzorkd. Kazdy vzorek byl analyzovan celkem ve tfech
opakovanich, ze ziskanych hodnot absorbanci byl vypoc¢ten primér a smérodatna odchylka.
Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byla pfipravena kalibra¢ni fada roztokti v rozmezi
koncentraci 0,02-0,1 mg/ml ze standardniho roztoku D-glukézy o koncentraci 0,1 mg/ml.
Vysledna koncentrace sacharidii v analyzovanych vzorcich byla vypoctena z rovnice kalibra¢ni

ktivky A9 = 8,571 8 - ¢ s korela¢nim koeficientem R?=0,9827.

4.10.2 Stanoveni redukujicich sacharidi metodou Nelson-Somogyi

Vzdy 1 ml vzorku byl napipetovan do suché ¢isté zkumavky. Ke vzorku byl nasledné pfidan
1 ml Somogyiho ¢inidla pfipraveného smichanim roztoku I a II v poméru 4:1 t&€sné pred
stanovenim. Po promichani byly zkumavky se vzorky umistény do vrouci vodni lazn¢ po dobu
15 minut. Pomoci tekouci vody byly vzorky ochlazeny na laboratorni teplotu, poté byly ptidany
2 ml Nelsonova ¢inidla a obsah zkumavek byl diikladné promichan. Po dvouminutové inkubaci
pfi laboratorni teplot¢ byly zkumavky doplnény na vysledny objem 10 ml a dikladné
promichédny pomoci pfistroje Vortex. Vysledna absorbance vzorkli byla métfena pii 540 nm
proti blanku, ktery byl pfipraven stejnym postupem, ale misto 1 ml vzorku obsahoval 1 ml
destilované vody. VSechny vzorky byly analyzovany v triplikdtech. Z namétenych hodnot
absorbanci byl vypocten primér a smérodatna odchylka.

Pomoci standardniho roztoku D-glukoézy byla zhotovena kalibra¢ni fada roztokd v rozmezi
koncentraci 0,02-0,1 mg/ml. Vysledné mnozstvi redukujicich sacharidi bylo vypocteno
z rovnice kalibraéni kiivky Asao = 10,443 1 - ¢ s korelaénim koeficientem R?=0,998 7.

e Somogyiho roztok I
Ve 100 ml destilované vody bylo rozpusténo 12 g uhli¢itanu sodného, 8¢
hydrogenuhli¢itanu sodného a 6 g vinanu sodno-draselného. Ve 300 ml destilované

vody bylo rozpusténo 72 g siranu sodného. Vzniklé roztoky byly vzajemné smiseny.

e Somogyiho roztok Il
Ve 200 ml destilované vody bylo rozpusténo 24 g siranu sodného a 4 g pentahydratu

siranu méd’natého.

e Nelsonovo ¢inidlo
Ve 450 ml destilované vody bylo rozpuSténo 25 g molybdenanu amonného.

Do vzniklého roztoku bylo pfidino 21 ml koncentrované kyseliny sirové.
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3 g heptahydratu arseni¢nanu sodného byly rozpustény v 25 ml destilované vody.

Roztoky byly smichany a vznikly roztok byl ponechdn 48 hodin ve tmé.

4.10.3 Stanoveni bilkovin metodou Biureta
K 1 ml analyzovaného vzorku byly pfidany 2 ml fyziologického roztoku a 0,3 ml Biuretova
¢inidla. Vzorky byly ponechany k inkubaci po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté a nasledné
byla zméfena jejich vysledna absorbance pii vinové délce 550 nm proti blanku, ktery byl
pripraven stejnym postupem jako vzorky, ale byl pouzit 1 ml destilované vody. VSechny vzorky
byly analyzovéany ve tfech paralelnich opakovénich. Z naméfenych hodnot absorbanci byl
vypocten prumér a smérodatnd odchylka.

Pro kalibraci byl pouzit standardni bilkovinny roztok hovéziho albuminu 0 koncentraci
3 mg/ml a byla sestavena kalibra¢ni fada v rozmezi koncentraci 500—-3000 ug/ml. Zkumavky
byly doplnény fyziologickym roztokem na vysledny objem 3 ml a nasledné bylo pfidano 0,3 ml
Biuretova c¢inidla. Nasledujici postup byl stejny jako v piipad¢ analyzovanych vzorkt.
Vysledné mnozstvi bilkovin bylo vypocteno z rovnice kalibra¢ni kiivky Asso = 0,2308 - ¢
s korelaénim koeficientem R?=0,997 7, ziskané sestrojenim grafu kalibracni zavislosti

absorbance na koncentraci bilkovinného standardu.

4.10.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
Do zkumavky bylo napipetovano 50 pl vzorku, ke kterému byl piidan 1 ml destilované vody
a 1 ml smési Folin-Ciocalteuova ¢inidla s destilovanou vodou v poméru 1:9. Vznikla smés byla
promichéna a nechana inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté, po uplynuti inkubace byl
piidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Zkumavky byly promichany pomoci
pristroje Vortex a nechany 15 minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Nasledné byla zméfena
vysledna absorbance neznamych vzorka pii vinové délce 750 nm oproti blanku. Blank byl
piipraven stejnym postupem jako analyzované vzorky s rozdilem prvniho kroku, kdy bylo
pouzito 50 ul destilované vody. VSechny nezndmé vzorky byly analyzovany ve tfech
opakovanich, ze zjisténych hodnot byl vypocten primér a smérodatna odchylka.

Pro zhotoveni kalibrani zavislosti byla sestavena kalibracni fada roztokli v rozmezi
koncentraci 0,1-0,7 mg/ml ze standardniho roztoku kyseliny gallové o koncentraci 1 mg/ml.
Vysledna koncentrace celkovych fenolickych latek byla vypoctena z rovnice kalibraéni kiivky

A750 = 1,520 9 - ¢ s korelaénim koeficientem R? = 0,999 6.

43



4.10.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Nejprve byl pripraven roztok ABTS rozpusténim latky ABTS v destilované vodé o koncentraci
7 mM. Pro ziskani radikalového kationtu z ABTS byl pfidan 2,45mM peroxodisiran draselny.
Vznikly roztok byl ponechin nejméné 12 hodin ve tmé. Pfed méfenim byl roztok ABTS™
upraven ethanolem pro UV/VIS na absorbanci 0,70 + 0,02. Absorbance byla méfena proti
ethanolu pro UV/VIS pii vlnové délce 734 nm.

Do zkumavek bylo napipetovano 10 pl analyzovanych vzorku, ke kterym byl pfidan 1 ml
roztoku ABTS™. Zkumavky byly ponechiany 10 minut ve tmé a nasledné byl zaznamenan
ubytek absorbance v ¢ase 10, tzn. A1o. VSechny vzorky byly analyzovany ve tfech paralelnich
stanovenich. Z naméfenych hodnot absorbanci byl vypocten primér a smérodatna odchylka.
V pocate¢nim Case, tedy Ao, byl méfen blank, ktery pfedstavoval 10 ul destilované vody a 1 ml
roztoku ABTS™.

Pro kalibraci byl pouzit standardni roztok Troloxu o koncentraci 1 mg/ml, ktery byl
pripraven rozpusténim Troloxu v 60% ethanolu. Kalibra¢ni fada byla sestavena V rozmezi
koncentraci 50-400 pg/ml a byla méfena stejnym zpusobem jako neznamé vzorky. Vysledna
absorbance jednotlivych vzorkii byla zjisténa z rozdilu hodnot pocate¢ni absorbance Ag
a absorbance namétené po 10 minutach ve tmé Aio. Z rovnice kalibracni kiivky A=0,0012 - ¢
s korelaénim koeficientem R?=0,998 2 byla nasledné vypodtena antioxidacni aktivita

jednotlivych vzorka.

4.11 Stanoveni obsahu B-glukani pomoci kitu Megazyme

Pro stanoveni celkovych glukant, B- a a-glukant byl vyuzit komeréné dostupny Yeast and
Mushroom B-glukan kit od firmy Megazyme (Irsko). Dle piiloZzeného navodu byly nachystany
potiebné roztoky [54].

4.11.1 Stanoveni celkovych glukanu

1. Do uzaviratelnych reakénich zkumavek bylo navazeno ptiblizné 90 mg vzorku
a nasledné pfidany 2 ml 12 M ledové kyseliny sirové. Vzorky byly promichany pomoci
ptistroje Vortex a vlozeny do lazné s ledem na dobu 2 hodin. V pribéhu inkubace byly
vzorky n€kolikrat promichany pro uplné rozpusténi B-glukant.

2. Ke kazdému vzorku byly ptidany 4 ml destilované vody a vzorky byly homogenizovany
po dobu 10 s na pfistroji Vortex. Poté bylo do kazdé zkumavky napipetovano 6 ml
destilované vody a vzorky byly opét promichany po dobu 10 s za pomoci pfistroje

Vortex.
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3. Oteviené zkumavky byly umistény do vrouci vodné 1azné a inkubovany po dobu 2 hodin.
Po uplynuti 5 minut byly zkumavky opét uzavieny zatkami.

4. Po ochlazeni zkumavek na pokojovou teplotu byly opatrné uvolnény uzaveéry zkumavek.

5. Obsah kazdé zkumavky byl kvantitativné pteveden do odmérné banky o objemu 100 ml
za pomoci 200 mM acetatového pufru s pH=4,5.

6. Nasledn¢ bylo do kazdé odmérné banky piidano 6 ml 8,0 M roztoku NaOH a odmérné
baniky byly doplnény 200 mM acetatovym pufrem s pH=4,5 po rysku. Baiky byly
dikladné promichany a byla odebrana alikvotni ¢ast vzorku do Eppendorf zkumavky.

7. Eppendorf zkumavky byly centrifugovany pti 13 000 rpm po dobu 5 minut.

8. Z kazdé alikvotni ¢asti bylo pfevedeno 0,1 ml odstfedéného extraktu na dno sklenénych
zkumavek. VSechny vzorky byly provedeny v duplikatech.

9. Na dno zkumavek bylo pfidano 0,1 ml smési exo-1,3-B-glukandzy a B-glukosidazy
v roztoku 200 mM acetatového pufru. Zkumavky byly promichany a inkubovany po
dobu 60 minut pii teploté 40 °C.

10. Poté byly do vSech zkumavek napipetovany 3 ml reak¢niho ¢inidla GOPOD a zkumavky
ponechéany inkubovat po dobu 20 minut pii 40 °C.

11. Blank byl pfipraven z 0,2 ml 200 mM acetatového pufru o pH=4,5 a 3 ml reagen¢niho
¢inidla GOPOD. Standardni vzorek D-glukézy byl ptipraven z 0,1 standardu D-glukézy,
0,1 ml 200 mM acetatového pufru o pH=4,5 a 3 ml reagentu GOPOD.

12. Standardni vzorek i blank byly podrobeny celému inkubacnimu procesu jako vzorky
s reagentem GOPOD.

13. Vysledna absorbance byla zméfena pii vinové délce 510 nm proti blanku.

4.11.2 Stanoveni a-glukani

1. Do reak¢nich zkumavek s uzavérem bylo navazeno 100 mg kazdého vzorku a nasledné
ptidany 2 ml 1,7 M roztoku NaOH.

2. Zkumavky byly vloZeny na dobu 20 minut do ledu a béhem inkubace byly prubézné
promichavany za pomoci piistroje Vortex.

3. Do kazdé zkumavky bylo ptidano 8 ml 1,2 M acetatového pufru o pH=3,8 a poté ihned
0,2 ml amyloglukosidazy a invertazy z lahve 2 dodané v baleni kitu. Zkumavky byly
promichany a vlozeny do vodni 1azné€ vyhtéaté na 40 °C po dobu 30 minut a pribézné

michény.
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4. U vzorkl obsahujicich > 10 % a-glukant byl obsah zkumavek kvantitativné pfenesen

do 100 ml odmérnych ban¢k a doplnén destilovanou vodou po rysku a dikladné

promichan. Odebrany alikvot byl zcentrifugovan pii 13 000 rpm po dobu 10 minut.

5. U vzorkl obsahujicich <10 % a-glukant byly 2 ml roztoku pievedeny do centrifu-

gacnich zkumavek a centrifugovany pii 13 000 rpm po dobu 5 minut.

6. Do novych zkumavek bylo ptfevedeno 0,1 ml zfedéného nebo neziedéného roztoku

a nasledn¢ pfidano 0,1 ml 200 mM acetatového pufru o pH=4,5, dale 3 ml reagentu

GOPOD a zkumavky byly ponechany inkubovat po dobu 20 minut ve vodné lazni

vyhraté na 40 °C.

7. Vysledna absorbance analyzovanych vzorkt byla zmétena pii 510 nm proti blanku.

4.12 Analyza lipofilnich latek pomoci HPLC

Analyzované vzorky hub byly podrobeny binarni gradientové eluci s pritokem mobilni faze

1,2 ml/min pfi teploté¢ 25°C, viz Tabulka 1 a Tabulka 2. Mé&feni vzorki probihalo

na chromatografické sestavé Dionex UltiMate 3000 s DAD detektorem fady Vanquish

a kolonou C18. V prvnim kanalu pii vinové délce 285 nm byly detekovany ergosterol,

tokoferol, ubichinon. Betakaroten, torulen, tolularhodinu, lykopen, neoxantin, violaxantin,

chlorofyl A/B a lutein byly identifikovany ve druhém kanale pii vinové délce 435 nm.

Tabulka 1 Slozeni mobilni faze pro analyzu lipofilnich vitaminii metodou HPLC

Mobilni faze SloZeni mobilni faze % zastoupeni

Acetonitril 84

A Methanol 2
trisHCI, pH=8 14

B Methanol 60
Ethylacetat 40

Tabulka 2 Gradientovd zména mobilni faze v case
Reten¢ni ¢as (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)

0 100 0
13 0 100
19 0 100

20 100 0

25 100 0
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4.12.1 Extrakce lipofilnich latek metodou dle Folche
Nejprve byla pripravena extrakéni smés smisenim chloroformu a methanolu v poméru 2:1.
Do malych reagen¢nich lahvi 0 objemu 100 ml byl navazen vzdy 1 g vzorku, ke kterému bylo
nasledné pfidano 20 ml extrakéni smési. Za stalého michani byly po dobu 60 minut vsechny
vzorky extrahovany na magnetické michacce. Po ub&hnuti 60 minut bylo pifidano 24 ml
destilované vody, vzorky byly dikladné promichany a nechany se ustalit do odd¢leni fazi.
Chloroformova faze byla odpipetovana do plastovych centrifuga¢nich zkumavek.
Zkumavky se vzorky byly vlozeny do vyhiivaného termobloku na 40 °C a odpatovany pomoci
dusiku. Po Uplném odpateni byl pfidan 1 ml smési ethylacetatu a acetonitrilu v poméru 2:1.
Vzorky byly homogenizovany po dobu 10 minut na pfistroji Vortex. Poté byly vzorky
prefiltrovany ptes PTEE filtr a pfevedeny do vialek, takto pfipravené vzorky byly pouzity
k méfeni na HPLC.

4.13 Stanoveni vitaminu C pomoci RP-HPLC/UV-VIS

Stanoveni vitaminu C bylo provedeno za pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s reverzni fazi. Pro analyzu byly vybrany vzorky s 24hodinovou extrakci, které byly podrobeny
binarni gradientové eluci s priitokem mobilni faze 1 ml/min pii teploté 35 °C. Méteni probihalo
na piistroji UltiMate 3 000 znacky Dionex. Vzorky o objemu 10 ul byly naneseny na kolonu
pomoci davkovaci smycky. Parametry nastaveni HPLC sestavy jsou uvedeny v Tabulka 3,
pribéh gradientové zmény mobilni faze je uveden v Tabulka 4. Kazdy vzorek byl stanoven
ve dvou opakovénich, z rovnice linedrni regrese y = 15 348,18 - x byla vypoctena vysledna
koncentrace vitaminu C v jednotlivych vzorcich.

Tabulka 3 Parametry nastaveni HPLC

Objem nastiiku 10 pl
. Mobilni faze A Octan sodny
Slozeni mobilni faze - —
Mobilni faze B Acetonitril
Typ eluce Gradientova
Prutok MF 1 ml/min
Teplota termostatu 35°C
Cas analyzy 20 minut
Nazev a typ kolony Kinetex 2.6 um Polar C18 100 A (150x4,6 mm)
Detektor DIONEX (Diode Array Detector)
Detekce 267 nm
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Tabulka 4 Gradientova zmeéna mobilni faze v case

Retencni Cas Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)
3 100 0
6 90 10
12 30 70
14 30 70
15 30 70
16 100 0
20 100 0

4.14 Antimikrobialni test

Antimikrobidlni u¢innost analyzovanych vzorkd hub byla sledovana u ¢tyt vybranych
mikroorganismil. Pro tento experiment byly vybrany dva typy mikroorganismi, a to dvé
grampozitivni bakterie a dvé gramnegativni bakterie. Zastupci grampozitivnich bakterii byli
Staphylococcus epidermidis a Micrococcus luteus, v piipadé gramnegativnich byly pouzity

Escherichia coli a Serratia marcescens.

4.14.1 Priprava médii a kultivace mikroorganismu pro antimikrobialni test

Kultivace vybranych mikroorganismi probihala v tekutych médiich ptipravenych dle ndvodu
vyrobce, viz Tabulka 5. Potiebné mnozstvi bylo navazeno, pieneseno do Erlenmeyerovych
ban¢k a rozpusténo v odpovidajicim objemu destilované vody. Takto pfipravena média byla
sterilovana po dobu 35 minut pii 120 °C v tlakovém hrnci.

Tabulka 5 PouZita média pro vybrané mikroorganismy

Mikroorganismus Typ média Navazka (g) na 1000 ml
Staphylococcus epidermidis BHI médium 37
Micrococcus luteus NB médium 25
Escherichia coli LB médium 20
Serratia marcescens NB médium 25

Po zchladnuti bylo 50 ml kazdého média ptelito do Erlenmeyerovych banék o objemu
100 ml. Do takto pfipravenych médii v mensich Erlenmeyerovych bankach byl pteveden obsah
kryozkumavek s mikroorganismy. Zaockované baniky byly pieneseny na temperovanou
tiepacku pii 37 °C a kultivovany po dobu 24 hodin. Po uplynuti 24 hodin byla bakterialni
kultura nafedéna sterilnim médiem na hodnotu 0,5 McFarlandovy stupnice a nasledné zfedéna
na potiebnou koncentraci podle daného mikroorganismu. Takto nafedéné bakteridlni kultury
byly pouzity pro provedeni mikrodilu¢ni bujonové metody pro stanoveni antimikrobialni

uéinnosti.
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4.14.2 Mikrodilu¢ni bujonova metoda
Antimikrobidlni G¢innost vybranych vzorkli hub byla testovana mikrodilu¢ni bujonovovu
metodou. Pro tuto metodu byly pouzity mikrotitracni desticky s 96 jamkami. Do kazdé jamky
bylo vzdy napipetovano 50 pl sterilniho média, 50 pl vodného extraktu hub o rizné
koncentraci, viz Tabulka 6, a 100 ul bakterialni kultury. Stejnym zptsobem byly zhotoveny
také blanky, kde misto 50 pl vzorku bylo pouzito 50 ul destilované vody. U vsech desticek byl
nasledn¢ zméten zékal v Case 0, poté byly desticky vlozeny do termostatu, kde byly inkubovany
po dobu 24 hodin.

Pro zjisténi ristu nebo ubytku bakteridlni kultury byl zméfen zdkal v ¢ase 0 a poté v Case

24 hodin. Zakal byl méten pomoci piistroje ELISA Reader pfi vinové délce 630 nm.

Tabulka 6 Koncentrace vodnych extraktii odpovidajici fedeéni pouzité pri antimikrobidlnim testu

Reden 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
vzorkiu
ONCENIIaCe | 50,00 | 25,00 | 1250 | 625 | 3,13 | 156 | 078 | 0,39 | 0,20
(mg/ml)

4.14.3 Resazurinovy test

Po zméieni zakalu po 24 hodinach inkubace bylo do kazdé jamky 96jamkové desticky
napipetovano 20 pl resazurinu. Takto napipetované mikrotitraéni desticky byly ponechany
k inkubaci pii teploté 37 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla zméfena

vysledné absorbance pomoci ptistroje ELISA Reader pii vinové délce 570 nm.

4.15 Cytotoxické testy

Testovani cytotoxicity vybranych vzorkid hub bylo provedeno na dvou bunécnych liniich,
ato HaCaT, kterou piedstavuji imortalizované keratinocyty, a sice bunéénou linii Caco-2
tvofenou bunikami lidského adenokarcinomu lidského stieva. Vodné extrakty vzorkd hub byly
testovany v rozmezi koncentraci 4-28 0bj.%. Vychozi koncentrace vSech testovanych vzorka

byla 100 mg/ml.
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4.15.1 Kultivace bunécné linie Caco-2

Kultivace bunétné linie Caco-2 probihala na médiu EMEM (Eagle’s Minimum Essential
Medium), které bylo doplnéno o 10 % sterilniho fetdlniho bovinniho séra, 1% smési
antibiotik/antimykotik a 1% neesencidlnich aminokyselin. Bunky byly kultivovany
v kultivaénich nadobach o velikosti povrchu 25 cm? a 75 cm?. Kultivaéni ldhve byly vzdy
peclivé uzavieny a opatrné vlozeny do inkubatoru s fizenou atmosférou 5% COz pii 37 °C
as95% vlhkosti. V pribéhu kultivace bylo dle potieby ménéno médium, bunky byly
pravidelné kontrolovany pomoci mikroskopu a v ptipadé potieby zpasazovany. Bunky byly
pied kazdou analyzou cytotoxicity spocitany a dle potfebné koncentrace pro nasledujici testy

nafedény Cerstvym sterilnim EMEM médiem.

4.15.2 Kultivace bunécné linie HaCaT

Pro kultivaci HaCaT buné¢k bylo pouzivano médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium), které bylo doplnéno o 10 % sterilniho fetdlniho bovinniho séra a 1 % smési
antibiotik/antimykotik. Buniky byly kultivovany v kultivacnich nddobach o velikosti povrchu
25 cm? a 75 cm?. Kultivaéni lahve byly vzdy pe¢livé uzavieny a opatrné vlozeny do inkubétoru
S fizenou atmosférou 5% CO> pti 37 °C a s 95% vlhkosti. V prabéhu kultivace bylo dle potieby
ménéno médium, bunky byly pravidelné kontrolovany pomoci mikroskopu a v ptipadé potieby
zpasdzovany. Bunky byly pfed kazdou analyzou cytotoxicity spocCitdny a dle potiebné

koncentrace pro nasledujici testy nafedény Cerstvym sterilnim DMEM médiem.

4.15.3 MTT test

Pro stanoveni cytotoxicity pomoci MTT testu byla pfedem nakultivovana bunécnéa kultura
nafedéna na koncentraci 15 000 buné¢k/jamka v pfipadé bunécné linie Caco-2, Vv piipadé
bunécné linie HaCaT byla nafedéna na koncentraci 25 000 bun¢k/jamka. MTT test probihal
na 96jamkovych mikrotitraénich destickach. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl
bunééné kultury o potfebné koncentraci, ktera byla ponechana 24 hodin ke Kkultivaci.
Po uplynuti 24 hodin bylo odpipetovano staré¢ médium a piidano 100 pl Cerstvého média
s riiznou koncentraci analyzovanych vzorku, takto napipetované desticky byly kultivovany
dalsich 24 hodin. Nasledné bylo odpipetovano médium se vzorky a piidano 20 ul MTT roztoku
v PBS o koncentraci 2,5 mg/ml. Desticky byly inkubovany v termostatu po dobu 3 hodin
pii 37 °C a poté bylo do kazdé jamky pridano 100 pl 10% roztoku SDS v PBS. Desti¢ky byly
zabaleny alobalem a ponechany ve tmé nasledujicich 24 hodin. Koneénym krokem bylo

zméfeni vysledné absorbance pomoci pfistroje ELISA Reader pti vlnové délce 540 a 562 nm.
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Soucasti testu byly také kontrolni jamky, jako bunécna kontrola slouzily jamky,
které obsahovaly pouze bunky a ¢ist¢ médium. Jako pozitivni kontrola slouzily jamky

obsahujici 100 pl 40% ethanolu, v tomto pfipadé doslo k inhibici viability bunék.

4.15.4 LDH test

Pro provedeni LDH testu byly pouzity supernatanty z bunécné linie HaCaT, které byly
odpipetovany pii provadéni MTT testu do nové 96jamkové mikrotitrani desticky a uchovany
pii -20 °C.

Z uchovanych bunéc¢nych supernatantd bylo v triplikatech pipetovano 10 pl do kazdé jamky
nové mikrotitracni desticky. Nasledné k nim bylo ptidano 50 ul roztoku NADH v pyruvatu,
ktery vznikl rozpusténim 0,75 mM roztoku pyruvatu sodného na kone¢nou koncentraci
1 mg/ml. Po inkubaci po dobu 30 minut pii 37 °C bylo do kazdé jamky pfidano 50 ul roztoku
2,4-dinitrofenylhydrazinu (20 mg 2,4-DNPH rozpusténo ve 100 ml 1 M HCI). Mikrotitra¢ni
desti¢ky byly ponechany ve tmé po dobu 20 minut. Poté bylo pfidano 50 pl 4 M roztoku NaOH.
Po 5 minutach inkubace pti laboratorni teploté byla zmétena vyslednéd absorbance pii 450 nm.

Aktivita enzymu laktatdehydrogenazy byla vypoétena zrovnice kalibra¢ni kiivky
Ass0 = 0,002 6 - ¢ s korelaénim koeficientem R?= 0,980 6 ziskané ze standardniho roztoku
pyruvatu sodného v NAHD v koncentracich odpovidajicich absolutni aktivit¢ 0-2 000 U/ml.
Spolu s analyzovanymi vzorky byly testu podrobeny i supernatanty, které slouzily jako
pozitivni kontrola (buiiky kultivované v 40% ethanolu) a negativni kontrola (bunky kultivované

pouze v Cistém médiu) pii provadéni MTT testu.

4.15.5 AlamarBlue test

Testovani viability za vyuziti barviva resazurinu bylo provadéno na mikrotitracnich
96jamkovych destickach. Pfedem nakultivovana bunééna kultura byla nafedéna na potiebnou
koncentraci 15 000-25 000 bunék/jamka Vv zavislosti na testované buné¢né linii. Do kazdé
jamky bylo napipetovano 100 ul bunééné kultury, ktera byla nasledujicich 24 hodin
kultivovana v inkubatoru s fizenou atmosférou. Po uplynuti 24 hodin bylo odpipetovano staré
médium a ptidano 100 pl cerstvého média s riiznou koncentraci analyzovanych vzork, takto
napipetované destiCky byly kultivovany dalSich 24 hodin. Poté bylo médium se vzorky
odpipetovano a napipetovano 100 ul Cerstvého média a 20 pl roztoku resazurinu o koncentraci
0,15 mg/ml v PBS. Po 3 hodinach inkubace pii 37 °C byla zméfena vysledna absorbance
pii vlnové délce 560 a 590 nm. Soucasti testu byly také jamky slouzici jako pozitivni kontrola
(buniky kultivované v 40% ethanolu) a negativni kontrola (buriky kultivované pouze v Cistém

médiu).
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4.16 Analyza produkce prozanétlivych interleukini IL-6 a IL-8

Cytokiny souhrnné oznacuji signdlni molekuly v imunitnim systému, jde o malé molekuly
proteinii nebo glykoproteinti, které vyznamné ovliviuji velkou fadu bunécnych funkci,
jako je rast, diferenciace ¢i rychlost imunitni odpovédi na infekci zplisobenou patogenem.
Interleukin-6 a interleukin-8 jsou specifické typy prozanétlivych cytokint, které jsou
produkovany bilymi krvinkami a primarné zajist'uji informovani a rychlou odpovéd’ imunitniho
systému na akutni zanét nebo infekci [55,56].

Stanoveni prozanétlivych interleukinti IL-6 a IL-8 bylo provedeno za pouziti dvou komer¢né
dostupnych kit. Pro analyzu interleukini IL-6 byl pouzit Human IL-6 ELISA Kit znacky
Invitrogen, jedna se o enzymové vazany imunosorbetni test. Pro stanoveni interleukinti 1L-8
byl pouzit Human IL-8 ELISA Kit, ktery je zalozeny na stejném principu. Pfi stanovenich bylo
postupovano dle instrukci vyrobce [57,58]. Vysledné hodnoty absorbanci byly zaznamenany
pomoci pristroje ELISA Reader. Koncentrace interleukinu-6 byla zjisténa vypocétem z rovnice
kalibrac¢ni kiivky Asso = 0,000 8 - ¢ s korelacnim koeficientem R%=10,980 9. Z rovnice regrese

Auso = 0,001 2 - ¢ s korelaénim koeficientem R? = 0,980 9 byla vypoétena koncentrace 1L-8.

4.17 Aplikace houbovych prasku

V ramci aplikace houbovych praski do potravin byly piipraveny pastiky dle bézné receptury,
do kterych byly ptidany houbové prasky Bio Reishi Pulvere a Reishi Triterpen Extrakt,
viz Obrazek 8.

Obrazek 8 Pripravené pastiky s pridavkem houbovych praskit BRP (Bio Reishi Pulvere) a RTE (Reishi
Triterpen Extrakt)
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Na 100 g pastiky byl pfidan 1 g houbového prasku. Pii kombinaci houbovych praski
Z lesklokorky lesklé¢ s masem doslo k projeveni vyrazné hotké chuti, to bylo divodem, pro¢
pastiky nebyly vybrany pro senzorické hodnoceni. Pro ptipadné vyuziti houbovych praskt

Vv pastikach by byla nutnd optimalizace receptury pro snizeni hotkosti vyrobku.

Obrazek 9 Zeleninové instantni polévky s pridavkem houbovych praski z lesklokorky lesklé a koralovce
jezatého pripravené pro senzorické hodnoceni

Dalsi aplikaci bylo ptfidani houbovych praSkii do instantni sypké smési polévky
zeleninového zdkladu. Kombinace hub a zeleniny byla chut'ové atraktivni, proto byly instantni

polévky vybrany pro senzorickou analyzu.

4.18 Senzoricka analyza

Pro senzorickou analyzu byla pfipravena instantni polévka s obsahem hub. Degustace probihala
dne 29. 3. 2023 od 9 do 11 hodin v zasedaci mistnosti Ustavu chemie potravin a biotechnologii
Fakulty chemické VUT v Brn€. Hodnoceni se zucastnilo 10 hodnotitell zfad studentt,

kteti byli ptedem proskoleni.
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4.18.1 Priprava vzorki pro senzorickou analyzu

Pro hodnoceni byla pouzita komeréné dostupna instantni brokolicova polévka znacky Vitana,
ktera byla ptipravena podle navodu na obalu. Do polévky bylo ptfidano adekvatni mnozstvi
vzorku hub. Pro senzorickou analyzu byly pfipraveny dvé sady polévek, sada A obsahovala
houbové prasky lesklokorky lesklé (BRP a RTE), naopak sada B obsahovala houbové prasky
koralovce jezatého (HE a HE 50). Celkem bylo tedy pfipraveno 8 vzorkt polévek s houbovymi
prasky a jeden standard, ktery obsahoval pouze samotnou polévku. Oznaceni vzorkl a obsah
houbovych praski je piehledné zobrazen v Tabulce 7 .

Tabulka 7 Rozdéleni sad A a B a jejich kédovaini

h h
Kédovani Oznaceni (h)c?jgy Koédovani Oznaceni (h)c?jgy
A Kii B ki
(sada A) vzorku (hm. %) (sada B) vzorku (hm. %)
K2MO Standard 0 L4Z2 Standard 0
P8Z1 BRP 0,5 E1B3 HE 4
SMVO BRP 2 MB8AS5 HE 6
L5J3 RTE 0,5 BiM1 HE 50 4
AB6N2 RTE 2 P5K9 HE 50 6
Vysvétlivky k oznaceni vzorkl
BRP Bio Reishi Pulvere — prasek z pomleté plodnice reishi
RTE Reishi Triterpen Extrakt — prasek obohaceny o0 triterpenoidy
HE Hericium - Koralovec jezaty — prasek z pomleté plodnice koralovce

HE 50 Hericium 50- Koralovec jezaty — prasek obohaceny o polysacharidy

4.18.2 Senzorické hodnoceni

Pro senzorickou analyzu byla pfipravend polévka servirovana v bilych miskach tadné
kodovanych podle Tabulky 7 . Na zac¢atku hodnoceni byli hodnotitelé seznameni s dotaznikem
viz PRILOHY a nasledné obdrzeli prvni sadu polévek k hodnoceni. Hodnotitelé méli za tikol
hodnotit celkovy vzhled, barvu, konzistenci, viini, chut’, hotkost a celkovou pfijatelnost vzorkd.

Jako chutovy neutralizdtor méli k dispozici vodu a rohliky.

4.18.3 Zpracovani vysledkii senzorické analyzy
Vysledné hodnoceni vzorkt polévek obohacenych o houby bylo zpracovano pomoci MS Excel.

Pro jednotlivé deskriptory byly vytvoreny grafy v zavislosti na medianu hodnoceni.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Tato diplomova prace pojednava o slozeni vybranych druhd hub, jejich ucincich na zdravi
konzumenta a v neposledni fad¢ 0 jejich vyuziti v potravinafstvi a farmacii.

Experimentalni Cast prace je zamérena na charakterizaci nutriéné vyznamnych
a bioaktivnich latek ve vybranych vzorcich hub. Dalsim cilem prace bylo charakterizovat
biologicky uc¢inek vodnych extrakti z vybranych vzorkt hub a jejich interakci s lidskymi
bunécnymi liniemi, pro splnéni tohoto cile byly provedeny testy cytotoxicity na dvou
bunéénych liniich a antimikrobidlni testy na ctyfech modelovych mikroorganismech.
Diplomova prace se dale vénuje moznostem obohaceni nutriéné slabych potravin o extrakty
vybranych hub a piipadnou aplikaci v oblasti potravinaistvi.

Utelem této prace je ziskat komplexni znalosti o vzacnych druzich hub v potravinaistvi
a farmacii, jejich ucincich a vlivu na zdravi konzumenta a pfispét tak k rozvoji jejich vyuziti

V 1ékafstvi a potravinatském primyslu.

5.1 Charakterizace vzorki hub z hlediska nutri¢né vyznamnych latek
Vybrané vzorky huby byly podrobeny nasledujicim analyzam za ucelem charakterizace

nutricné vyznamnych latek.

5.1.1 Stanoveni celkovych a redukujicich sacharida
Pro stanoveni celkovych sacharidi ve vybranych vzorcich hub bylo pouzito
spektrofotometrické stanoveni dle Duboise. Stanoveni bylo provedeno dle postupu uvedeného
v kapitole 4.10.1. Sacharidy patii mezi latky snadno rozpustné ve vod¢, proto byly testovany
vodné extrakty hub, které byly piipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.9.
V piipadé¢ redukujicich sacharidi byla pouzita metoda Nelson-Somogyiho. Stanoveni bylo
provedeno rovnéz u vodnych extrakti hub podle postupu uvedeného v kapitole 4.10.2.
Vsechny vzorky byly analyzovany ve tiech paralelnich opakovanich. Z namétenych hodnot
byl vypocten primér a smérodatnd odchylka. Vysledny obsah celkovych i redukujicich
sacharidii analyzovanych vzorkl byl nasledné vypocten z rovnice kalibra¢ni kiivky a uveden

v Tabulce 8.
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Tabulka 8 Obsah celkovych sacharidii a redukujicich sacharidii ve vybranych vzorcich hub

. Obsah celkovych | Obsah redukujicich
Vybrané vzorky hub Typ extrakce sacharidit (mg/g) sacharidii ( n:g o)

Bio Reishi Pulvere Voda / 24 hodin 425,65 + 4,67 19,73 £ 0,75
Bio Reishi Pulvere Horka voda 516,81 + 3,50 18,40 +£ 0,71
Reishi Triterpen Extrakt | Voda/ 24 hodin 903,54 + 7,58 47,69+ 1,69
Reishi Triterpen Extrakt Horka voda 858,63 + 5,83 45,55 + 0,79
Hericium Voda / 24 hodin 287,57 £ 4,08 30,23 + 0,59
Hericium 50 Voda / 24 hodin 953,71 £2,92 8,84 +0,20

Z Tabulky 8 je patrné, ze nejvice sacharidi bylo detekovano u vzorku Hericium 50
(953,71 mg/1g), dale u vzorku Reishi Triterpen Extrakt s 24hodinovou extrakci (903,54
mg/1g). Nejnizsi obsah sacharidi vykazoval vzorek Hericium, a to 287,57 mg/g.

Pii srovnani vzorku je dilezité brat v uvahu dva faktory, a to dobu extrakce a teplotu
extrahovadla. Tyto dva parametry vyrazné ovliviuji detekované mnozstvi jak celkovych,

tak redukujicich sacharida v jednotlivych vzorcich. U vzorkti Bio Reishi Pulvere vykazoval

cvwr

Mrwe

ve vod¢ rozpustné polysacharidy, na rozdil napiiklad od extrakce alkalickym roztokem, ktera
je nejlepsi volbou pii extrakci polysacharidi nerozpustnych ve vodé [59]. Pusobenim vysoké
teploty na buné¢nou sténu hub dochazi k naruSeni struktury bunéfné stény a k vys$Simu
uvoliovani polysacharidu, které je zddouci. Stejného efektu lze dosahnout i upravou pH, lze
tedy fici, ze teplota a pH extrahovadla hraji vyznamnou roli v naruSovani bunécné stény a tim
i v extrakci polysacharidt z hub [60].

U vzorkta Reishi Triterpen Extrakt ukazala 24hodinova extrakce vétsi vynos celkovych
i redukujicich sacharidi nez vyssi teplota extrahovadla, tedy vzorek Reishi Triterpen Extrakt
pouze zality horkou vodou.

U vzorki Reishi Triterpen Extrakt bylo ocekavano vyssi zastoupeni celkovych
a redukujicich sacharidd v porovnani se vzorky Bio Reishi Pulvere, jde totiz o koncentrovany
praskovy extrakt, naopak v piipadé¢ Bio Reishi Pulvere jedna se pouze o prasek z pomleté

plodnice.
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Zajimavé je srovnani vzorka Hericium a Hericium 50, oba vzorky byly extrahovany stejnou
dobu. Vzorek Hericium, vodny extrakt z prasku pomleté plodnice, vykazuje vyrazné nizsi
obsah celkovych sacharidi nez Hericium 50, ale vyss$i obsah redukujicich sacharidi.
Vzorek Hericium 50 obsahuje vice polysacharidi, které jsou pievazné neredukujici. Dlouha
doba extrakce muze tyto polysacharidy postupné rozkladat na jednoduché sacharidy.
Dle vyrobce ma vzorek Hericium 50 obsahovat 0 50 % polysacharidii vice nez prasek ze
samotné pomleté plodnice. Vyrazné vyssi obsah celkovych sacharidii u vzorku Hericium 50
(953,71 mg/g) je tedy na misté oproti vzorku Hericium, ktery obsahuje okolo 287,57 mg/g.
Vyrobce garantuje minimalni ptidavek 50 % polysacharidli ve vzorkd Hericium 50 oproti
vzorku Hericium. Vyrobce se touto hranici minimalniho pfidavku chrani ptred uvadénim
nepravdivého nutri¢niho slozeni.

Houby obecné patii mezi potraviny s vysokym obsahem sacharidd, jejich zastoupeni se 1isi
v zavislosti od druhu hub. Porovname-li obsah celkovy i redukujicich sacharida u vodnych
extraktl pfipravenych z praskt z pomletych plodnic, lze fici, Ze vice celkovych sacharidi
najdeme v houbé¢ reishi (423,65 mg/g), a to piiblizné o polovinu nez v piipadé koralovce
jezatého (287,57 mg/g). U neredukujicich sacharidu je situace obracena, coz potvrzuje i fakt,
ze koralovec jezaty je velmi chutna houba s nasladlou chuti na rozdil od reishi, ktera neméa
kulinatské vyuziti.
5.1.2 Stanoveni celkovych bilkovin metodou dle Biureta
Stanoveni obsahu bilkovin bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 4.10.3.
Analyze byly podrobeny vodné extrakty z hub pfipravené dle kapitoly 4.9. Kazdy vzorek byl
analyzovan ve tfech opakovanich, z naméfenych hodnot byl nasledné vypocten pramér
a smerodatnd odchylka. Koncentrace bilkovin v jednotlivych vzorcich byla vypoctena
z rovnice kalibra¢ni kiivky a vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9 Celkovy obsah bilkovin ve vodnych extraktech

Vybrané vzorky hub Typ extrakce Obsah bilkovin (mg/g)
Bio Reishi Pulvere Voda / 24 hodin 4,64 + 0,26
Bio Reishi Pulvere Horka voda 4,68 + 0,36
Reishi Triterpen Extrakt Voda / 24 hodin 83,77+ 3,34
Reishi Triterpen Extrakt Horka voda 73,50+ 2,48
Hericium Voda / 24 hodin 13,62 + 0,61
Hericium 50 Voda / 24 hodin 18,79 + 0,65
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Nejvice bilkovin vykazoval vzorek Reishi Triterpen Extrakt extrahovany 24 hodin,
a to 83,77 mg/g. Dale vzorek Reishi Triterpen Extrakt zality horkou vodou obsahoval pomérné
vysoky obsah bilkovin. Pfi porovnani koncentrovanych vzorkd (Reishi Triterpen Extrakt)
houby reishi se samotnym pomletym praskem (Bio Reishi Pulvere) obsahoval koncentrovany
praskovy extrakt signifikantné vyssi obsah bilkovin. V pfipadé vzorkd Hericium a Hericium 50
obsahoval vzorek Cisté pomleté plodnice (Hericium) nepatrné mensi mnozstvi oproti vzorku
Hericium 50, ktery je obohacen o 50 % polysacharidii a 20 % B-glukant.

Studie porovndvajici razné typy extrakce proteinli z hub piinesla nové poznatky,
kdy nejucinnéjsi extrakéni technika byla extrakce proteini za pomoci pusobeni enzymu.
Ve studii byla zkoumana i1 vodnéd extrakce, kterd sice ptinesla nizky vytézek proteini,
dojit k vyextrahovani veskerych proteini. Zajimavym porovnanim by mohlo byt pouZiti jiného
extrakéniho ¢inidla nebo extrakéni techniky.

Lesklokorka leskla i koralovec jezaty patii mezi houby bohaté na obsah rtuznych druht
proteind, jsou v nich obsazeny fungalni imunomodulacni proteiny (FIP), proteiny inaktivujici
ribozomy (RIP), dale napiiklad lektin, rizné glykoproteiny a fada enzymu. Vétsina téchto
proteind je schopna regulovat imunitni mechanismy v téle, a to bud’ pifimo nebo nepiimo.
Z lesklokorky lesklé byla extrahovana fada enzymii jako ligninazy, celulazy, amylazy, proteazy
a mnoho dalsich. Vyuziti t€chto enzymt nemusi byt pouze pro jejich biologické vlastnosti,
jako je antioxidacni aktivita nebo jejich schopnost inhibovat melanin, mohou byt pouzity
I v mnoha zemédélskych vyrobach, napiiklad vyuziti ligninazy k degradaci ligninu [62].

V piipadé koralovce jezatého byl izolovany enzym oznaceny jako HEP 3, ktery vykazoval
imunomodulacni aktivitu a mohl by byt pouzit jako potencidlni 1€k nebo funkcni potravinova
slozka pro imunoterapii gastrointestinalnich onemocnéni. Studie odhalila, ze HEP 3 by mohl
zlep$it imunitni systém tim, ze by reguloval sloZeni a metabolismu stfevni mikrobioty [63].

Ze stanoveni bilkovin Biuretovou metodou Ize vyvodit zavéry, ze prestoze ob& houby jsou
bohaté na obsah proteind, pouziti vodné extrakce nemuselo byt tou nejlepsi volbou.
Avsak pokud zvazujeme pouziti vodného extraktu do potravinového dopliku, je voda jako

extrak¢ni ¢inidlo nejlepsi volbou.
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5.1.3 Stanoveni celkového obsahu polyfenolii a antioxida¢ni u¢innosti

Stanoveni celkovych fenolickych sloucenin bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.10.4.
Kazdy vzorek byl analyzovian ve tfech opakovanich, nésledné¢ byl vypocten primér
a smérodatna odchylka. Celkovy obsah fenolickych sloucenin byl vypocten zrovnice
kalibracni kfivky.

Antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkt byla méfena dle postupu uvedeného v kapitole
4.10.5. Jednotlivé vodné extrakty byly podrobeny stanoveni ve tfech opakovanich, nasledné
byla ze ziskanych hodnot vypoctena primérnd hodnota a smérodatna odchylka. Antioxida¢ni
aktivita byla vztazena na ekvivalentni mnozstvi TEAC. Vysledna koncentrace celkovych
polyfenolt a antioxidac¢ni aktivita jednotlivych vzorku je uvedena v Tabulce 10.

Tabulka 10 Koncentrace celkovych fenolickych ldtek ve vodnych extraktech

Obsah celkovych AntiO)_(i(.laéni
Vybrané vzorky hub Typ extrakce . aktivita
polyfenoli (mg/g)
(mg/g)

Bio Reishi Pulvere Voda / 24 hodin 1,17 £ 0,09 0,83 +0,07

Bio Reishi Pulvere Horka voda 1,24 +0,04 0,89 + 0,22
Reishi Triterpen Extrakt | Voda/ 24 hodin 12,82 + 0,28 14,92 + 0,64
Reishi Triterpen Extrakt Horka voda 13,76 = 1,14 18,64 + 0,64

Hericium Voda / 24 hodin 4,09+0,11 3,30+£0,17

Hericium 50 Voda / 24 hodin 4,43+0,18 5,97 +£0,91

Nejvyssi obsah celkovych polyfenola (13,76 mg/g) byl zaznamenadn u vzorku Reishi
Triterpen Extrakt zalitétho horkou vodou. Stejny vzorek vykazoval i nejvy$si antioxidacni
(0,83 mg/g) byly stanoveny u vzorku Bio Reishi Pulvere extrahovaného po dobu 24 hodin.
Z hodnot uvedenych v Tabulce 10 je mozné pozorovat trend, kdy spolu koresponduji hodnoty
obsahu polyfenoli a antioxidacni aktivity. Je mozné konstatovat, zZe antioxidacni aktivita
je zavisla na obsahu polyfenolickych sloucenin. Ze ziskanych hodnot je dale patrné, ze delsi
doba extrakce neméla vliv na mnozstvi extrahovanych polyfenolli, a tedy i na vyslednou
antioxida¢ni aktivitu. Hodnoty antioxidacni aktivity jsou V piipadé¢ obou vzorkil Reishi
Triterpen Extrakt a dale vzorku Hericium 50 vyS$$i nez obsah celkovych fenolickych latek,
divodem je to, ze fenolické latky nejsou jako jediné zodpoveédné za antioxida¢ni vlastnosti hub.
Na antioxidacni aktivit¢ se podili také pfitomnost proteinl, polysacharidl, znichZ jsou
to konkrétné B-glukany, dale vitamin C, vitamin A nebo vitamin E [64]. Antioxida¢ni vlastnosti

maji takeé triterpenoidy, které jsou hojné zastoupeny ve vzorcich Reishi Triterpen Extrakt.
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Studie zabyvajici se zkoumanim vlivu teploty a doby varu na hladinu fenolickych slouc¢enin
a antioxida¢ni aktivitu u houby reishi pfinesla podobné vysledky. Kratka doba extrakce
pii teploté varu vedla k niz§imu obsahu polyfenold. Jest¢ niz§i hodnoty byly zaznamenany
pti delsi dob¢é extrakce na nizsi teplotu. Nejlepsi metodou extrakce fenolickych sloucenin
je kombinace zahtfevu na vyssi teplotu okolo 90 °C a doba extrakce v fadu jednotek minut.
Pfi procesu zahtati na vyssi teplotu dochazi k lep$imu uvolnéni bioaktivnich latek [65].

Lze konstatovat, ze vzorky zalit¢ horkou vodou mély lepsi podminky pro uvolnéni
fenolickych latek ze své matrice nez vzorky extrahované po dobu 24 hodin, tento fakt
se projevil 1 na vyssi antioxidaéni aktivité.

5.2 Stanoveni celkovych glukani, o- i B-glukanta

Pro stanoveni obsahu celkovych glukant, a-glukanti i B-glukant byl vyuzit komer¢ni kit znacky
Megazyme. Pfi stanoveni bylo postupovano dle navodu uvedeného v kapitole 4.11. Stanoveni
byly podrobeny vSechny vzorky v praskové formé. Kazdy vzorek byl analyzovan
V duplikatech. Ze ziskanych dat byl nésledné vypocten primér a smeérodatna odchylka.

Pro vypocet byl pouzit program Excel poskytnuty vyrobcem na webovych strankach [66].
Tabulka 11 Celkové glukany, a-glukany a s-glukany obsazené ve vzorcich hub

Celkovy obsah Obsah Obsah
Vybrané vzorky hub glukani a-glukani B-glukania
(Yow/w) (% wiw) (Yow/w)
Bio Reishi Pulvere 72,97 +£0,94 2,24 £ 0,06 70,73 +0,88
Reishi Triterpen Extrakt 55,57 £ 0,73 2,55 + 0,04 53,02+ 0,77
Hericium 52,05+ 0,28 2,32 +0,06 49,73 £ 0,22
Hericium 50 68,37 +£ 0,42 3,97 +£0,12 64,41 + 0,54

Nejvice celkovych glukanli obsahoval vzorek Bio Reishi Pulvere (okolo 73 %). V tomto
vzorku bylo obsazeno az 71 % B-glukand. Z Tabulky 11 lze vy¢ist, Zze druhy vzorek bohaty
na obsah celkovych glukant je Hericium 50, ve kterém bylo stanoveno 68 % celkovych glukant
a 64 % B-glukant. Pti porovnani vzorku Hericium a Hericium 50 by rozdil v obsahu B-glukant
mél byt minimalné 20 %, jak uvadi vyrobce na obalu. Realny rozdil mezi vzorky vsak
ptredstavuje az 29,5 % v obsahu B-glukant. Vyrobce deklaruje minimalni ptidané mnozstvi,
horni hranice ptfidaného mnozstvi B-glukand neni stanovena. Timto zplsobem se vyrobce

chrani pfed uvadénim nepravdivosti nutri¢nich charakteristik a oklamanim zékaznika.
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U vsech vzorkil podrobenych stanoveni byl zjistén vyznamny obsah B-glukant, jejichz
konzumace je vhodna nejen z hlediska imunomodula¢niho u¢inku. B-glukany jsou pfirozenym
prebiotickym preparatem, ktery pozitivné ovliviuje pratelské stfevni bakterie, konkrétné
bakterie mlééného kvaseni, jako Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophillus [65].

Bylo prokazéano, ze polysacharidy obsazené v koralovci jezatém maji potencidlni ucinek
na modulaci, diverzitu a ¢etnost bakterii tvoricich stievni mikrobiotu [67].

Prestoze a-glukany jsou v pfirodé rozsitené a hraji vyznamnou roli v dodavani energie, jejich
zastoupeni u jednotlivych vzorkil se vyrazné nelisi a v porovnani s obsahem B-glukant je jejich
obsah pomérné nizky. Tyto glukany predstavuji zdkladni struktury amylozy a amylopektinu,
tedy polysacharidovych slozek $krobu. Skrob je ale zasobni latkou pro rostliny a v bunéénych

sténach hub se primarné nevyskytuje, na rozdil od chitinu, ktery je pro houby typicky [68].

5.3 Analyza lipofilnich latek pomoci HPLC/UV-VIS
Lipofilni latky obsazené ve vzorcich hub byly analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie, postup a parametry HPLC sestavy jsou popsany v kapitole 4.12. Pro stanoveni
lipofilnich latek ve vzorcich hub byly nejprve vzorky podrobeny extrakci dle Folche popsané
v kapitole 4.12.1. Detekované lipofilni latky jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 12.

Tabulka 12 Obsah lipofilnich latek ve vybranych vzorcich hub

Vzorek Lipofilni latka Koncentrace (ug/g)
Ergosterol 91,83 + 3,67
Bio Reishi Pulvere Ubiquinon 5,49 £ 0,22
Betakaroten 324,74 £9,74
Reishi Triterpen Extrakt Ergosterol 152,75 + 6,87
Ergosterol 199,46 + 7,98
Hericium Tokoferol 65,95 £ 2,64
Ubiquinon 113,77 £ 4,55
Lykopen 1,26 + 0,06
Hericium 50 Nedetekovano Nedetekovano

Houby jsou obecné velmi bohatym zdrojem lipofilnich latek, konkrétné vitamini
rozpustnych ve vodé. Provitamin Do, ve formé ergosterolu, se pfirozené vyskytuje v bunééné
stén¢ hub. Ergosterol je vlivem ultrafialového zafeni konvertovan do vitaminu D». Jeho obsah
Vv suSenych houbach je zavisly na pouzité metodé suseni. Bylo prokazano, ze pouZiti suSici
techniky za ptitomnosti UV pfeménuje ergosterol na vitamin D a tim tak zvySuje nutri¢ni obsah
jedlych druhtt hub [69]. Ve vsech analyzovanych vzorcich s vyjimkou Hericium 50 byla
stanovena piitomnost ergosterolu. Nejvyssi koncentraci vykazoval prasek z pomleté plodnice

Hericium, a to 199,46 nug/g. Ve vzorku Hericium byl dale stanoven provitamin E, karotenoid
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lykopen a koenzym Qqo. Pfi srovnani vzorku Bio Reishi Pulvere a Reishi Triterpen Extrakt
je obsah provitaminu D> vice zastoupen u praskového extraktu nez u ¢istého prasku z plodnice
houby, a to az o 66 %. Vzorek Bio Reishi Pulvere naopak obsahoval zna¢nou koncentraci
provitaminu A, a to 324,74 ng/g.

Pti pouziti extrakce dle Folche byla pouzita silna organicka extrahovadla, pfesto nemuselo
dojit k uplné extrakci lipofilnich latek piitomnych ve vzorcich hub. Jiny pohled na problematiku

by mohlo pfinést pouziti rozdilné extrakéni techniky latek lipofilniho charakteru z matrice hub.

5.4 Stanoveni vitaminu C metodou RP-HPLC/DAD
Obsah vitaminu C byl ve vzorcich hub analyzovan pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie, postup a parametry HPLC sestavy jsou popsany v kapitole 4.13.

Tabulka 13 Stanoveni obsahu vitaminu C

Vzorek Obsah vitaminu C (ng/g)
Bio Reishi Pulvere 47,29+ 2,36
Reishi Triterpen Extrakt 212,09 + 10,60
Hericium 148,56 + 7,43
Hericium 50 94,62 + 4,73

Ve vSech vzorcich byla stanovena pfitomnost vitaminu C, viz Tabulka 13. Nejvyssi
namétenou hodnotu (212,09 ug/g) vykazoval vzorek Reishi Triterpen Extrakt, dale Hericium
(148,56 ng/g), nejmensi naopak Bio Reishi Pulvere (47,28 ug/g). Vitamin C je spolu
s vitaminem E piirozenym antioxidantem, Ize tedy pozorovat vzajemny vztah mezi celkovou
antioxida¢ni aktivitou vzorku, viz Tabulka 10, a detekovanym mnozstvim vitaminu C.
Z hlediska antioxida¢ni aktivity a obsahu vitaminu C byl nejlépe hodnoceny vzorek Reishi
Triterpen Extrakt, ktery v pifipadé 24hodinové extrakce vykazoval antioxida¢ni aktivitu
14,92 mg/g. Lze konstatovat, ze data z jednotlivych analyz spolu vzajemné koreluji. A vitamin
C se spolu s dalsimi latkami, jako jsou fenolické latky, vitamin E a mnoho dalSich podileji

na celkové antioxida¢ni u¢innosti.

5.5 Antimikrobialni test

Pro stanoveni antimikrobialni u¢€innosti byla pouzita mikrodiluéni bujonova metoda.
Vodné extrakty analyzovanych vzorki hub byly podrobeny interakci s vybranymi
mikroorganismy. Konkrétné byla testovana antimikrobialni u¢innost vodnych extrakti na dvou
gramnegativnich bakteriich, a to Serratia marcescens a Escherichia coli, a dvou

grampozitivnich bakterii, a sice Micrococcus luteus a Staphylococcus epidermidis.
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Obrdazek 10 Grafické zndzornéni vlivu riiznych koncentraci vodnych extraktii hub na Escherichia coli
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Obrazek 11 Grafické zndzornéni viivu ruzmych koncentraci vodnych extraktii hub na Serratia
marcescens

Z grafi na Obrazku 10 a Obrazku 11 mlZeme pozorovat, Ze inhibice bakteridlniho ristu
nenastala ani v jednom piipadé gramnegativnich bakterii. Vodny extrakt BRP (Bio Reishi
Pulvere) zptsobil u Escherichia coli narist bakterialni kultury ve vSech koncentracich oproti
referen¢ni hodnoté. Vystaveni Escherichia coli vodnym extraktim RTE (Reishi Triterpen
Extrakt) o koncentraci 50 mg/ml zapficinilo nartst bakterialni kulturu az o 125% pfi srovnani
s referenci bez ohledu na zplsob extrakce vzorku. Dale je mozné pozorovat trend klesajici
optické hustoty s klesajici koncentraci u vzorkti RTE, HE 24 a HE 50 24. Pouziti rizné doby
a teploty extrakce neukézalo vyrazné odlisné vysledky u vzorkli BRP a RTE.
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Extrémni nardst bakterialni kultury 1ze pozorovat u modelového mikroorganismu Serratia
marcescens, kdy u vSech vodnych extrakti hub doslo k signifikantnimu nariistu bakterialni
kultury, ktera se sklesajici koncentraci pouze mirné¢ snizovala. Lze tedy konstatovat,
ze V ptipad¢ pouzitych zastupcli gramnegativnich bakterii nebyl prokazan antimikrobidlni
ucinek u zadného z testovanych extraktl. Tento zavér nam potvrdil i resazurinovy test,
ktery ukazal stimula¢ni ucinek vodnych extrakti na viabilitu pouzitych mikroorganismii.
Viz Obrazek 12, kdy rGzové zbarveni signalizuje viabilitu bakterialnich bun¢k, které jsou

schopné pfeménit modry resazurin na rizovy resorufin.
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Obrdazek 12 Vievo desticka obsahujici bakterii Serratia marcescens ihned po napipetovani resazurinu,
vpravo desticka po 30 kultivaci
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Obrazek 13 Grafické znazornéni viivu ruznych koncentraci vodnych extraktii hub na Staphylococcus
epidermidis
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Obrazek 14 Grafické zndzorneni viivu riiznych koncentraci vodnych extraktii hub na Micrococcus luteus

Ani v piipadé vystaveni grampozitivnich bakterii vodnym extraktim hub nedoslo v zadném
piipad¢ k bakteridlni inhibici, a neprojevily se tak antimikrobialni t¢inky latek obsazenych
V houbach korélovce jezatého a lesklokorky lesklé.

Studie zabyvajici se antimikrobialnimi u¢inky hub koralovce jezatého a lesklokorky lesklé
potvrzuji antimikrobialni aktivitu latek v houbéach pti pouziti ethanolovych, chloformovych
i v piipadé vodnych extraktd. Vodna extrakce je nejéastéjsi volbou pii extrakci polysacharida
Z lesklokorky lesklé. Pfed extrakei polysacharidii je ale nutné odtucnéni houbovych praskl
pusobenim organickych kyselin za Gfelem odstranéni nizkomolekularnich latek. Studie
konkrétné popisuji bakterialni u¢inky latek obsazenych v plodnici a extraktu z mycelia houby
lesklokorky lesklé proti gramnegativni bakterii Escherichia coli a grampozitivnimu
mikroorganismu Micrococcus luteus a mnoha dal$im zastupcim obou skupin. V piipadé
lesklokorky lesklé je extrakce horkou vodou nejbéznéj$i metodou ziskavani polysacharidi.
Postupy extrakce za¢inaji odtu¢nénim houbovych praska organickymi rozpoustédly za ucelem
odstranéni sloucenin s nizkou molekulovou hmotnosti [70,71].

Jednim z diivod{, pro¢ doslo ke stimulaci riistu bakteridlnich kultur, miZe byt pravé vysoky
obsah polysacharid{l, které patii mezi hydrofilni latky a jsou tedy solubilni ve vodném prostiedi.
Rozpusténi velkého mnozstvi polysacharidii mohlo tak stimulovat riist bakterii. To 1ze vnimat
i jako pozitivum, velké mnozstvi polysacharidi muze poslouzit jako substrat pro rust
a metabolickou aktivitu zdravi prospé$nych bakterii, konkrétné probiotickych bakterii rodu

Lactobacillus, osidlujicich stfevni epitel. Tim, Ze nestravitelné polysacharidy poslouzi
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jako prebiotikum pro ptatelské bakterie, podpoii nejen jejich viabilitu, ale i etnost, a tak mohou
zabranit proliferaci patogennim mikroorganismim [70].

Dalsim namétem K diskusi muze byt rlstova kiivka mikroorganismil, kdy mohlo dojit
k pridavku vodnych vzorkti hub v nevhodnou dobu a kdy modelové mikroorganismy mély
ziviny z kultiva¢niho média jiz spotfebované, ale jesté se nevyskytovaly z hlediska rustové
ktivky na vrcholu rustové faze. Pridavek vodnych extraktd tak mohly vyuzit jako vhodny

substrat pro potiebny rust.

5.6 Stanoveni cytotoxicity

Bezpecnost vybranych vodnych extrakti byla ovéfena pomoci testi cytotoxicity. Cytotoxicita
byla testovana na bunécné linii imortalizovanych keratinocyti HaCaT a na bunécéné linii
sttevnich nadorovych bunék Caco-2. Vodné extrakty hub byly testovany v rozmezi koncentraci
4-28 %. Vychozi koncentrace vSech testovanych vzorka byla 100 mg/ml. Kazdy vzorek byl

otestovan ve tfech opakovanich, ze kterych byl vypocten primér a smérodatna odchylka.

56.1 MTT test
Proliferace bunék HaCaT a Caco-2 byla stanovena pomoci kolorimetrického MTT, piesny
postup je uveden v kapitole 4.15.3. Tento test je zaloZzen na schopnosti viabilnich bun¢k
produkovat mitochondridlni reduktdzovy enzym sukcindtdehydrogenazu, ktery je schopny
redukovat Zluté tetrazoliové barvivo MTT na fialovy formazan. Vodné extrakty hub pfipraveny
dle postupu uvedeného v kapitole 4.9 byly testovany v objemovych koncentracich, a to 4%,
8%, 16%, 20%, 24% a 28%. Vychozi koncentrace vSech vodnych extraktd byla 100 mg/ml.
Kazdy vzorek byl otestovan ve tfech paralelnich opakovanich, ze kterych byl vypocten
prumér a smérodatna odchylka. Ziskana opticka hustota byla pfepoctena na viabilitu bun¢k
vztazenou na kontrolu bunééného rustu (CC), ktera predstavovala 100% viabilitu.
Pro porovnani byla provedena i pozitivni kontrola (PC), kterd ptedstavovala hranici 100%

mortality.
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Obrazek 15 Vliv riznych koncentraci vodnych extraktii na viabilitu bunék HaCaT pri MTT testu

Buné¢na linie HaCaT, kterou piedstavuji kultivované primarni lidské keratinocyty, je bézné
pouzivana pro testovani kosmetickych a farmaceutickych preparati, dale pro testovani
bezpecnosti potravin nebo sledovani toxicity latek [47].

Z Obrazku 15 je ziejmé, Ze nizsi koncentrace vodnych extrakt v ptipadé vzorku BRP (Bio

Reishi Pulvere), HE 24 (Hericium 24hodinové extrakce) a HE 50 24 (Hericium 50 24hodinova
extrakce) zvysila proliferaci bunék vV porovnani s bunécnou kontrolou. U vzorku HE 24 doslo
po piidavku 8% vzorku Kk narustu viability o 60 %. Lze tedy konstatovat, Ze vySe zminéné
vzorky v nizkych koncentracich neovlivnily bunéény cyklus primarnich keratinocyta.
U vodnych extraktt BRP 24 (Bio Reishi Pulvere 24hodinova extrakce), RTE 24 (Reishi
Triterpen Extrakt 24hodinova extrakce) a RTE (Reishi Triterpen Extrakt) doslo jiz pii nizkych
koncentracich k poklesu zivotaschopnosti bun¢k. Zlomovy bod nastal pii pouziti vzorkli o 16%
objemové koncentraci. Takova koncentrace vystavila keratinocyty stresové situaci, buiiky
ztracely schopnost proliferace a jejich plazmatickd membrana byla naruSena. S rostouci
koncentraci vzorku doslo k signifikantnimu poklesu viability, konkrétné u vzorkti RTE 24, RTE
a BRP 24. Jejich viabilita byla na stejné urovni s viabilitou pozitivni kontroly.

Studie zkoumajici ethanolové extrakty houby reishi dospéla k podobnym vysledkiim.
Ethanolové extrakty za ucelem aplikace do kosmetického produktu byly nejprve podrobeny
testu bezpecnosti na stejné bunééné linii HaCaT jako v nasem pfipadg. Pfi pouziti ethanolovych

extrakti doslo az k 90% inhibici zivotaschopnosti bunék [72].
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Jina studie zabyvajici se prozanétlivymi triterpenoidy a steroidy obsazenymi v houbé¢ reishi
detekovala kyselinu 3-oxo-5a-lanosta-8,24-dien-21-ovou jako latku schopnou chranit lidské
keratinocyty pted fotoposkozenim vyvolanym ultrafialovym zatenim. Vyizolovany triterpenoid
byl shledan jako vhodny pro aplikaci do prostiedku pecujiciho o plet’ [73].

V ptipad¢ vodnych extraktl pfipravenych z koralovce jezatého nedoslo ani pii vyssich
koncentracich k poklesu viability vice nez na 80 %. Z toho lze vyvodit, ze vzorek HE 24
aHE 5024 jsou bezpetné pro konzumaci, a ani pii vySSich koncentracich nedochazi

k signifikantnimu naruseni proliferace bunék.

Obrazek 16 Vievo snimek bunécné kontroly HaCaT bunek (CC), vpravo snimek HaCaT bunek po
expozici 28% vodného extraktu RTE
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Obrazek 17 Viiv riznych koncentraci vodnych extraktii na viabilitu Caco-2 pri MTT testu

Vroce 2012 se védci z Univerzity v Singapuru vénovali problematice testovani
ethanolovych extrakt z houby reishi na bunééné linii Caco-2. Testovani podrobili samotnou
pomletou plodnici houby reishi a pro porovnani obohatili prasek z plodnice o triterpenoidy.
Piestoze vyzkumnici pouzivali ethanolové extrakty na rozdil od naseho piipadu, kdy byly
testovany extrakty vodné, lze fici, ze v zavéru se naSe vysledky shoduji a houba reishi
vyznamné inhibuje Zivotaschopnost bunék. V piipad¢ vzorku BRP 24 (Bio Reishi Pulvere
24hodinova extrakce) 1ze pozorovat, jak s rostouci koncentraci postupné klesa viabilita bun¢k.
U vzorku RTE 24 (Reishi Triterpen Extrakt 24hodinova extrakce) muizeme pozorovat,
ze signifikantni inhibice nastala jiz v pfipad€ 8% vodného extraktu a pfi vyssich koncentracich
se viabilita bunék pohybovala na tGrovni pozitivni kontroly, kterd je povazovana za hranici
100% bunécné smrti. Singapursti v&dci pfisli s vysledky, Ze prasek z houby reishi obohaceny
o triterpenoidy muze indikovat v buitkach karcinomu tlustého stfeva apoptozu. Toto zjisténi
muze byt jednim z diivodi, pro€ na v naSem ptipad¢ i ptidavek 2% vodného extraktu RTE 24
zpusobil pokles pod hranici 50% viability, ktera je hraniéni pro oznaceni latky
za cytotoxickou [19].

Z grafu, viz Obrazek 17, mizeme dale vyvodit, ze u vzorkii BRP a RTE extrakce po dobu
24 hodin ukazala, ze tyto vzorky i pfi nizké koncentraci ovlivnily viabilitu bun¢k vice nez

vzorky BRP a RTE pti extrakci horkou vodou.
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Salvatore a kolektiv se ve své studii z roku 2020 zabyvali dvéma typy extrakce hydrofilnich
nizkomolekularnich latek z houby reishi a jejich vlivu na bunécnou linii Caco-2 a HTC-116.
Zkoumali vliv extrakce pfi pouziti horké vody ve srovnani s rychlou dynamickou extrakci
pevna latka-kapalina. Vysledky pfinesly zjisténi, ze pouziti druhého typu extrakce vede
k vyraznéjsimu vlivu na testované linie. Pouzitim vyssi teploty pfi zaliti vzorkd horkou vodou
nedocilime lepsi extrakce nizkomolekularnich latek. Lze tedy polemizovat nad dobou ptisobeni
vyssi teploty. Delsi doba extrakce pii vysoké teploté by mohla zplsobit lepsi extrakci
nizkomolekularnich latek z matrice hub. Tuto Gvahu nam potvrzuje vysledek MTT testu,
a to tak ze vystaveni extraktl vysoké teploté nebylo dostacujici, coz mohlo v negativni mife
ovlivnit obsah bioaktivni latky z hub. Proto pouziti 24hodinové extrakce vedlo k vyssi inhibici
viability bun¢k karcinomu tlustého stieva [74].

U vzorkt HE 24 (Hericium 24hodinovy extrakt ) a HE 50 (Hericium 50 24hodinovy extrakt)
1ze pozorovat stejny vysledek jako v ptipad¢ provedeni MTT testu na bunécné linii HaCaT.
Testovany vzorek HE 50 u bunécné linie karcinomu tlustého stteva naopak zvysil viabilitu
bunék v nizsich koncentracich okolo 10-20 %. Ve vyssich koncentracich jeho viabilita klesla
pouze 0 10 % v porovnani s kontrolou. U vzorku HE 24 doslo u 16% koncentrace k nejvyssimu
stimulu bunék, naopak zlomova byla 20% koncentrace vodného extraktu, kdy doslo
k vyraznému poklesu viability bunék, a to na hodnotu okolo 75 % v porovnani s kontrolou.

Obecné tedy je mozné konstatovat, ze houba koralovec jezaty neni cytotoxicka, a tedy neni
vhodnou volbou jako chemoterapeutikum, na rozdil od houby reishi, ktera prokazala vyrazné

cytotoxické vlastnosti a lze ji praktikovat jako chemoterapeutikum pii 1€cb¢ rakoviny.

5.6.2 LDH test

Aktivita laktatdehydrogenazy byla méfena dle postupu uvedeného v kapitole 4.15.4. Tento test
je zaloZzen na meéfeni aktivity enzymu laktatdehydrogenazy uvolnéného do kultiva¢niho
média [67]. Pro stanoveni byly pouzity bunétné supernatanty HaCaT, které byly ziskany
odpipetovanim z desti¢ek v pribéhu MTT testu. Supernatanty z bunééné linie Caco-2 nemohly
byt pouzity kviili pfitomnosti pyruvatu v kultivatnim médiu, ktery by pti LDH testu zkresloval
vysledky.
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Vsechny vzorky byly otestovany ve tfech paralelnich opakovanich, ze kterych byl vypocten
primér a smérodatna odchylka. Z rovnice kalibracni kiivky byla vypoctena vysledna aktivita
laktatdehydrogendzy. V grafu na Obrazku 18 je znazornéna aktivita laktatdehydrogenazy,
pro porovnani je zahrnuta bunéc¢na kontrola (CC), ktera neobsahovala zadnou testovanou latku,
a dale pozitivni kontrola (PC), kde byl pouzit 40% ethanol a predpoklada se 100% umrtnost
bunék a nejvyssi aktivita LDH.
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Obrazek 18 Aktivita LDH enzymu pri pouziti riiznych koncentraci vodnych extrakti pri kultivaci HaCaT

Metoda stanoveni LDH aktivity funguje na jiném principu nez test bunééné proliferace MTT
a je povazovana za méné citlivéjsi metodu [75]. Pii porovnani grafu na Obrazku 15 a grafu
na Obrazku 18 mizeme pozorovat, jak spolu jednotlivé testy cytotoxicity do jisté miry koreluji.
V piipadé vzorku RTE bez ohledu na extrakci byla provedenim MTT testu prokazana vyrazna
mira cytotoxicity. Na Obrazku 18 vidime, Ze stejné vzorky vykazovaly jiz v malych
koncentracich nejvyssi aktivitu laktatdehydrogenazy, ktera se shodovala s aktivitou pozitivni
kontroly. Viabilita bun¢k po expozici vzorki BRP 24 a BRP se v ptipadé¢ MTT testu lisila,
u LDH aktivity mizeme konstatovat, Ze u vzorkil nenastal tak vlivny rozdil. To miize byt

zpiisobeno pravé citlivosti metody, kterd je v ptipadé MTT vyssi.
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Vzajemny vztah vysoké viability detekované pii MTT testu a nizké aktivity
laktatdehydrogenazy miizeme pozorovat u vzorkti HE 24 a HE 50 24, které naopak na bunky
pusobi do jist¢ miry protektivné. Toto zjiSténi nds jesté vice ujistilo, ze koralovec jezaty
je latkou bezpecnou pro potravinaisky ¢i kosmeticky prumysl, ale protirakovinné ucinky

nevykazuje ani pii vysokych koncentracich.

5.6.3 AlamarBlue test
Viabilita bun€k byla dale testovana fluorometrickou metodou AlamarBlue, ktera je zalozena
na nevratné enzymatické reakci, kdy dochazi k redukci modrého barviva resazurinu na rizovy
resorufin. Méfeni bylo provedeno dle postupu uvedeného v kapitole 4.15.5. Vodné extrakty
piipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.9 byly testovany v objemovych koncentracich,
a to 4%, 8%, 16%, 20%, 24% a 28%. Vychozi koncentrace vSech vodnych extraktii byla
100 mg/ml.

Analyzované vzorky byly otestovany v triplikatech, ze kterych byl vypocten priameér
a smerodatna odchylka. Ziskand opticka hustota byla pfepoctena na viabilitu bunék vztazenou
na kontrolu bunééného rastu (CC), kterd predstavovala 100% viabilitu. Pro porovnéni byla

soucasti testu také pozitivni kontrola (PC), ktera predstavuje 100% mortalitu.
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Obrazek 19 Viiv riiznych koncentraci vodnych extraktii na viabilitu bunek HaCaT pri AlamarBlue testu

72



Prestoze kazdy z testii cytotoxicity je zaloZen na jiném principu, miizeme pii porovnani
grafu na Obrazku 15 a grafu na Obrazku 19 zaznamenat analogicky trend u vzorkd RTE 24
a RTE. Vzorky je nutné porovnavat s pozitivni kontrolou, kterd by meéla znacit nejvyssi
mortalitu a jeji viabilita se pohybuje okolo 80 %. U vzorkii RTE 24 a RTE doslo dokonce
k vyssimu poklesu vitality nez v piipadé pozitivni kontroly. Lze tedy fict, ze latky obsazené
V houbé€ reishi mély vyssi cytotoxicky ucinek na bunéénou linii HaCaT nez expozice bunck
40% ethanolu. U vzorki BRP 24 a BRP pozorujeme stejny pribéh jako pii MTT testu,
kdy s rostouci koncentraci klesa viabilita bunék. Naopak stimulace bunék, a tak nartst viability
je zaznamenan u vzorktit HE 24 a HE 50 24, kdy ani bunky vystavené nejvyssi koncentraci
neprojevily niZ§i viabilitu nez bunééné kontrola.

Ziemlewska a spol. ve své studii z roku 2022 testovali vodné extrakty hub reishi a koralovce
jezatého, jejich vysledky studie koreluji s ndmi vyvozenymi zavéry. Vyzkumnici pozorovali
pozitivni zvySeni viability keratinocytii pii pouziti vodného extraktu koralovce o koncentraci
500 pug/ml. Ani dalsi testované koncentrace v ptipadé koralovce neovlivnily viabilitu bun¢k

negativnim zptisobem [76].
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Obrazek 20 Viiv riznych koncentraci vodnych extraktii na viabilitu bunek Caco-2 pri AlamarBlue testu
Test redukce resazurinu na resorufin tedy potvrzuje vysledky i pfedeslych testl cytotoxicity,
vzorky koralovce, konkrétné HE 24 a HE 50 24, neshledava cytotoxickymi, a to jak v piipadé
bunééné linie HaCaT, tak v ptipadé bunék tlustého stfeva Caco-2, viz Obrazek 20. Na rozdil
od houby reishi, kdy doslo jak u extraktl (RTE 24 a RTE), tak u vzorkd pomleté plodnice (BRP
24 a BRP) k ovlivnéni viability, lze tedy konstatovat, Zze houby maji cytotoxické ucinky.
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5.7 Analyza produkce prozanétlivych interleukinua IL-6 a IL-8

Soucasti testovani toxického uc€inku vybranych vzorkli hub bylo stanoveni produkce
prozanétlivych cytokint IL-6 a IL-8. Pro stanoveni byly pouzity buné¢né supernatanty z obou
bunéénych linii, které byly ziskany odpipetovanim z desticek v pruibéhu MTT a AlamarBlue
testu. Na zaklad¢ prubéznych vysledku testti cytotoxicity, viz kapitola 5.6.1, byly pro toto
stanoveni vybrany vzorky s24hodinovou extrakci, u kterych byl zaznamenan vyrazny vliv
na viabilitu bunék.

V ptipadé vzorku BRP (Bio Reishi Pulvere) a RTE (Reishi Triterpen Extrakt) byly testovany
koncentrace 16%, 20%, 24% a 28%. U HE (Hericium) a HE 50 (Hericium 50) byly vybrany
pouze koncentrace 24% a 28%. Pti stanoveni interleukini-8 byly soucasti komer¢niho kitu také
dve kontroly (C1 a C2). Pficemz kontrola 1 (C1) zna¢i minimalni detekovatelnou koncentraci
V analyzovaném vzorku.
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Obrazek 21 Viiv vodnych extraktii na produkci cytokinu IL-6 u bunécnych linii HaCaT a Caco-2

Z grafu na Obrazku 21 je patrné, Ze nejvétsi produkce prozanétlivého interleukinu-6 (IL-6)
nastala po expozici bunééné linie HaCaT vzorkiim HE a HE 50, kdy je moZzné zaznamenat
i nartst koncentrace interleukinu-6 s vyssi koncentraci vzorku. Stejny ptipad nastal i v piipadé
produkce interleukinu-8 (IL-8), kdy opét vzorky HE a HE 50 prokazaly signifikantné vétsi
produkci prozanétlivého interleukinu-8 oproti vzorkiim RTE a BRP. Vzorky RTE a BRP Yang
a kolektiv potvrdili imunomodulaéni u¢inky ve vodé rozpustného polysacharidu vyizolovaného
z Cerstvé plodnice koralovce jezatého. Tento polysacharid oznaceny jako HEP-1 vyvolal

proliferaci lymfocytti a zvysil expresi prozanétlivych cytokint IL-6 i dalsi jako IL-1B [77].
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Interleukin-6 i interleukin-8 jsou signalni molekuly, které se podileji na aktivaci dal$ich
signalnich drah vedoucich ke spousténi imunitni odpovédi a produkci imunitnich cytokin [67].
Zajimavym porovnanim jsou testy cytotoxicity, pii kterych vzorky HE a HE 50 podporovaly
viabilitu bungk i v nizkych koncentracich a pii vysSich koncentracich jejich viabilita neklesla
pod viabilitu bunééné kontroly. Divodem muze byt pravé to, ze latky obsazené v koralovci
jezatém neprojevuji protirakovinné U¢inky na bunééné urovni, neovliviuji proliferaci a tim
jejich viabilitu, ale pracuji na Grovni imunomodulac¢nich latek, kdy jako imunostimulatory
zvysuji aktivitu NK bunék (ptirozenych zabijakll) a podporuji sekreci prozanétlivych cytokind.

U bunécné linie Caco-2 doslo k velmi nizké produkei IL-6, vzorky neprokazaly prozanétlivé
ucinky, nenachazely se v rozmezi kalibrace. U stanoveni IL-8 byly v piipadé bunééni linie

Caco-2 ziskané hodnoty pod detekénim limitem pouzité metody. Hranici detekce predstavovala

kontrola 1 (C1).
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Obrazek 22 Viiv vodnych extraktit na produkci cytokinu IL-8 bunécnou linii HaCaT a Caco-2

U vzorkd RTE byla zjisténa velmi nizka produkce IL-6 a produkce IL-8 se pohybovala
na hranici detekce, viz Obrazek 22. Tyto vzorky ov§em vykazovaly mortalitu témét shodujici
se s pozitivni kontrolou. Lze tedy konstatovat, Ze vzorek RTE ovliviiuje Zivotaschopnost bunék
zamezenim proliferace az k iplnému usmrceni, ale v oblasti imunitni odpovédi neovliviiuje
produkci prozanétlivych cytokini. Stejny trend je mozné aplikovat i u vzorku BRP, kdy jeho
nizsi koncentrace nemély vyrazny vliv na vitalitu, ale naopak vykazovaly vyssi produkci IL-8

V porovnani s koncentrovanéj$imi, které jiZ vitalitu bunck ovliviiovaly.
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5.8 Vyhodnoceni senzorické analyzy

U piipravenych polévek s obsahem hub hodnotitelé hodnotili 7 deskriptorii pomoci znamkovani
na stupnici od 1-vyborna az po 5-nevyhovujici. Podrobné vysvétleni stupnice pro kazdy
deskriptor je zobrazeno Vv hodnotitelském protokolu viz PRILOHY. V dalsich ¢&astech
je vyuzivan potfadovy test. Degustace se zG¢astnilo 10 hodnotitell z nichZ bylo 8 Zzen a 2 muzi,
mezi kterymi se vyskytovali dva kufaci. Hodnotitelé byli také dotazovani na jejich vztah
k instantnim polévkam. Ctyfi odpovédéli, Ze instantni polévky maji radi a konzumuji
je pravidelné. Dalsi ¢tyfi zvolili moznost, ze instantni polévky nejsou oblibenym pokrmem,
ale i tak je konzumuji. Pouze dva dotazovani zvolili odpoveéd’, Ze instantni polévky nemaji radi

a nekonzumuji je.

5.8.1 Celkovy vzhled

Celkovy vzhled je u potravin jeden ze stézejnich parametrii, jelikoz udava prvni dojem
a vyznamné ovlivituje rozhodnuti hodnotitele. Z grafu na Obrazku 23 lze vypozorovat,
ze nejlepsi celkovy vzhled s hodnocenim 1 mély vzorky HE a HE 50 s obsahem koralovce
jezatého v nizsi (2%) i vyssi (4%) koncentraci, z toho vyplyva, ze vyssi koncentrace neovlivnila
celkovy vzhled. U lesklokorky lesklé ovSem tato situace nenastala. Nejhife hodnocené vzorky
se znamkou 3 byly vzorky BRP a RTE s 2% ptidavkem houbovych praski. Z dat vyplyva,
ze pridavek vyssiho mnozstvi houbového prasku ze samotné pomleté plodnice, tak houbového
extraktu obohaceného triterpenoidy, negativné ovliviiuje celkovy vzhled polévky, hodnotitelé
tak udélovali horsi hodnoceni. Déle z dat vyplyva, ze u celkového vzhledu nebylo rozhodujici,
zda se jednalo o houbovy prasek nebo o obohaceny prasek, ale rozhodovala koncentrace

samotného pridavku hub.
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Obrazek 23 Vysledky senzorického hodnoceni celkového vzhledu

5.8.2 Barva

Standard

BRP 0,5%

RTE 0,5%

HE 4%

HE 50 4%

BRP 2%

RTE 2%

HE 6%

HE 50 6%

Zabarveni uzce souvisi s celkovym vzhledem. Jak 1ze vypozorovat z grafu na Obrazku 24 témét

u vSech vzorkli hodnotitel¢ usoudili, Ze barva odpovidala pouzité zelenin¢ a praSku z hub.

Ovsem vzorky BRP a RTE s vyssi koncentraci houbového prasku ziskaly nejhorsi hodnocenti,

a to znamku 3. VSechny ostatni vzorky byly hodnoceny znamkou 1 jako nejlepsi. To znamena,

ze vysoka koncentrace pfidané houby negativné ovlivnila zabarveni polévky a pro hodnotitele

nebyla atraktivni.
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Obrazek 24 Vysledky senzorického hodnoceni barvy
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5.8.3 Konzistence

Konzistence pfipravené polévky méla byt lehce zhoustla. Houba reishi ovlivnila konzistenci
pouze ve vyss§i koncentraci, jak 1ze pozorovat na grafu na Obrazku 25 Niz$i koncentrace vzorku
BRP a RTE byly ohodnoceny znamkou 1, dostaly tedy stejné vyborné hodnoceni jako standard.
U koralovce jezatého nastala jina situace. Z dat vyplyva, ze houbovy prasek obohaceny o 50 %
polysacharidt a 20 % B-glukanti (HE 50) mél ptijatelnéjsi konzistenci nez prasek ze samotné
pomleté plodnice (HE). To mohlo byt pravdépodobné zpiisobeno vyssim obsahem
polysacharidt, které patii mezi hydrofilni latky a ve vodé se velmi snadno rozpusti, jejich
pritomnost tak ovlivnila konzistenci na pifijemné hustou. Nejhtife hodnocenymi vzorky

se znamkou 2 byly vzorky s vyss§im ptidavkem houbovych praskti BRP a RTE.
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Obrazek 25 Vysledky senzorického hodnoceni konzistence

5.8.4 Viné

Mezi hodnocené deskriptory byla zafazena také viné. Ta byla do jisté miry ovlivnéna vybranou
polévkou. Z grafu na Obrazku 26 je patrné, ze ptidavek houby reishi v nizsi i vyssi koncentraci
vini ovlivnil spiSe negativné oproti standardu. Vyssi ptidavek vzorki BRP a RTE byl
hodnotiteli nejhiife hodnocen, a to zndmkou 3. Lze pozorovat i rostouci trend, ¢im vyssi
koncentrace, tim horsi hodnoceni vzorek ziskal. Piidavek prasku ze samotné pomleté plodnice
koralovce jezatého o niz§i koncentraci hodnotitelé ohodnotili vyborné jako standard,

a to znamkou 1.
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Obrazek 26 Vysledky senzorického hodnocent viiné

5.85 Chut

Chut’ je jeden z hlavnich deskriptorti. Z vyhodnocenych dat vyplyva, ze chut’ je zavisla
na pouzitém houbovém prasku a jeho koncentraci. U vzorkid BRP a RTE dochazi k postupnému
nartstu horsiho hodnoceni v zavislosti na zvysujici se koncentraci. Hodnotitelé také hodnotili
1épe vzorek BRP, kdy byl pouzit prasek ze samotné pomleté plodnice houby reishi oproti
vzorku RTE, kdy je houbovy prasek obohacen o triterpenoidy. Vzorek s vyssi koncentraci RTE
byl ohodnocen nejhtife, a to znamkou 5. Co se tyce koncentrace, stejny trend lze pozorovat
i U vzorki koralovce jezatého oznacenych HE a HE 50. OvSem u nizsi koncentrace hodnotitelé
udélovali lepsi hodnoceni vzorku HE 50, coz u vyssi koncentrace bylo naopak. To muze byt
zpusobeno praveé obohacenim prasku o 50 % polysacharidl a 20 % B-glukant. Polysacharidy
jsou latky snadno rozpustné ve vode¢ a jsou nositeli sladké chuti, ktera naopak mohla podtrhnout
chut pouzité zeleniny. To muze byt divodem, pro¢ tento vzorek byl celkové nejlépe
hodnocenym vzorkem se zndmkou 1, pomérné slad$i chut mohla byt pro hodnotitele

atraktivngjsi nez stejny vzorek s niz§i koncentraci, viz Obrazek 27.
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5.8.6 Horkost

Pro hodnoceni hotkosti byla vyuzita bodova stupnice od 1 do 10, z ¢ehoz oznaceni 1 znamena
nejméne horky a oznaceni 10 nejvice hotky. Pii sledovani tohoto deskriptoru vyplyvaji podobné
trendy jako u chuti. Vzorek RTE byl pro hodnotitelé vice hoiky nez vzorek BRP. Na zaklad¢
koncentrace lze pozorovat rostouci trend, coz znamena, Ze se zvySujici se koncentraci byla
hotkost intenzivnéj$i. Nejhlife hodnocenym vzorkem se znamkou 9 byl 2% pridavek
houbového extraktu obohaceného o triterpenoidy (RTE). V ptipad¢ koralovce doslo k podobné
situaci jako pfi hodnoceni chuti. Pfi nizkych koncentracich hodnotitel¢ hodnotili prasek
obohaceny 0 polysacharidy a B-glukany (HE 50) jako méné hoiky nez prasek ze samotné
pomleté plodnice (HE). Ovsem pii vyssi koncentraci vykazoval vzorek HE mensi hoikost nez
vzorek HE 50.

Nositelem hoiké chuti jsou v piipad¢ prasku z houby lesklokorky lesklé triterpenoidy, kterymi
byl prasek obohacen. Hotkost zplsobuje konkrétné kyselina ganoderova a kyselina

lucidenova [78].
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5.8.7 Celkova prijatelnost

Pti hodnoceni celkové piijatelnosti méli hodnotitelé za kol vzit v potaz vSechny deskriptory
ana jejich zakladé urcit celkovou pfijatelnost vzorku. Z vyhodnocenych dat vyplyva,
7e nejpiijatelnéjsi je standard. Nejlépe hodnocenym vzorkem se znamkou 2 byl 2% piidavek
praSku z pomleté plodnice houby reishi (BRP), stejné hodnoceni ziskal 1 vzorek,
ktery obsahoval 6% ptidavek prasku z pomleté plodnice koralovce jezatého (HE). Nejhtife byl
hodnocen vzorek HE 50 o koncentraci 4 %. Z tohoto hodnoceni vyplyva, Ze pii aplikaci téchto
vybranych druht hub a jejich forem je nutno brat v potaz nejenom jejich biologické ucinky,
ale také senzorické vlastnosti. Cilem je tedy dosahnout co nejlepsiho senzorického hodnoceni
a zaroven polévku obohatit o latky, které houby obsahuji. Na zavér dotazniku byli hodnotitelé
tazani, které sad¢ polévek by dali pfednost. Z grafu na Obrazku 30 vyplyva, Ze vétSina
hodnotitelti by upfednostnila sadu B, tedy sadu, ve které byly pouzity vzorky koralovce jezatého
ve formé prasku z pomleté plodnice (HE) a prasku obohaceného o polysacharidy a B-glukany
(HE 50).
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6 ZAVER

Ptedlozena diplomova prace se zabyva charakterizaci nutri¢n€ vyznamnych latek ve vybranych
vzorcich hub z hlediska biologického tuc¢inku a jejich vlivu na lidské bunécné linie.
V neposledni fade€ je zkouman pridavek prasku z plodnice vybranych druhti hub nebo piidavek
houbového extraktu do instantni zeleninové polévky za tcelem vylepSeni nutricniho skore
potravinového dopliku.

Teoreticka c¢ast diplomové prace charakterizuje houby, pojednavéd o jejich vyvoji
a taxonomickém zatazeni do systému zivé tiSe, popisuje jejich morfologické znaky a zabyva
se u¢inky jedlych a 1é¢ivych hub. Dale se orientuje na detailni popis vybranych zastupct
vzacnych druhd hub, a to konkrétné na lesklokorku lesklou, houzevnatce jedlého, trsnatce
lupenitého, penizovku sametonohou, koralovce jeZatého a hlivu Ustficnou, a jejich Uc€inky,
vyuziti a moznosti aplikace v potravinafstvi ¢i farmacii. Dotyka se problematiky negativniho
vlivu hub na zdravi konzumenta. Dale informuje o metodach vyuziti hub Vv potravinaiském
primyslu a jejich technologickém zpracovani do praskové podoby metodou “shell broken*.

V posledni fadé se orientuje na moznosti testovani toxicity in vitro a poskytuje strué¢ny
piehled bézné pouzivanych testli cytotoxicity, pii ovéfovani bezpecnosti potravin, 1éCiv,
zavadéni novych kosmetickych ptipravka nebo stanoveni cytotoxického ucinku apod.

V prvni ¢asti experimentalni prace byly pfipraveny vodné extrakty ze Ctyf vzorki hub
Vv praskové formé¢, a to Bio Reishi Pulvere (BRP), Reishi Triterpen Extrakt (RTE), Hericium
(HE) a Hericium s pfidavkem 50 % polysacharidi a 20 % B-glukanit (HE 50). U vzorkiit BRP
a RTE byly provedeny dva typy extrakce, a to 24hodinova extrakce (BRP 24 a RTE 24)
a extrakce zaliti horkou vodou. Na zakladé pribéznych vysledki byla u vzorki HE a HE 50
pouzita pouze 24hodinova extrakce. Vodné extrakty byly z hlediska obsahu biologickych latek
charakterizovany pomoci béZnych spektrofotometrickych metod. Stanoveni celkového obsahu
sacharidt bylo provedeno metodou dle Duboise, stanoveni redukujicich sacharidic metodou
Nelson-Somogyi a pro analyzu obsahu bilkovin bylo pouzito stanoveni dle Biureta. Nejvyssi
obsah celkovych sacharidl byl zjistén u vzorku RTE 24, a to 903,54 £+ 7,58 mg/g, u stejného
vzorku byl stanoven i nejvyssi obsah redukujicich sacharidt (47,69 = 1,69 mg/g) a nejvyssi
obsah bilkovin (83,77 + 3,34 mg/g). Pro stanoveni antioxida¢ni u¢innosti vodnych extrakti
z hub byla pouzita metoda vyuzivajici roztok ABTS, kdy byla analyzovana schopnost vzorku
zhéaset kation-radikal ABTS™". Nejvétsi antioxida¢ni aktivita (18,64 = 064 mg/g) i nejvyssi
obsah celkovych polyfenolu (13,75 + 1,14 mg/g) byl zjistén u vzorku RTE. Druhy vzorek
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vykazujici nejvysSi antioxidacni UCinnost a obsah polyfenolt byl stejny vzorek RTE,
ale s pouzitou 24hodinovou extrakci.

V dalsi casti experimentalni prace byly vzorky ve formé prasku analyzovany z hlediska
obsahu celkovych glukantl, a-glukani a B-glukani. Nejvice celkovych glukanti obsahoval
vzorek Bio Reishi Pulvere (okolo 73 %). V tomto vzorku bylo obsazeno az 71 % B-glukani.
Vzorek Hericium 50 mél obsahovat minimalné o 20 % vice B-glukant nez vzorek Hericium,
skute¢ny rozdil ¢inil 29,5 % B-glukant.

Vzorky hub byly dale podrobeny vysokoucinné kapalinové chromatografii, kdy byly
analyzovany z hlediska obsahu lipofilnich latek a obsahu mnozstvi vitaminu C. Nejvice
lipofilnich latek jako provitamin D>, provitamin A, koenzym Q1o a karotenoid lykopen bylo
zaznamenanO ve vzorku Hericium. PouzZitd metoda extrakce nebyla dostacujici pro analyzu
lipofilnich latek ve vSech vzorcich, v pfipad¢ vzorku Hericium 50 nebyly detekovany lipofilni
latky ve vzorku. Koncentrace vitaminu C ve vzorcich hub byla detekovana také pomoci HPLC.
Nejvice vitaminu C obsahoval vzorek Reishi Triterpen Extrakt, a to 212,09 + 10,60 mg/g.

Biologicky ucinek vybranych vzorkl hub byl zkouman provedenim antimikrobialniho testu
a nckolika testll cytotoxicity. Pro stanoveni antimikrobidlni ucinnosti byl proveden
antimikrobialni test na ¢ty modelovych mikroorganismech, dvou gramnegativnich bakteriich,
a to Serratia marcescens a Escherichia coli, a dvou grampozitivnich mikroorganismech, a sice
Micrococcus luteus a Staphylococcus epidermidis. Vodné extrakty hub neprojevily inhibi¢ni
uc¢innost u zadného z vybranych modelovych mikroorganismi. Antimikrobidlni ucinnost
piipravenych extrakti vzorkt hub nebyla v nasem piipadé potvrzena. Naopak lze polemizovat
0 vyuziti téchto extraktti pro zvySeni viability prospé$nych bakterii stfevni mikrobioty, jako je
napiiklad L. plantarum. Pro stanoveni cytotoxicity byl proveden test bunééné proliferace, test
aktivity enzymu laktatdehydrogenazy a test zivotaschopnosti bunék na bunécné linii HaCaT,
kterou pfedstavuji imortalizované keratinocyty, a buné¢né linii Caco-2 tvofenou buikami
karcinomu tlustého stfeva. Na zaklad¢ téchto testG vykazoval vzorek RTE 24 nejvyssi
cytotoxicitu a 1ze ho povazovat za chemoterapeutikum.

Z hlediska produkce prozanétlivych cytokint IL-6 a IL-8, které ptedstavuji dulezité signalni
molekuly v imunitni odpovédi na akutni zanét nebo infekci, byla signifikantni produkce téchto
glykoproteinovych molekul stanovena u vzorkt koralovce jezatétho HE a HE 50 po expozici
bunécné linie HaCaT.

V ramci aplikace praskt z hub byly ptipraveny pastiky dle bézné receptury, které byly
obohaceny houbovymi prasky Bio Reishi Pulvere a Reishi Triterpen Extrakt. Kombinace masa

a houbovych praskt z lesklokorky lesklé nebyla vyhovujici. Pfi senzorické analyze byly
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otestovany dva adekvatni ptidavky kazdého vzorku do sypké smési komeréné dostupné
instantni polévky zeleninového zékladu. Z vysledki senzorického hodnoceni byly nejlépe
hodnocenymi polévky s niz§im ptidavkem vzorku BRP aHE. Z vysledkii dotazovani
hodnotitelt vyplynulo, ze by 80 % hodnoticich upfednostnilo polévky s ptidavkem houbovych
praskii z kordlovce jezatého. Ptridavek houbového prasku by pro konzumenta mohl byt
prospésny jak z davodu biologickych uc¢inkti hub, jako jsou antioxida¢ni vlastnosti
nebo protirakovinné 0cinky, ale také z hlediska chutové atraktivity. Ptridavek houbového
prasku by mohl pomoci konzumentovi v piipadé dysbidzy stfevni mikrobioty. Diky vysokému
obsahu polysacharidi je schopen tento ptidavek podpofit viabilitu i Cetnost zdravi prospésnych
bakterii, a zajistit tak konzumentovi lepSi kondici gastrointestinalniho traktu, a tim také

dualezitou psychickou pohodu.
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8 PRILOHY

HODNOTITELSKY PROTOKOL
Senzorické hodnoceni instantni polévky s pfidavkem riznych vzacnych
druhii hub

Datum:
Hodnotitel: Zzena / muz
kuidk / nekuiak

Jaky je Vas vztah k instantnim polévkam?

e Instantni polévky mam rad/a, konzumuji je pravidelné.
e Instantni polévky nejsou mym oblibenym pokrmem, ale 1 tak je konzumuyji.
e Instantni polévky nemam rad/a, nekonzumuji je.

1. Senzorické hodnoceni
U piedlozenych vzorkli zhodnotte sledovany parametr pomoci stupnice 1-5.

Sada A

Celkovy vzhled

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vyborny (lakavy vzhled, kompaktni krémovita struktura, zbarveni dle pouzitych surovin)
2 — velmi dobry (nepatrné odchylky)

3 — dobry (Iehké odchylky)

4 — uspokojivy (velké odchylky)

5 —nevyhovujici (neatraktivni vzhled, nekompaktni struktura, nerozpusténé hrudky, zbarveni

neodpovida pouzitym surovinam)

Barva

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vyborna (pfijemna po pouzité zelenin€ a houbach)

2 — velmi dobré (nepatrné odchylky, nepatrné svétlej$i nebo tmavsi zbarveni povrchu)
3 — dobra (lehké odchylky)

4 — uspokojiva (velké odchylky, nepfijemnd barva, nepfirozenad)

5 —nevyhovujici (nepfijemna barva, neodpovida pouZzitym surovindm)
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Konzistence

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vyborna (instantni polévka je zcela rozpusténa, neobsahuje zadné hrudky, textura je

krémovita)
2 — velmi dobra (nepatrné odchylky)
3 — dobra (lehké odchylky)
4 —uspokojiva (velké odchylky)

5 —nevyhovujici (smés instantni polévky neni rozpusténa, pfitomnost hrudek, ptili§ vodnata

konzistence, nebo piili§ hustd)

Viuné

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vyborna (pfijemna, zeleninova viné s houbovym podtonem, typicka pro zeleninovou

polévku)
2 — velmi dobra (nepatrné odchylky — mélo intenzivni ving)
3 — dobra (lehké odchylky — viin€ nevyrazna, ¢i piili§ vyraznd houbova viing)
4 — uspokojiva (velké odchylky — neptijemna az hotka, ostra viiné)

5 — nevyhovujici (siln€ nepfijemna viing€, pritomnost cizich pachuti)

Chut’

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vybornd (vyvazena lahodné chut’, pfijemna po zeleniné a houbach)

2 — velmi dobra (nepatrné odchylky)

3 — dobré (lehké odchylky, polévka mirné slanéjsi, lehce hotkd po houbach)
4 —uspokojiva (velké odchylky, neptijemna hotka chut’ po houbach, slanéjsi)

5 —nevyhovujici (velmi nepiijemna ostre hotka chut’ po houbéch, slangjsi chut,, cizi pachut¢)
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Chut’ — Hoikost

Zakrouzkujte ¢islo na stupnici od 1 do 10 podle intenzity hotkosti daného vzorku.

(1-nejméne hotky, 10—nejvice hotky)

Kod vzorku
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sada B
Celkovy vzhled
Kod vzorku
Hodnoceni

1 — vyborny (lakavy vzhled, kompaktni krémovita struktura, zbarveni dle pouzitych surovin)
2 — velmi dobry (nepatrné odchylky)

3 — dobry (Iehké odchylky)

4 — uspokojivy (velké odchylky)

5 —nevyhovujici (neatraktivni vzhled, nekompaktni struktura, nerozpusténé hrudky, zbarveni

neodpovida pouzitym surovinam)

Barva

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vyborna (pfijemna po pouzité zelenin¢ a houbach)

2 — velmi dobré (nepatrné odchylky, nepatrné svétlejsi, nebo tmavsi zbarveni povrchu)
3 — dobré (lehké odchylky)

4 —uspokojiva (velké odchylky, neptfijemna barva, neptirozend)

5 — nevyhovujici (neptfijemnd barva, neodpovidé pouzitym surovinam)
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Konzistence

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vyborna (instantni polévka je zcela rozpusténd, neobsahuje zadné hrudky, textura je

krémovita)
2 — velmi dobra (nepatrné odchylky)
3 — dobra (lehké odchylky)
4 — uspokojiva (velké odchylky)

5 —nevyhovujici (smés instantni polévky neni rozpusténa, pfitomnost hrudek, ptili§ vodnata

konzistence, nebo pfili§ hustd)

Vuné

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vybornd (pfijemnd, zeleninova viné s houbovym podtonem, typicka pro zeleninovou

polévku)
2 — velmi dobra (nepatrné odchylky — mélo intenzivni viing)
3 — dobra (lehké odchylky — viin€ nevyrazna, ¢i piili§ vyraznd houbova viing)
4 — uspokojiva (velké odchylky — neptijemna az horka, ostra viing)

5 — nevyhovujici (siln€ nepfijemna viin€, pritomnost cizich pachuti)

Chut’

Kod vzorku

Hodnoceni

1 — vyborna (vyvazena lahodna chut, pfijemna po zeleniné a houbach)

2 — velmi dobra (nepatrné odchylky)

3 — dobré (lehké odchylky, polévka mirné slanéjsi, lehce hotkd po houbach)
4 —uspokojiva (velké odchylky, neptijemna hotka chut’ po houbach, slanéjsi)

5 —nevyhovujici (velmi nepiijemna ostfe hotka chut’ po houbéch, slanéjsi chut’, cizi pachutg)
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Chut’ — Hoikost

Zakrouzkujte ¢islo na stupnici od 1 do 10 podle intenzity hotkosti daného vzorku.

(1-nejméne hotky, 10—nejvice hotky)

Kod vzorku
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2. Hodnoceni celkové prijatelnosti vzorku
Serad’te ptedlozené vzorky podle celkové ptijatelnosti.
Sada A
Poradi 1. (nejlepsi) 3. 4. 5. (nejhorsi)
Kéd vzorku
Sada B
Poradi 1. (nejlepsi) 3. 4. 5. (nejhorsi)
Koéd vzorku

Které sadé vzorki byste dali prednost ?

e Sada A
e SadaB
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