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Chemické slozeni l1éCivych drevokaznych hub a jejich
vyznam pro zdravi ¢lovéka

Souhrn

Diplomova prace se vénuje tématu chemickému slozeni 1é¢ivych dievokaznych hub a
jejich vyznamu pro zdravi cloveka. Prace je rozdélena na teoretickou a praktickou cast.
Teoreticka ¢ast je zaméfena na charakterizaci dievokaznych hub podle uvedenych odbornych
zdrojii. Diiraz je kladen na ucinné latky obsazené v houbach. Prakticka ¢ast napliuje cil
diplomové préce, kterym bylo pomoci analytickych metod analyzovat polysacharidy,
bilkoviny, terpeny, fenolické slouceniny a dalsi latky obsazené v houbach Ganoderma lucidum
a Inonotus obliquus. Ziskané vysledky jsou vyhodnoceny dostupnymi metodami, a to jak z

hlediska kvalitativniho, tak kvantitativniho.

Kli¢ova slova: Lesklokorka leskla (Ganoderma lucidum), Rezavec sikmy (Inonotus obliquus),
B — glukany, polysacharidy, aromatické latky.



Chemical composition of medicinal wood-decay
mushrooms and their importance to human health

Summary

The diploma thesis deals with the chemical composition of medicinal wood-decay fungi
and their significance for human health. The thesis is divided into a theoretical and a practical
part. The theoretical part is focused on the characterization of wood-destroying fungi according
to the mentioned sources. Emphasis is placed on the biologically active substances contained
in the mushrooms. The practical part fulfills the aim of the diploma thesis by analyzing
polysaccharides, proteins, terpens, phenolic compounds and other vaaluable substances
contained in the mushrooms Ganoderma lucidum and Inonotus obliquus. The results obtained

are evaluated by available methods, both qualitatively and quantitatively.

Keywords: Ganoderma lucidum, Inonotus obliquus, B — glucans, polysaccharides, volatile

compounds.
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1 Uvod

Houby obecné patii k nejstar§im formam zivota na Zemi a jsou soucasti lidské kultury od
pravéku. Dle archeologickych nalezii lidé prokazatelné¢ konzumovali houby pted vice nez 30
000 lety. Po n¢kolik tisic let jsou jiz také houby uzivany za G¢elem cilené 1é¢by, ale mnohem
Castéji se pouzivaji spiSe jako preventivni prostiedek ptfed pestrou Skdlou onemocnéni
(Vancurikova, 2012).

Houby jsou organismy, které jsou v ptirodé velmi rozsifené a nachazeji se v riznych,
nekdy neocekavanych stanovistich. Existuji v pade a ve vod¢, na raznych mrtvych zbytcich
rostlin a Zivo¢ichd a né€které druhy parazituji na zivych organizmech (Gorlenko et al., 1986).
Na nasi planeté se vyskytuje n¢kolik tisic druht hub (Socha, 2014). Dnes je popsano ptiblizné
130 000 druhti hub, ale ptedpokladd se vice nez dvojnasobné mnozstvi (Valicek, 2011).
V Ceské republice existuje zhruba 30 000 druhti, z toho okolo 4000 druhéi hub jsou
makromycety viditelné pouhym okem (Socha, 2014).

Uloha hub v kolob&hu organickych a anorganickych latek je velmi dalezita (Socha, 2014).
Rozkladem organickych zbytki se houby spolu s bakteriemi podileji na tvorbé ptidy a zejména
na tvorb¢ trodné pidni vrstvy a humusu.

Clovék dlouho pouziva houby v riiznych primyslovych odvétvich, piikladem ve vinafstvi
a pekaftstvi lidé vyuzivaji vlastnosti kvasinek bézné€. Pozd¢ji byly houby pouzivany pii vyrobé
nékterych druhit syrGi a v jinych odvétvich potravinaiského primyslu. Prvni antibiotikum
penicilin bylo ziskdno z penicilinové houby existujici v pud¢, ¢imz se vyvolal zajem o
farmakologicky tc¢inych latek ziskanych praveé z hub (Gorlenko et al., 1986).

V poslednich letech se vyzkum hub zintenzivnil v disledku z&jmu zapadni i vychodni
mediciny (Vanéutikova, 2012). Asijské a vychodni zemg, piedeviim Cina, Japonsko a Korea,
pouzivaji 1é¢ivé houby piiblizné 2000 let (Socha, 2014). Na prvnim misté zajmu jsou predev§im
imunomodulacéni vlastnosti latek obsaZenych v houbach (polysacharidy, enzymy,
peptidoglykany, glykopeptidy, sekundarni metabolity, vitaminy a dalsi), které mize medicina
vyuzivat predevsim k 1é¢b¢ nadorovych onemocnéni a poruch imunity, mezi které patii alergie,

imunodeficience atd. (Vancutikova, 2012).



2 Cil prace

Cilem diplomové préace je extrakce a porovnani biologické aktivnich houbovych latek.
Pomoci riznych extrakénich metod lze z hub izolovat biologické aktivni latky a nasledné
pouzitim plynové chromatografie detekovat zastoupeni jednotlivych aktivnich latek. Soustiedit
budeme zejména na polysacharidy. Polysacharidy jsou slozité biologické makromolekuly, které
interaguji s jinymi organickymi makromolekuly, jako jsou proteiny, polyfenoly atd., k tvorbé
jesté vice komplexnich slouc¢enin znamy jako glyko-konjugaty. Bude se také snazit zjistit, jestli
je mozné izolovat polysacharidy.

Hypotéza: Houby jsou obrovskym zdrojem biologické aktivnich latek, které maji mimo
jiné antimikrobidlni G¢inky. Tyto latky mohou byt odpovéd na mnohé soucasné civilizacni

choroby.

3 Literarni prehled souc¢asného stavu problematiky

3.1 Charakteristika hub z hlediska vyZivy

Cerstvé houby obsahuji 95 % vody. Susené houby maji hmotnost asi desetkrat nize a
obsahuji podle druhu cca 5-30 % bilkovin. Z nich stravitelnych bilkovin je mélo, ale z pohledu
aminokyselinového spektra jsou rovnocenné zivocisnym (Vancuiikova, 2012).

Houby maji docela nizkou energetickou hodnotu kvili zanedbatelnému obsahu tukti a
sacharidi, ale jejich nutri¢ni hodnota neni zanedbatelnd, jelikoz houby obsahuji celou fadu
dulezitych bioaktivnich latek, jakymi jsou bilkoviny, aminokyseliny, sacharidy, lipidy,
vitaminy aj (Socha, 2014). Mimo jiné houby maji vysoky podil nenasycenych mastnych kyselin
a neobsahuji cholesterol.

Pokud jde o senzorické vlastnosti, houby slouzi jako chutna potravina a také jako zdroj
latek urcenych k aromatizaci potravin (kvili jejich jedine¢né ptichuti). Kromé& tékavych
sloucenin s osmi uhliky se typicka houbova ptichut’ sklada z ve vodé€ rozpustnych chutovych
slozek, jakymi jsou rozpustné cukry, polyoly, organické kyseliny, volné aminokyseliny a pét
nukleotid. Pokud jde o ptiznivé vyzivové ucinky hub, je tfeba poukdzat na skutecnosti, ze
houby jsou nizkoenergetické, ¢imz je lze doporuéit v redukénich dietach. Houby maji
vyznamnou Uroven purinu, coz je pfinosné pro vyzivu lidi trpicich metabolickymi chorobami.
Kromé toho, houby maji nizkou hladinu glukézy a vice mannitolu, coz je velmi vhodné pro

diabetiky. Déle houby maji pfirozené velmi nizkou koncentraci sodiku, coz je ptinosné pro
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vyzivu lidi trpicich hypertenzi. Kvuli vysokému obsahu nékolika klicovych vitamind Vv
houbéach, miiZze byt pokryta zna¢na ¢ast kazdodenniho poZzadavku na rtizné zakladni vitaminy.
Co se tyka mineralnich latek, houby maji vysoky obsah drasliku a fosforu. Mezi dal§imi
dilezitymi latkami, houby také maji vysoky obsah selénu, ktery je povazovan za vynikajici

antioxidant (Gargano et al., 2017).

3.2 Charakteristika lé¢ivych acinki hub

Po tisicileti byly houby lidmi povazovany za jedl¢ a lékarské prostfedky. Soucasné
vyzkumy potvrdily a zdokumentovaly hodn¢ starych znalosti o 1é¢ivych houbach. Oblast védy,
ktera studuje 1é¢ivé houby, byla vyvinuta a stale vice demonstruje silné a jedinecné vlastnosti
slou¢enin ziskanych z fady druhd hub v poslednich tfech desetiletich (Gargano et al., 2017).

Lécivé houby se dnes pouzivaji jako dietni potraviny, potravinové dopliiky (naptiklad
Ceska spolecnost Terezia Company s.r.o., kterd se zabyva vyvojem, vyrobou a distribuci
doplikt stravy), nova tfida 1é¢iv nazvana "Mushroom Pharmaceuticals". Pak se houby
pouzivaji jako ptirodni biokontrolni ¢inidla pro ochranu rostlin, kterd demonstruji insekticidni,
fungicidni, baktericidni, herbicidni, nematocidni a antifytoviralni G¢inky. Z hub se vyrabi
kosmetické prostiedky-kosmetické spole¢nosti pouzivaji rizné latky 1écivych hub a jejich
ucinky jako jsou aktivace epidermdlniho rastového faktoru, antioxidac¢ni, antialergicky,
antibakteriadlni a protizanétlivé uc¢inky, stimulace aktivity kolagenu, inhibice autoimunniho
vitiligu a 1é¢ba akné (Gargano et al., 2017).

Farmakologické vlastnosti hub jsou v soucasné dob¢ Siroce uznavany. Tvofii rozsahly, a
presto prevazné nevyuzity zdroj novych farmaceutickych produktii. Pro moderni medicinu
predstavuji 1éCivé houby neomezeny zdroj polysacharidi (zejména [-glukanll) a
polysacharidovych proteinovych komplexi s protirakovinnymi a imunostimulacnimi
vlastnostmi (Gargano et al., 2017).

Existuje celkem vice nez 130 1éCivych ucinki hub. Nedavno studované 1é¢ivé ti¢inky hub
zahrnovaly (Gargano et al., 2017) komplexni posileni organismu véetn¢ imunity (Wang et al.,
2013; Hu et al., 2017), zvyseni odolnosti organismu vici infekcim (Wang et al., 2013;
Muszynska et al., 2018) obranu proti nadort, podporu pii terapii nadorovych onemocnéni
(Wang et al., 2013). Bylo prokazano, Ze houby mohou pomoct pii 1écbé alergickych reakei i
autoimunitnich zdnétl, maji antioxidacni i detoxikacni ucinnost, ovliviji latkovou vyménu
(metabolismus cholesterolu, kyseliny mo¢ové i cukru) (Muszynska et al., 2018). Navic houby

vykazuji antifungalni, antibakterialni, hepatoprotektivni, neuroprotektivni, neuroregenera¢ni
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aktivitu a podporuji regulaci krevniho tlaku a reologickych vlastnosti krve (Gargano et al.,
2017).

Na zakladé téchto vlastnosti se studuji G¢inky jednotlivych latek obsazenych v houbéach,
jako jsou polysacharidy, enzymy, triterpenoidy, lektiny, statiny, vlaknina, steroly, vitaminy a

mineraly (Vancuiikova, 2012).

3.3 Zakladni latky hub

Biologicky aktivni slou€eniny obsazené v houbach zodpovédné za jejich 1é¢ivé ucinky.
Tyto latky patii k riznym chemickym skupinam, zejména polysacharidim (B-glukany),
polysacharidovym proteinovym komplextim, terpenim (triterpeniim, diterpenim a
sesquiterpentim), fenolickym slouceninam, alkaloidiim, peptidim, lektinim a nukleosidim

(Gargano et al., 2017).

3.3.1 Bilkoviny

Zakladni stavebni latkou kazdého Zivého organismu jsou bilkoviny, které se sestdvaji
z aminokyselin (Vali¢ek, 2011). Cca 14-52 % suSiny hub tvoii dusikaté latky, jakymi jsou
bilkoviny, peptidy, aminokyseliny atd. Bilkoviny hub se li$i od bilkovin rostlin nebo zvifat a
mayji Casto unikatni vlastnosti (Socha, 2014) podle zastoupeni jednotlivych aminokyselin. VVolné
a esencialni aminokyseliny hraji dleZitou roli ve vyZivé a zdravi ¢lovéka (Valicek, 2011).

Houby obsahuji deset esencialnich aminokyselin, naptiklad methionin, fenylalanin,
histidin, arginin, leucin, lysin aj. (Bach et al., 2017; Vali¢ek, 2011), které jsou velmi diilezité
pro lidsky organismus, jelikoZ si je naSe télo nedokaze vytvoiit samo a musi byt tedy dodany
potravou. Houby obsahuji rovnéZ i aminokyseliny, které naopak télo vytvofit dokaze, napiiklad
alanin, cystein, glycin, prolin aj. (Bach et al., 2017; Socha, 2014).

Rada bilkovin obsaZenych v houbach vykazuji protinadorové, antiproliferaéni a
imunomodulacni G¢inky. Ze vSech bilkovin hub se nejcastéji studuji lektiny, které jsou schopné
rozpoznavat a vazat sacharidy, volné nebo vazané v glykolipidech a glykoproteinech. Tyto
vlastnosti se vyuzivaji napiiklad v diagnostice pii rozliSeni zdravych a rakovinnych bun¢k.
Kromé toho jsou lektiny schopny srazet Cervené krvinky a také piipadné zpusobit jejich

hemolyzu.
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Dal8imi dtlezitymi bilkovinami hub jsou houbovy imunomodula¢ni protein a ribozom
inaktivujici protein. Posledni je enzym vykazujici rizné aktivity, kde mizeme zminit inhibici

ristu rakovinnych bunék a antifungalni vlastnosti (Socha, 2014).

3.3.2 Polysacharidy

Lécivé houby obsahuji celou fadu rozpustnych (napt. glukany) i nerozpustnych (napi.
chitin) polysacharida (Vancuiikova, 2012). Bylo prokazano, Ze polysacharidy hub (3-glukany)
maji pozitivni vliv na lidské zdravi (Muszynska et al., 2018). Polysacharidy dodavaji lidskému
organismu energii potiebnou k realizaci metabolickych procest, hraji velkou roli na urovni
imunitniho syst¢ému. Z nich jsou sledované ptedevsim B-glukany, které vykazuji GCinky
imunostimulac¢ni a protinadorové (Vancuiikova, 2012).

Polysacharidy jsou slozité molekuly, které vznikaji spojovanim jednoduchych cukri do
dlouhych, rizné vétvenych fetézci (Vancuiikova, 2012). Také v houbach jsou obsazeny
komplexni sacharidy, ke kterym patii glykolipidy a glykoproteiny (Socha, 2014).

Polysacharidy, které jsou soucésti houbovych hyf, véetné glukanti, chitinu a chitosant,
jsou velmi dilezité pro zvySeni imunity a modulace obrannych reakci organismu. Tyto
slouceniny plni funkci vlédkniny a po konzumaci ptispivaji k ochrané stfevnich sliznic
(Muszynska et al., 2018). Polysacharidy hub stimuluji kolonizaci piirozené lidské mikrobioty
a jsou klasifikovany jako probiotika (Muszynska et al., 2018; Chou et al., 2013].

Chitosany a glukany vykazuji antilipidemické ucinky tim, Ze snizuji hladinu celkového a
LDL cholesterolu a absorpci tuku v zazivacim traktu (Muszynska et al., 2018). Kromé& toho
reguluji glykemii (Vitak et al., 2017), ¢imz zabranuji vzniku kardiovaskularnich onemocnéni,
obezity a diabetu (Muszynska et al., 2018).

Sacharidy jsou vyznamnou slozkou bunécnych stén hub a také jsou rezervnimi latkami
obsazenymi v plazmé. Z monosacharidii se v houbach nachézi glukosa, galaktosa, mannosa,
xylosa a fruktosa. Pomoci nich je tvofena fada riznych derivatd, napiiklad aminocukry,
deoxycukry, alkoholické cukry a cukerné kyseliny (Socha, 2014). Z disacharidti houby obsahuji
hlavné trehaldzu, ktera ma protizanétlivé ucinky (Muszynska et al., 2018; Socha, 2014).

3.3.3 R-glukany

Mezi nejdualezitéjsi latky s 1é¢ivymi Géinky patii B-glukany (Valicek, 2011). Glukany jsou
vyznamnou skupinou polysacharidi slozenych z glukozovych jednotek v houbach (Jablonsky,
2014). Rozlisuji se podle umisténi glykosidické vazby mezi uhliky sousednich glukozovych

jednotek, podle optické otacivosti a podle dalSich vlastnosti (Jablonsky, 2006). Nejrozsitené&jsi
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jsou B-(1,3)-D-glukany, B3-(1,6)-D-glukany a a-(1,3)-D-glukany. Nejucinnéjsi z nich je B-(1,3)-
D-glukan, jelikoz vazba (1,6) je méné G¢inna a o glukany maji nizsi aktivitu. Glukany zvysuji
aktivitu protinadorovych bunék, stimuluji tvorbu interferonu, aktivuji mikrofagy, makrofagy,

leukocyty a T-lymfocyty (Jablonsky, 2014; Valicek, 2011).

334 Lipidy

Obsah lipidi v houbach je nepatrny a pohybuje se v rozmezi 2-6 % v susin¢ (Socha,
2014). To zavisi na druhu hub a podminkach prostiedi (Valicek, 2011). Lipidy v houbach
predstavuji zejména zdroj zasobnich latek. Jedna se pfedevsim o neutralni jednoduché lipidy,
naptiklad triacylglyceroly. Z nasycenych mastnych kyselin obsahuji houby kyselinu stearovou,
palmitovou, laurovou aj. K nenasycenym mastnym kyselinam hub patii predev§im omega
kyseliny linolova a a-linolenova. Jsou pro ¢lovéka velmi dulezité, jelikoz patii k esencidlnim
latkdm, které muZeme ziskat pouze s potravou (Socha, 2014). Navic vykazuji silnou

protizanétlivou aktivitu (Muszynska et al., 2018).

3.3.5 Steroidy

Vsechny houby obsahuji ergosterol, ktery je ekvivalentem lidského cholesterolu a je
biologickym prekurzorem ergokalciferolu (Socha, 2014). Ergosterol je charakteristickym
sekundarnim metabolitem 1é¢ivych a jedlych hub s vyznamnou biologickou aktivitou (Chen et
al., 2017). Ergosterol zabraiuje vstiebavani cholesterolu do krvi (Vali¢ek, 2011) indukuje amrti
nadorovych bungk a inhibuje progresi nadorovych bunéénych cykla (Chen et al., 2017).

Dalsim houbovym sterolem je ergosterolperoxid, ktery vykazuje fadu léc¢ivych ucinkd.
Bylo zjisténo, ze hraje kli¢ovou roli pfi regulaci zanétlivych procest, vykazuje imunosupresni,
antiviralni aktivity, ptsobi inhibi¢n€ na patogenni bakterie Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Sarcina lutea a na kvasinky Candida albicans.

V ftadé¢ druhtt hub byla nalezena steroidni latka ergon, kterda ma diuretickou,
imunomodulacni aktivitu, protirakovinné u¢inky a inhibuje produkci oxidu dusnatého (Gargano
etal., 2017).

3.3.6  Fenolické latky

Fenolické latky jsou velmi rozmanitou skupinou sloucenin, které jsou charakterizovany
jednim nebo vice aromatickymi kruhy s jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami. Zahrnuji
velké mnozstvi podtiid, jakymi jsou chinony, flavonoidy, fenolové kyseliny, vcetné

hydroxybenzoovych kyselin a kyseliny salicylové, stilbenti, tokoferold, lignan a lignind,
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tanint, curcuminoidd, kumarini a oxidovanych polyfenolt. Fenolické latky jsou primarné
znamé diky svym antioxida¢nim vlastnostem. Nicmén¢ v zavislosti na jejich redoxnim stavu a
okolni hodnoté pH se mohou stat prooxidujicimi, a tak ptispivaji k tvorbé reaktivnich druht

kysliku. Reaktivni druhy kysliku hraji diilezitou roli pfi obran¢ proti infekcim. Kromé toho

-----

2017).

3.3.7 Vitaminy

Houby jsou vyznamnym zdrojem mnozstvi vitamint, které jsou pro clovéka nezbytné
(Valicek, 2011). Predevsim to je skupina vitaminu B — riboflavin, tiamin, kyselina
pantothenova a kyanokobalamin. Dale houby obsahuji hodn¢ vitaminu PP, mnozstvim, kterého
ptedci ryby, Cerstvé maso a lusténiny (Kala¢, 2009; Socha, 2014). Obsah vitaminu C zavisi na
druhu houby, napfiklad v lisce bylo nalezeno okolo 12 %, naopak v hiibu smrkovém jen 2,5 %
(Socha, 2014; Valicek, 2011). Vyskyt vitaminu D2 zavisi na svételném rezimu jednotlivé houby
(Bilbao-Sainz et al., 2017; Kala¢, 2009; Socha, 2014). Mezi dal§imi vitaminy, které jsou
piitomny Vv houbach, patii E, K, A (Bilbao-Sainz, et al., 2017; Kala¢, 2009; Muszynska et al.,
2018; Socha, 2014; Valicek, 2011)

3.3.8  Mineralni latky

Houby jsou bohaté¢ na mineralni latky, pficemz jejich obsah u nékterych druhi hub je
vys8i nez u nékteré zeleniny (Socha, 2014). K nejvice zastoupenym mineralnim latkdm
obsazenych v houbach patii piedevsim draslik, sodik, fosfor a hot¢ik (Bach et al., 2017;
Niedzielski et al., 2017; Socha, 2014). Docela vynikajici je obsah selenu, kterého u hub je
mnohem vic neZ u zelenych rostlin. U n€kterych druhti hub je zastoupeno germanium, které ma
protinadorové ucinky (Valicek, 2011). Z mikroprvkl v houbéch jsou obsazeny méd’, zinek, jod,
fluor, chrom, mangan, lithium aj.

Na druhé strané houby jsou schopny akumulovat z okolniho prostiedi té¢zké kovy,
naptiklad olovo, rtut’ a kadmium, které vazn¢ poskozuji lidské zdravi (Niedzielski et al., 2017;
Valicek, 2011).

3.3.9 Jiné dalSi latky vyskytujici se v houbach

Houby obsahuji celou fadu specifickych latek, které nejsou zakladnimi stavebnimi
sloZkami hub, ale maji prokazané 1é¢ivé Gcinky. Jde vétSinou o tzv. sekundarni metabolity,

které jsou typické pro majoritu hub. Jsou to triterpenoidy, v€etné fytosterolli, saponinil aj.
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Triterpenoidy obsahuje prevazné Ganoderma lucidum. Jde napi. o kyselinu ganodermovou,
ganodermadiol, lanostan, ganodersyren A-Z atd. Tyto latky vykazuji imunomodulaéni,
protinadorové, antioxida¢ni, protizanétlivé G¢inky, snizuji hladinu cholesterolu v Krvi, zlepsuji
pratok krve cévami, maji antivirové ptisobeni (Valicek, 2011).

Kromé uvedenych latek houby obsahuji eritadenin a lovastatin, které snizuji hladinu

cholesterolu v krvi (Jablonsky, 2014).

3.4 VIiv hub na lidské zdravi

3.4.1 Imunostimulacni a protirakovinné ucinky polysacharidi hub

Imunostimulacni a protirakovinné ucinky polysacharidi hub maji slozity mechanismus,
a proto je predmétem soustiedéného vyzkumu.

Polysacharidy riznych druhti hub jsou strukturdlné rozmanité molekuly a maji odliSnou
molekulovou hmotnost, stupefi vétveni a tercialni strukturu makromolekuly. Ze vSech
biopolymerii polysacharidy maji nejvétsi kapacitu prenaSet biologickou informaci kvili tomu,
ze maji nejvetsi potencial strukturalni variability. Na rozdil od nukleotidii a aminokyselin,
monosacharidové jednotky polysacharidi se mohou spojovat v riznych mistech a tvofit
riznorodé vétvené nebo linearni struktury (Jablonsky, 2006).

Nejucinnéjsi houbové polysacharidy jsou B-glukany. Struktury typu R-(1,3) vazeb na
hlavnim skeletu glukanu spolu s 3-(1,6) vazbami na postrannich Fetézcich jsou nezbytné pro
protinadorovou G¢innost a tercialni konformace ve formeé Sroubovic postrannich fetizki 8-(1,3)-
glukanti podminiuje imunofarmakologické vlastnosti polysacharidt hub (Jablonsky, 2006).
Imunomodula¢ni aktivita glukant rychlé klesa s molekulovou hmotnosti, a tak se tedy vyrazné
ztraci v zaludku v disledku hydrolyzy kyselinou chlorovodikovou (Socha, 2014). Dalsimi
ucinnymi latkami jsou rizné heteroglykany, B-glukan-proteiny, a-mano-B-glukany, a-glukan-
proteiny nebo heteroglykan-proteinové komplexy.

R-glukany pusobi tak, Zze podporuji nervovy, imunitni i hormonalni systémy organismu
¢loveka. Stimuluji nespecifické rezistence proti infekcim, nadordm a radiaénimu poskozeni.
Vyjma toho zachycuji volné radikaly, pfi¢emz maji nejvyssi afinitu k volnym hydroxylovym
radikalim, a zmenSuji vedlejsi G¢inky chemoterapie (Jablonsky, 2006). Dale [-glukany
zabranuji poSkozeni DNA a snizuji hladinu metaboliti s karcinogennim charakterem
(Muszynska et al., 2018). R-glukany neatakuji ptimo rakovinotvorné buiiky, ale aktivuji rizné
imunitni mechanismy. Naptiklad zvySuji aktivitu makrofagl, stimuluji tvorbu lymfocyti a

urychluji fagocytozu. Déle R-glukany udrzuji rovnovahu mezi leukocyty Th-1 a Th-2.
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Mechanismus imunomodulaéni aktivity B-glukani spociva v tom, ze molekula B-glukanu se
navaze na specificky receptor fagocytu, a tak se fagocyt aktivuje. R-glukany s vice vazebnymi
misty maji vyss$i imunomodulacni aktivitu. Schopnost imunitniho systému identifikovat B-

glukany vznikla béhem evoluce (Jablonsky, 2006).

3.4.2 Antioxida¢ni aktivita hub

Antioxidacni latky omezuji aktivitu kyslikovych radikald a tim snizuji oxidace
organismu. Mezi antioxidacnimi latkami obsazenymi v houbach patii B-glukany (Valicek,
2011), které zabranuji poskozeni DNA a snizuji hladinu metabolitd s karcinogennim
charakterem. Dale na tomto ucinku se podili fenolické slouceniny. Jejich mechanismus
antioxida¢niho piisobeni nastava nékolika zplsoby. Pfedevsim mohou darovat elektrony, ¢imz
neutralizuji reaktivni druhy kysliku a chrani buniky pted poskozenim. Fenolické slou¢eniny jsou
také schopné chelatovat ty prvky (napt. Fe, Cu), které mohou vytvaret reaktivni druhy kysliku.
Kromé toho inhibuji tvorbu volnych radikalt prostfednictvim inhibice enzymi, pfedevSim
oxidaz (Muszynska, 2018).

Déle antioxidac¢ni ucinek maji nékteré enzymy, které chrani bunky pied toxicitou
peroxidu vodiku, pak vitaminy C, E a B2, karotenoidy, flavonoidy, polyfenoly, také n¢které

slou€eniny selenu, manganu, zinku a médi (Valicek, 2011).

3.4.3 Protizanétlivé acinky hub

rrrrr

takovou aktivitu disacharid trehal6za, kterd mize inhibovat prozénétlivé proteiny, jmenovité
cyklooxygendzu-2 a indukovatelnou syntdzu oxidu dusnatého (iNOS). Dale inhibuje
degeneraci 1kB-a podjednotky, inhibitor nuklearniho transkripéniho faktoru NF-xB. Také
trehal6za snizuje peroxidaci lipiddl a kyseliny arachidonové z fosfolipidi bunééné membrany
indukovanych reaktivnimi druhy kysliku. B-glukany jsou schopné ovliviiovat tvorbu jak pro-,
na geny s prozanétlivymi znaky, stejné jako inhibici zanétlivé reakce zpiisobené
lipopolysacharidy, a to prostfednictvim potlacovani proteini COX-2 a interleukinu 1
(Muszynska et al., 2018; Socha, 2014).

Protizanétlivé uinky hub také jsou spojeny s obsahem aminokyselin (jak esenciélnich,

tak 1 neesencialnich), o kterych je zndmo, Ze ovliviiuji metabolismus prostaglandinu. Tak

.....
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pfitomnosti aminokyselin, jako jsou leucin, isoleucin, tyrosin a fenylalanin (Muszynska et al.,

2018).

-----

w1

-----

zanétlivych markerd, jako je IL-1p a IL-6 a na produkci oxidu dusnatého (Muszynska et al.,
2018; Lee et al., 2018).

-----

..........

ucinku ergosterolu a jeho derivatl je inhibice translace NF-kB na bunééné jadro, ¢imz se
zabranuje expresi prozanétlivych genti (Muszynska et al., 2018; Socha, 2014; Lee et al., 2018).

Terpenoidy tvoii velkou skupinu houbovych sloucenin s protizanétlivou aktivitou.
1. Terpenoidy maji vyznamny vliv na snizeni exprese COX-2 a na inhibici produkce

prostaglandinu E2 (Muszynska et al., 2018).

-----

-----

transkripce zinkové zavislych transkripénich faktort, jako je MTF-1 nebo A20, a inhibice
aktivace NF-kB, coz vede ke snizeni produkce prozanétlivych cytokint. Protizanétlivou

aktivitu take vykazuji selen a (Muszynska et al., 2018).

3.4.4 Antidiabeticka a antihyperlipidemicka aktivita

Hyperglykémie, obezita, vysoky krevni tlak a hyperlipidémie jsou dilezitymi slozkami
metabolického syndromu, piedstupné diabetu typu 2 a kardiovaskularnich chorob (Gargano et
al., 2017). Lécba hyperglykemie a hyperlipidémie s minimalnimi vedlejsimi ucinky v
klinickych zkusenostech a relativné nizkymi naklady je stale problémem pro zdravotnicky
systém (Sun et al., 2008).

Rada hub obsahuje latky, které znaéné ovliviiuji hladinu cholesterolu a tuku v krvi, to
jsou predevSim statiny. V soucasné dobé nejucinnéjsim znich je lovastatin, obsazeny
Vv plodnicich hlivy uastficné. Vyznamné snizuje hladinu cholesterolu, tuku a cukru v Krvi.

Stejnou aktivitu méa purinovy alkaloid eritadenin, ktery obsahuje houba houzevnatec jedly
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(Lentinula edodes). Také derivaty kyseliny ganodermové z lesklokorky lesklé maji
antilipidémicky tcinek.

K dnesnimu dni bylo zjisténo, Ze stale vice a vice aktivnich slozek, v€etné polysacharida
a jejich proteinovych komplexti a dalSich slouCenin extrahovanych z hub, vykazuji
hypoglykemickou aktivitu (Xiao et al., 2017). Nékteré houby mohou piimo ovliviiovat
produkci inzulinu. Napiiklad houba rosolovka listova (Tremella foliacea) obsahuje
glukuronoxylomanan, ktery stimuluje tvorbu inzulinu a urychluje metabolismus glukozy
(Valicek, 2011). Polysacharid Ganoderan B nalezeny v lesklokorce lesklé zvySuje hladinu
inzulinu v krvi a urychluje metabolismus glukézy prostiednictvim potenciace aktivity jaternich
kli¢ovych enzymu G¢astnicich se metabolismu sacharidi (Xiao et al., 2017). Jiné druhy hub,
jako jsou rezavec Sikmy (Inonotus obliquus), koralovec jezaty (Hericium erinaceus), housenice

¢inska (Cordyceps sinensis) aj, také zna¢n¢ snizuji glykemii (Valicek, 2011).

3.5 Charakteristika vybranych druht hub

3.5.1 Lesklokorka leskla (Ganoderma lucidum)

Lesklokorka leskla patfi mezi chorosovit¢é houby. Ma lesklou plodnici jakoby
nalakovanou (obr. 1). Vyskytuje se na celé planeté, jak i v subtropickych, tak i v oblastech s
mirnym klimatem (Jablonsky, 2014). Roste od ¢ervna do listopadu v listnatych a smiSenych
lesich na patezech, pti bazich listnatych stromd, hlavné dubt, habri a jedlych kastani (Socha,
2014).

Lesklokorka leskla je velmi cenénou dfevokaznou houbou, kterd méa svou domovinu ve
vychodni Asii. Je zajimavé, Ze ve starovéké Ciné tuto houbu sméla konzumovat pouze cisaiska
rodina a z tohoto divodu ma ptezdivku bozska houba nesmrtelnosti. Je zndma pod japonskym
jménem reisi a ¢inskym ling-Zi. Hojivé vlastnosti lesklokorky byly zjistény jiZ pted 2000 lety
v Cing. Obvykle tuto houbu pouZivaly ve formé tinktur a extrakt (Socha, 2014).

Kazdy rok se celosvétové z vypéstovanych plodnic a podhoubi vyrabi riizné 1éky a
dopliiky stravy v hodnoté 3,8 mld. dolard. Existuji velka fada forem 1ékt z lesklokorky lesklé
jako jsou tablety, kapsle, granule a také injekce. Podle ¢inské tradice se u¢inné latky z plodnic
ziskavaly bud’ jejich vafenim ve vodé, nebo maceraci v nékterém z Cinskych alkoholickych
napoji. Moderni metody pouze modifikovaly tyto staré osvédcéené techniky extrakce
(Jablonsky, 2014). K 1é¢bé se doporucuje vyuzivat lesklokorku ve formé tinktury, sirupu,

prasku v kapslich nebo v polévce ¢i ¢aji (Socha, 2014).
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Obr. 1: Ganoderma lucidum (autor foto: Milan Schirlo)

V pestrosti obsahu 1é¢ivych latek leskokorka leskla patii mezi houbami na prvni misto
(Jablonsky, 2014). Jak z mycelia, tak i z plodnic bylo izolovano velké mnozstvi biologicky
aktivnich latek, vice nez 100 polysacharidi a vice nez 130 triterpenoida.

V soucasné dobé je popsano, ze lesklokorka posiluje imunitni systém, snizuje krevni tlak
a hladinu cholesterolu v krvi, vykazuje vyznamné hepatoprotektivni ucinky a
antihepatotoxickou aktivitu kviili obsahu kyseliny ganosporerové a kyseliny ganoderové R a S.
Je velmi ucinnd pii 1écbé celé fady chorob, naptiklad diabetu, kardiovaskularnich potizi,
hepatitidy typu B, astmatu, nefritidy, Zalude¢nich viedt aj. Kromé toho, lesklokorka vykazuje
vyrazné protinadorové G¢inky diky obsahu 3-glukanti (Socha, 2014). Nedavné studie prokazaly,
ze polysacharidy extrahované z plodnic, mycelia a spor lesklokorky lesklé maji rizné
farmakologické ucinky. Strukturni studie houbovych polysacharidii je dilezita pro pochopeni
mechanismu uc¢inku, vztahu struktury a funkce polysacharidt s terapeutickymi Gcinky a pro
vybér novych cili pro léky (Wang et al., 2017). V lesklokorce lesklé byly nalezeny
polysacharid-proteinové komplexy s hypoglykemickymi ucinky, heteropolysacharidy
rozpustné ve vod¢, hlavné arabinoxylo-B-D-glukan, xylo-B-D-glukan, manno-B-D-glukan a
xylomanno-B-D-glukan, vykazujici antitumorovou aktivitu. Z lesklokorky lesklé byl izolovan
peptidoglykan snizujici krevni tlak a take protein ganodermin s antifungalni aktivitou.
Methanolovy extrakt z houby obsahuje flavonoidy, chinony, polyfenoly a terpeny, které maji
antimikrobidlni ucinek. Také lesklokorka leskld obsahuje 18 volnych aminokyselin, rizné
mastné kyseliny, nukleosidy, vitaminy skupiny B, vitamin C, E a celou fadu mineralnich latek

(Socha, 2014).

20



3.5.2 Rezavec Sikmy (Inonotus obliquus, ¢aga)

Rezavec Sikmy je dievokazna choroSovita medicinalni houba (Chaga a monocyty), ktera
se vyskytuji mimo jiné v Rusku, kde je znama pod jménem ¢aga (obr. 2). Roste misty relativné
hojné po cely rok v listnatych a smiSenych lesich (Socha, 2014). Vyskytuje se nejcastéji na
btizach, jasanu a jilmu (Chaga a monocyty), po dobu 10 i vice let (Socha, 2014). Z téchto
stromu rezavec Sikmy ziskava ziviny (Chaga a monocyty). Rezavec $ikmy je tieba sbirat pouze

z zivych nebo Cerstvé sklizenych btizy pro vyssi obsah uc¢innych latek.

Obr. 2: Inonotus obliquus (autor foto Tomas Cekanavicius)

Od 12. stoleti se rezavec $ikmy tradi¢n€ pouziva v Rusku k 1é¢bé gastrointestinalnich
poruch, kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu a dokonce i rakoviny. Udajné byl rusky knize
Vladimir Monomach vylécen z rakoviny rtu rezavcem Sikmym (Shikov et al., 2014). V Sibifi
rezavec Sikmy pouzivali ve formé Caje proti tuberkuloze, bolesti bficha, chorobam jater aj. Jiz
po nékolik desetileti se z rezavce Sikmého piipravuje koncentrovany vytazek Befungin (obr. 3)
(Socha, 2014). Piipravky z rezavce Sikmého maji posilujici, tonické a protinadorové uc¢inky a
pouzivaji se pii 1é¢b¢ a prevenci gastrointestinalnich onemocnéni, pooperacni 1é¢bé malignich
nadori a syndromu chronické tinavy (Zhukovich et al., 2010). Caj z rezavce §ikmého zvysuje
celkovou vytrvalost, zmirfiuje bolesti a pouziva se k 16¢bé srde¢nich, zaludeénich a jaternich
onemocnéni (Shikov, et al. 2014).

Biologicky aktivni aditiva na bazi extraktli z rezavce Sikmého se v soucasné dobé
pouzivaji v Rusku: Cagovit ve formé kapsle a elixiru, Extrabesungin, balzam Berezka, Litovit
C v tabletach, suchy extrakt z rezavce Sikmého aj. Existuje znaéna poptavka po 1é&ivych

ptipravcich Caga Tinktura (obr. 4) a Befungin (Zhukovich et al., 2010). Caga a Befungin jsou
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v Rusku k dispozici v 1ékarnach bez 1ékaiského piedpisu a doporucuji se pro peroralni podani

v davce 100 ml vyluhu 6krat denné nebo 20 ml Befunginu 3krat denné po dobu 3-5 mésict jako
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Obr. 3: Befungin

regulator metabolismu a jako soucdst komplexni terapie gastrointestinalnich onemocnéni
(Shikov, 2014). Ale existuje nedostatek téchto pripravki, co vyplyva prevazné ze skutecnosti,
Ze vyrobci maji potize spojené se standardizaci. Normativni dokumenty pro Befungin
(monografie lékopisu FS 42-3991-83), Caga Tinktura (FS 42-659-94) a Caga (Statni Iékopis,
11. vydani, ¢ast 2, s. 63) jsou znacn¢ zastaralé¢ a neodpovidaji sou¢asnym pozadavkim. Tyto
¢lanky poskytuji kvalitativni a kvantitativni stanoveni "chromogenniho komplexu™ - nejasného
konceptu bez definice jeho chemického slozeni, zalozeného na gravimetrickém méteni
(Zhukovich, et al., 2010).

Rezavec sikmy je v Rusku znama a popularni houba a jeji bezpecnost a nékteré diikazy o
ucinnosti jsou zalozeny na dlouhé tradici empirického pouziti. Nicméné v literatufe chybi
informace o jeji Uc¢innosti za kontrolovanych podminek. Proto jsou dal$i klinické studie
vyZadovany pro posouzeni narokované aktivity u pacientil a také by byly zadouci pro dalsi

podrobnosti o bezpecnosti 1é¢ivych piipravki z rezavce Sikmého (Shikov et al., 2014).
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Obr. 4: Caga Tinktura
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Vyrazné farmakologické t¢inky rezavce Sikmého jsou zaloZeny na pritomnosti raznych
biologicky aktivnich latek a stimuluji podrobné chemické studie jeji sloZeni (Zhukovich, 2010).

Polysacharidy jsou hlavni aktivni slozky rezavce Sikmého, ktera vykazuje mnoho
biologickych aktivit, jako jsou protinddorové, imunomodulaéni (Lee et al., 2017) a antioxida¢ni
uc¢inky (Du et al., 2013; Xu et al., 2014; Cui et al., 2005). Mimo jiné, rezavec sikmy vykazuje
vyraznou hypoglykemickou, hypolipidemickou, antivirovou a antifungalni aktivitu (Sun, et al.,
2008).

Radomir Socha (2016) uvadi, ze z rezavce Sikmého byl izolovan polysacharid
fukoglukomanan, ktery se vyznacuje protirakovinym ucinkem souvisejicim s imunostimulaci a
aktivaci B bun¢k a makrofagi.

Rezavec Sikmy obsahuje celou fadu fenolickych sloucenin s antioxidacni aktivitou. K
vyznamnym polyfenolim s antioxidacnim G¢inkem patfi inonobliny A, B a C a phelligridiny
D, E a G (Socha, 2014). Kromé& polyfenold se na antioxidacni aktivité podili triterpenoidy a
steroidy véetné lanosterolu, inotodiolu, trametenolu a peroxidu ergosterolt (Cui et al., 2005).

Kromé toho vyzkumy prokazaly, ze extrakty z plodnic rezavce Sikmého se vyznacuji

antibakterialnimi a protizanétlivymi ucinky (Socha, 2014).

3.6 Analytické metody vyuzité pro stanoveni u¢innych liatek zkoumanych
hub

Piiprava vzorku pro analyzu zahrnovala fadu postupu:
- Homogenizace vzorku
- Extrakéni metoda pro zisk ze vzorku latek, které potiebujeme pro analyzu
- Izolace ucinnych latek.
K analyze ucinnych latek hub Ganoderma lucidum a Inonotus obliquus je moZno zvolit
fadu analytickych metod:
- GC-MS spektrometrie

- Infracervena spektrometrie

3.6.1 Priprava vzorku
3.6.1.1 Homogenizace vzorku

Homogenizace je process, pii kterém pomoci michani a zmenSovani ¢astic vzorkl z

puvodni heterogenni smési dosdhneme homogenni. K homogenizaci pevnych vzorku se
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pouziva mleti, drceni apod. Diikladnd homogenizace je zékladém pro ziskani spravného

materidlu pro nasledujici analytickou ¢ast (Preanalyticka ptiprava vzorki).

3.6.1.2 Extrakce vzorku

Extrakce je separac¢ni metoda, pfi které prechdzi slozka ze smési latek v kapalné ¢i tuhé
fazi do jiné kapalné fize. Utinnost extrakce je zaloZena na selektivni rozpustnosti latek v
jednotlivych rozpoustédlech. Volba rozpoustédla zavisi na charakteru latek, které maji byt
extrahovany (Klouda et al., 2003). V nasem piipadé jsme pouzivali extrakce z pevné faze do

kapaliny.

3.6.1.3 lzolace

K izolaci u¢innych latek bylo vyuzito sraZeni ethanolem. VysraZeni ma za cil deaktivace
enzymu a odstranéni nizkomolekularnich latek, hydrolyzu vzorku a izolaci nerozpustnych

Vv ethanolu polysacharidi (Du et al., 2013).
3.6.2 Analyticke metody

K analyze ucinnych latek hub Ganoderma lucidum a Inonotus obliquus je moZno zvolit

fadu analytickych metod.

3.6.2.1 GC-MS spektrometrie

Plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je analytickd metoda, ktera
kombinuje vysokou separa¢ni U¢innost kapilarni plynové chromatografie s detekci vysoce

specifickou pro dany analyt a umoZznuji ziskani informace o struktufe nezndmych sloucenin

(Klouda, 2003).

3.6.2.2 GC-MS spektrometrie

Infracervena spektroskopie je analyticka technika urcena piedevsim pro identifikaci a
strukturni charakterizaci organickych sloucenin a také pro stanoveni anorganickych latek.
Principem metody je absorpce infraerveného zateni pii prichodu vzorkem, pti niZ dochazi ke
zménam rotacné¢ vibracnich energetickych stavii molekuly v zavislosti na zménéach dipodlového

momentu molekuly (Klouda, 2003).
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3.6.3  Analytické metody pro stanoveni polysacharidi v Ganoderma lucidum a
Inonotus obliquus podle védeckych ¢lanku

Metoda izolace polysacharidii z hub Inonotus obliquus, ktery pouzili ve své studii XiuJu
Du, HongMei Mu, Shuai Zhou et al., 2013, zahrnovala ptfipravu raznych polysacharidovych
frakci pomoci odstiedéni a vysrazeni 95% ethanolem.

Dalsim krokem bylo stanoveni celkové obsahu cukru metodou fenol-kyselina sirova.
Vysledky ukazaly, ze frakce IOP40 obsahovala nejvice celkového cukru - 35,1 %.

Pak byl stanoven neutralni obsah cukru a obsah kyseliny uronové v kazdé frakce pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPAEC-PAD). Vysledky ukazaly, ze frakce IOP40
obsahovala nejvice neutralnich cukrti a uronové kyseliny - 30,1 % a 5 %.

Obsah bilkovin byl méfen metodou Bradfordu. Vysledky ukazaly, ze frakce IOP80
obsahovala nejvice bilkovin — 4,6 %.

Dalsim krokem bylo zjisténi monosacharidové kompozice a molarniho poméru
polysacharidt v kazdé frakce pomoci HPAEC-PAD. Podle vysledkt polysacharidy Inonotus
obliquus obsahovaly nejvic d-Glukosy (Du et al., 2013).

Autofi dalsiho védeckého ¢lanku, Sheng-quan Huang, Shaodong Ding, Liuping Fan et
al., 2012, postupovaly podobné¢ jako ptredchozi autofi. Ale na rozdil od prvniho ¢lanku,
vysrazeni ethanolem a vodni extrakce v danem clanku provadély po dobu 3 hodin a postup
neopakovaly. Ziskané surové polysacharidy Inonotus obliquus byly frakciovany pomoci gelové
chromatografii a vytézky téchto ctyt frakcei byly 30,2 % I0P1, 42,3 % IOP2, 14,7 % IOP3 a
12,8 % I0P4. Vzhledem k rozdilu molekulové hmotnosti byly frakce dale ¢istény
chromatografii na koloné Sepharose CL-6B, aby se ziskala pét hlavnich homogennich frakci
IOP1b, I0P2a, IOP2c, IOP3a a IOP4.

Molekulova hmotnost vSech vzorkli byla stanovena pomoci vysoce vykonné gelové
permeacni chromatografie (HPGPC).

Pro identifikaci a kvantifikaci monosacharidi byla pouzita plynova chromatografie.
Analyza ukézala, Ze IOP1b se sklad4 pouze z glukozy. Analyza cukrového fetézce frakce IOP3a
byla provadéna pomoci beta-eliminacni reakci. Vysledky ukézaly, Ze polysacharidy z I.
obliquus byly sloZeny pfevazné¢ z glukézy a manozy.

Analyza celkové obsahu cukru ukazala, ze nejvice cukru obsahovala frakce I0P1b,
celkem 97,2 %. Dale pomoci vysoce vykonné gel-permeaéni chromatografie (HPGPC) bylo
zjisténo, Ze pouze frakce IOP3a obsahovala kromé cukru jesté protein, coz znamena, ze IOP3a

je glykoprotein. Co se tykad obsahu uronové kyseliny, prvni frakce IOP1b neobsahovala ji
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vibec, IOP2a obsahovala 7,5 %, IOP2c — 7,7 %, 10P3a — 21,2 % a IOP4 — 23,3 % (Huang et
al., 2012).

V dal$im vyzkumu autoii Yang Hu, Yi Sheng, Min Yu et al., 2016, provad¢ly extrakce
jinym zptsobem nez piedchozi autofi. Extrahovaly pfi teploté 60 °C po dobu 2,5 hodiny. Po
filtrace byl supernatant koncentrovan na 30% pivodniho objemu vakuovou rota¢ni odparkou
pti 60 °C. Pak ze supernatantu byly odstranény proteiny pomoci Sevagova ¢inidla a ziskany
koncentrovany supernatant byl umistén do 95% ethanolu pfi teploté 4 °C po dobu 12 hodin.
Dalsim krokem byla frakcionace pomoci kolony DEAE. Byly ziskany tii polysacharidovych
frakci IOP-I, IOP-II a IOP-III. Kazd4 frakce byla ¢isténa pomoci gelové kolony Sephadex G-
200.

Pomoci FT-IR analyzy byla stanovena piitomnost B-glykosidické vazby v molekularni
struktute IOP.

Monosacharidova kompozice IOP byla analyzovana pomoci HPLC. Bylo pozorovano, ze
purifikovana frakce 10P se skladd z Man, Rha, Glu, Gal, Xyl a Ara v molarnim poméru 9,8:
13,6: 29,1: 20,5: 21,6: 5,4.

Homogenita a molekulovd hmotnost IOP byla stanovena pomoci vysoce vykonné gelové
permeacni chromatografie (HPGPC) - asi 32,5 kDa (Hu et al., 2016).

Autofi dalsitho vyzkumu, Yiyong Chen, Youru Huang, Zhumei Cui et al., 2015,
extrahovaly polysacharidy vrouci vodou a ethanolem. Po filtrace extract byl rozpoustén v
destilované vodé a frakciovan na koloné¢ DEAE. Bylo odebrano devét frakei a stanoven celkovy
obsah cukru metodou fenol-kyselina sirova. Tii frakce oznacené jako IP1, IP2 a IP3 byly
shromazdény, dialyzovany a lyofilizovany. Ze vSech frakci byla zvolena pouze IP3 kvili
protinddorové aktivité. Frakce IP3 déle byla frakcionovana pomoci gelové chromatografii. Byly
ziskany dvé frakce oznacené jako IP3a a IP3b a poté lyofilizovany. Frakce IP3a byla dale
¢iSté€na pomoci chromatografie na koloné¢ Sephadex G-200.

Homogenita a primérna molekulova hmotnost [P3a byly stanoveny pomoci HPGPC jako
v ptedchozim ¢lanku. Analyza ukazala, Ze primérna molekulova hmotnost IP3a - 48 820 Da.

Monosacharidova kompozice IP3a byla analyzovana pomoci plynové chromatografie.
Vysledky ukazaly, ze IP3a sestava z ramndzy, arabindzy, glukézy a galaktdozy v molarnim
pom¢éru 2,5: 4,6: 1,0: 2,6.

Celkovy obsah kyseliny uronové byl stanoven pomoci m-hydroxydifenyloveho testu.
Test ukazal, z& frakce IP3 obsahuje 30,13 % uronové kyseliny.

Dalsim krokem bylo stanoveni celkové obsahu cukru metodou fenol-kyselina sirova.

Vysledky ukazaly, ze frakce IP3 obsahovala 73,73 % celkové cukru.
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Jako v pfedchozim vyzkumu byla stanovena pfitomnost R-glykosidické vazby v
molekularni struktufe IP3 pomoci FT-IR analyzy (Chen et al., 2015).

Lishuai Ma, Haixia Chen, Wenchai Zhu, 2013, extrahovaly polysacharidy z hub Inonotus
obliquus jinak nez autofi ptedchizich ¢lankid. Nejprve vzorek hub byl tiikrat vysrazen 80%
ethanolem pii 80 °C po dobu 2 hodin. Pak susené¢ zbytky byly extrahovany destilovanou vodou.
Potom z extraktu byly odstranény proteiny a potom byl ptidan 95% ethanol, aby se vysrazely
polysacharidy. Srazenina byla odstfedovana a poté promyta acetonem a petroletherem.
Srazeniny dale byly suSeny a oznaéeny jako IOPS-H, IOPS-V a IOPS-F.

Kompozitni analyza frakci 10PS-H, I0PS-V a IOPS-F zahrnovala stanoveni obsahu
neutralniho cukru, kyseliny uronové a bilkovin. Analyza obsahu kyseliny uronové byla
provedena pomoci modifikovaného karbazolového testu s pouzitim jako standardu kyseliny
galakturonové. Obsah bilkovin byl analyzovan metodou coomassie brilliant blue s pouzitim
hovéziho sérového albuminu jako standardu. Analyza prokazala, ze frakce IOPS-F obsahovala
nejvic neutralniho cukru (26,51 %), kyseliny uronove (20,22 %) a bilkovin (10,85 %).

Slozeni monosacharidu ve frakcich bylo méfeno plynovou chromatografii. Podle analyzy
byly vSechny tfi vzorky IOPS sloZeny z ramndzy, arabindzy, mandzy, galaktozy a glukozy, ale
jejich molarni obsah byl zna¢né odli$ny.

Molekulova hmotnost IOPS byla stanovena gelovou permeaéni chromatografii. Vysledky
ukazaly, ze sacharidové frakce IOPS se pohybuji v Sirokém distribu¢nim rozmezi molekul, coz
ukazuje podle autori, ze IOPS je vysoce dispergovatelné bez ohledu na zpusob suseni (Ma,
2013).

Autofi dal§iho vyzkumu, Chun Xiao, Qingping Wu, Jumei Zhang et al., 2017, zkoumaly
houby druhu Ganoderma lucidum. Extrakce polysacharidi byla provadéna za tepla
destilovanou vodou a ethanolem jako ve vétSiné predchozich ¢lankt. Nasledujici izolace a
¢iSténi polysacharidl autofi provadély na kolon€ chromatografie DEAE Sepharose Fast Flow.

Kompozitni analyza frakce F31, stejné jako analyza Inonotus obliquus, zahrnovala
stanoveni obsahu neutralnich cukrit metodou fenol-kyselina sirova. Stanoveni obsahu uronové
kyseliny provadély pomoci karbazolového testu a celkovy obsah bilkovin byl stanoven
metodou Lowry. Vysledky ukazaly, Ze neutralni polysacharidy, obsah uronové kyseliny a
bilkovin ve F31 byly 65,5 %, 18,7 % a 15,1 %.

Homogenita a molekulova hmotnost F31 byla stanovena na systému Agilent HPLC. Bylo

zjisténa stfedni molekulova hmotnost - 15,9 kD.
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Strukturni charakteristiky F31 byly zkoumany spektroskopii GPC, FTIR NMR a GC-
MS. Na zaklad¢ ziskanych udaji bylo zjisténo, ze F31 je B-heteropolysacharid slozeny z
glukozy, manozy, xyldzy, arabindzy a galaktézy (Xiao et al., 2017).

V dal$im ¢lanku autofi, Yatao Wang, Yanfang Liu, Huazheng Yu et al., 2017, extrahovaly
polysacharidy z Ganoderma lucidum podobné jako autofi Chun Xiao, Qingping Wu, Jumei
Zhang et al., 2017, ale pouzivaly vrouci vodu a extrakce provadély desetkrat.

Nasledujici izolace a ¢iSténi polysacharidu autofi provadély na chromatografické koloné
DEAE Sepharose Fast Flow.

Homogenita a pramérna molekulova hmotnost polysacharidovych frakce byla stanovena
pouzitim vysoce vykonné vylu¢ovaci chromatografie (HPSEC). Celkovy obsah sacharidt byl
stanoven na 95,94 %.

Analyza monosacharidové kompozice pomoci HPAEC a ukazala, ze frakce GLSWA-I
byla slozena pouze z glukdzy, coz naznacuje, ze jde o glukan (Wang et al., 2017).

Podle dalsiho vyzkumu autofi Shichao Huang, Jianxin Mao, Kan Ding et al., 2017,
extrahovaly stejné jako pfedchozi autofi. Pro frakcionace extraktu pouZzivaly kolonu
diethylaminoethylcelul6zy a pro purifikace kolonu Sephacryl S-300. Relativni molekulova
hmotnost frakce GLP byla analyzovana pomoci metody HPGPC na hodnotu 15,0 kDa (Huang,
2017).

Ve vyzkumu Yingjuan Liu, Chunyun Zhang, Jinliang Du et al., 2017, extrahovaly
polysacharidy z Ganoderma lucidum taky vrouci vodou a tfikrat vysrazely ethanolem. Celkovy
obsah sacharidu ve frakci byl stanoven na 93,21 % (Liu et al., 2017).

V dal$im vyzkumu autord Qing Cai, Yuanyuan Li, Gang Pei, 2017, pro extrakce byla
pouzita destilovana voda a 95% ethanol. Extrakce opakovaly Sestkrat. Stejné jako v pfedchozich
vyzkumech, polysacharidy dale izolovaly na kolon¢ DEAE-Sephacryl S-300. Celkovy obsah
cukrt byl 95,94 %.

Homogenita a hmotnostni primérna molekulova hmotnost polysacharidu byla stanovena
pomoci HPGPC. Vysledky ukazaly, ze relativni molekulova hmotnost frakce GLP byla
ptiblizn¢ 15 kDa. Metodou Lowry a m-hydroxydifenylovou metodou bylo potvrzeno, ze

polysacharidy neobsahovaly bilkoviny a uronovou kyselinu (Cai et al., 2017).
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4 Prakticka Cast

4.1 Seznam vzorki a prehled analyz
Byly analyzovéany houby rodu Ganoderma a Inonotus. Podrobny seznam analyzovanych
vzorktl a rozpis provedenych analyz je uveden vtab. I a Il. Na obr. 5-8 jsou snimky

analyzovanych hub.

Tabulka I: Seznam vzorka k analyze u¢innych latek hub.

Vzorek Pivod

1 | Ganoderma lucidum Ceska republika (Bucovice), poskytla firma Rudolf
Ryzner

2 | Ganoderma lucidum GA2 | Thajsko, dodal Ing. Jablonsky, CZU Praha

3 | Inonotus obliquus Ruska federace (Sibif), dodal Evgenij Razumov

4 | Inonotus obliquus Ruska federace, dodal Evgenij Razumov

5 | Inonotus obliquus Ruska federace, dodal JUDr. Ale$ Vit (¢eska spolecnost
Tulipa Praha)

6 | Inonotus obliquus Ceska republika (Berounska oblast), dodal JUDr. Ales

Vit (Ceska spole¢nost Tulipa Praha)

Tabulka I1: Pfehled ususenych vzorku plodnic a jejich analyz

Seznam hub | Zkréaceny | Piavod Extrakce FT-IR FT-IR FT-IR GC-
nazev houby | polysacharidt | vzorku | promytého | izolovanych | MS
houby vzorku frakci

Ganoderma | GL-CZ | Cesko Ano Ano Ano Ano Ano

lucidum

Ganoderma | GL-TH | Tajsko Ano Ano Ano Ano Ano

lucidum

GA2

Inonotus I0-RU1 | Rusko Ano Ano Ano Ano Ano

obliquus

Inonotus I0-RU2 | Rusko Ne Ne Ne Ne Ano

obliquus
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Inonotus I0-RU3 | Rusko Ne Ne Ne Ne Ano
obliquus
Inonotus 10-CZ | Cesko Ne Ne Ne Ne Ano
obliquus

Obr. 5: Ganoderma lucidum, pivod Ceska republika

Obr. 6: Ganoderma lucidum GA2, piavod Tajsko
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Obr. 8: Inonotus obliquus, pavod Ceska republika

4.1.1 Pouzité chemikalie, materialy a pristrojové vybaveni

Pouzité chemikalie: pro analyzu zkoumanych vzorki hub byly pouZité bézné chemikalie
dostupné v laboratoti CZU.
Pouzité materialy: zahrnuje vSechny potfebné materialy co byly k dispozici v laboratofi
Czu.
Pouzité pfistroje: pro pripravu vzorkli a samotnou analyzu byly pouzité nasledujici
pristroje:
- Analyticky mlynek — IKA A1l basic (IKA, Germany)
- Magneticka michacka
- FT-IR spektrometr Nicolet 6700 (Nicolet USA)
- GCMS-QTOF chromatograf (Agilent, Santa Clara, FL, USA).
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412 Extrakce polysacharidu

Z vzorkd hub byly piipraveny horkovodni extrakty. Extrakce polysacharidi vodou je
zaloZena na vareni hub v destilované vod¢ pod zpétnym chladicem po dobu 6 hodin.

Navazi se 10 g vzorku s ptesnosti 0,0001g, pfida se 200 ml 80 % ethanolu pro odstranéni
balastnich latek a nové vznikld smés se michd na magnetické michacce 10 minut. Ta se potom
zfiltruje za pomoci sloZzeného filtracniho papiru. Proplachnutd ethanolem surovina se shromazdi
na filtraCnim papiru a vysu$i na vzduchu. Vzorek po vysuseni se zvazi. Kapalny zbytek se
vyhodi.

Vysu$eny vzorek houby se umisti do varné banky (250 ml), piida se 200 ml destilované
vody a varné kaminky. Banka se nasadi na zpétny chladic, otevie se ventil od ptivodu vody do
zpétného chladiée a zapne topné hnizdo na 100 °C. Extrakce horkou vodou se provadi po dobu
6 hodin.

Po ukonceni extrakce sejmeme bariku z chladi¢e a pak pomoci studené vody chladime.
Smés po extrakcei se filtruje a vznikly pevny podil se akumuluje na filtra¢nim papife, posléze
susi na vzduchu pii pokojové teploté a schova pro dalsi analyzu.

Do ziskaného vodniho extraktu se ptida ¢tyfnasobné mnozstvi 96 % ethanolu a necha v
ledniéce pies noc, aby se srazenina obsahujici polysacharidy nechala usadit. Pak néasleduje
filtrace pro rozdéleni srazeniny a kapalného zbytku. Srazenina ziistane na filtraénim papife a

vysusi se na vzduchu pfi pokojové teploté.

4.1.3 Stanoveni izolovanych polysacharidi v houbach pomoci FT-IR spektroskopie

Ke stanoveni polysacharidi v Ganoderma lucidum a Inonotus obliquus byly pouzity
ususené frakce hub (izolované polysacharidy a pevné zbytky hub). Analyza byla provedena
pomoci instrumentéalni metody infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci v MIR
oblasti spektra. K analyze byl pouzit spektrometr Nicolet 6700 (Nicolet USA). FT-IR spektra
byla méfena v KBr tablet& v rozsahu vino&tii 4000 — 400 cm™ s rozlisenim 2 cm™; pocdet skenti

byl 64.

4.1.4 Stanoveni aromatickych latek pomoci GCMS — QTOF 7890B

Pro stanoveni aromatickych latek byly pouzity surové mléte vzorky hub. Analyza byla
provedena pomoci plynového chromatografu GCMS 7890B s 7200 Q-TOF hmotnostnim
spektrometrem (Agilent, Santa Clara, FL, USA). GC pristroj byl vybaven headspace
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autosamplerem PAL RSI 85 (CTC Analytics, Zwingen, CH) s HP-5MS analytickou kolonou
(30 m x 250 um x 0.25 um) (Agilent, Santa Clara, FL, USA). Dva (2) gramy piedem jemné
namlétych zkoumanych vzorkti plodnic hub byly vlozeny do 20 ml headspace vialek a
sorbovany na vlakné SPME (50/30 um DVB/CAR/PDMS) (Supelco, Bellefonte, PA, USA).
Prvnim krokem bylo inkubovat vialky pfi 60 °C na dobu 15 min. a potom byly tékavé latky
sorbované na vlakné na 45 min. pii stejné teploté. V1akna byla potom vstiiknuta do vstupu
pristroje (Beztihonova, jednobodova, ultra inertni vlozka), zahiatého na 250 °C a desorbovana
na 20 min. Poc¢ate¢ni teplotni program byl 40 °C na dobu 3 min a pak byla teplota zvySena na
231 °C pii poméru 3 °C/min, a udrzena na konstantni hodnoté na dobu 13,3 min. Jako nosny
plyn bylo pouzito Helium s pomérem pritoku Iml/min. Celkova doba analyzy byla 80 min.
Elektronové ionizaéni energie byla stavéna na 70 eV a ionty byly monitorovany v rezimu “full-
scale”. Identifikace t€kavych latek byla provddéna na zakladé srovnavani hmotnostnich spekter
(ptipadné chromatogramii) s relativnimi retenénimi indexy pomoci knihovny dat Narodni

instituce standard a technologie (NIST, USA).

5 Vysledky

5.1 Chromatograficka analyza

Pomoci plynove chromatografie GCMS-QTOF bylo provedeno stanoveni aromatickych
latek v surovych, Cerstvé jemné namlétych vzorkach hub, a to konkrétné, Ganoderma lucidum
GA2 tajského pivodu (GL-TH), Ganoderma lucidum ceského ptivodu (GL-CZ) a Inonotus
obliquus jak ¢eského (I0-CZ) tak i ruského ptivodu ze tiech riznych oblasti (10-RU1, 10-RU2
a 10-RU3).

Na chromatogramu vzorku GL-CZ uvedenému na obr. 9 byl nalezen aldehyd hexanal,
ktery byl eluovan mezi prvnimi latkami po retenénim ¢ase (RT) zhriba 5 a pal minut. Stejna
latka byla také nalezena u vzorku GL-TH a 10-RU1.
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4 |*EI TIC Scan GL_CZ_01.D
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Obr. 9: Chromatogram surového vzorku Ganoderma lucidum ¢eského piavodu (GL-CZ)

Dalsi stanovenou latkou byla 2-pentylfuran v RT 13,5, ktery byl také piitomen ve
vzorkdch GL-CZ, GL-TH a I0-RUI. Dalsi pik (RT 14 min.) ukazuje na ptitomnost Kyseliny
hexanové patfici mezi nasycené monokarboxylové kyseliny, kterd se pouziva v primyslu na
vyrobu umélych vini. Tato latka byla nalezena ve vzorkach GL-CZ a GL-TH. U ostatnich
vzorkll [0-RU1, 10-RU2 a 10-RU3 intenzita tohoto piku byla mnohem min.

Nésledujici pik (RT 15,4 min.) u vzorktt GL-CZ a GL-TH ukazuje na pfitomnost trans-
2-oktenal. Dalsi pik v RT 19 ukazuje na aldehyd nonanal. V retenénich ¢asech okolo 22, 30 a
37 minutach na obr. 9 byl pozorovan siloxan, ktery v analyze byl pouzit jako standard.

Obr. 16 ukazuje na ptitomnost latek, jako jsou naptiklad, 6-methyl-5-hepten-2-on, 2-
undekanon a 2-methyl-5-(1-methylethyl)-fenol. Kromé toho byl v tom také nalezen karvakrol.

Na chromatogramu vzorku 10-RU1 (obr. 17) je vidét piky popisujici 1,3-dimethylbenzen

a 1,2-dimethylbenzen. Dalsi latkou nalezenou ve vzorku 10-RU1 byl D-limonen, ktery je
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cyklicky monoterpen a hlavni komponent oleje citrusovych kur. Kromé D-limonenu byl téz
nalezen R-selinen.
Ve vzorku 10-RU2 (obr. 18) byl také zjistén dalsi latky, jako jsou a-santalen a a-

himachalen.

5.2. Extrakce polysacharida

Déle nésledovala extrakce polysacharidii a dalSich makromolekuldrnich latek vzorka
Ganoderma lucidum ¢eského pavodu (GL-CZ), Ganoderma lucidum tajského pavodu (GL-TH)
a Inonotus obliquus ruského puvodu (I0-RU1). Vysledkem bylo ziskani vodorozpustné
polysacharidové frakce (F1) a ve vodé nerozpustny pevny podil po horkovodni extrakci, frakce
(F2), ze vsech tiech sledovanych vzorku GL-CZ, GL-TH a 10-RU1. Vsechny tyto frakce byly
pripraveny pro nasledujici analyzu pomoci infracervene spektrometrie. Z vysledka, uvedenych

v tab. III 1ze pozorovat, ze vytézky extrakti byly v rozmezi od 0,86 do 5,12 %.

Tabulka I11: Vysledné hmotnosti surovych vzorkd, promytych vzorki, pevného podilt,

extraktl, objem vodnich extraktl a vytézki extrakta.

Vzorek | Hmotnost | Hmotnost Hmotnost Objem Hmotnost | Vytézek
surového | promyteho pevného | vodniho | axtraktu extraktu
vzorku (g) | vzorku (g) podilu (g) | extraktu () (%)
(mL)
GL-Cz 10,0001 9,1316 9,0240 146 0,0783 0,86 %
GL-TH 13,8114 12,4203 11,9544 140 0,2026 1,63 %
I0-RU1 | 10,0003 8,9883 6,7595 170 0,4598 5,12 %

5.3 Spektroskopické analyzy

5.3.1 Interpretace FT-IR spekter

Pak nasledovalo analytické stanoveni chemickych latek v ziskanych frakcich GL-CZ-

Fl, GL-CZ-F2, GL-TH-Fl1, GL-TH-F2, 10-RU1-F1 a IO-RU1-F2 pomoci FT-IR
spektrometrie.

Ukolem bylo stanovit chemické slozeni celého spektra Gginnych latek zkoumanych hub.

V tabulce 1V je uvedeno zafazeni charakteristickych pasti v MIR oblasti. Na zaklad¢ ziskanych

spekter uvedenych na obr. 10-15 bylo zjisténo, ze vSechna frakce mély pasy typické pro

uhlovodiky.
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Déle bylo pozorovano, ze vsechny frakce obsahuji B-glukany, jelikoz v kazdem spektru
byl pik blizky 1078 cm™, ktery je charakteristicky pouze pro R-glukany. Viechny dvé frakce
mély spektrum s pikem 1314 cm™ odpovidajicim celuldze. V druhé frakce Ganoderma lucidum
(GL-CZ-F2) byl nalezen pik blizky 1640 cm™, coz odpovida piitomnosti amidi 1.

V oblasti 3405-3395 cm™ je vidét iroky pas, ktery je spoleény pro viechny vzorky. Tento
pas byl piifazen valenénim vibracim OH vazeb. Okolo pasu 2924-2939 cm™ je vidét valenéni
vibrace skupin CHz. K podobnym vysledkim dospéla studie Ma Y. et al., 2017. Oblast kolem
pika 1697-1594 cm™ ukazuji na vibrace amid I vazby, kterou miizeme pfipisovat k bilkovinam.
Jediny rozdil je vidét u vzorku I0-RU1-F2, kde je rameno 1697 cm™ ukazujici na amid II, coz
je také bilkovina. Vibrace C-O-C glykosidické vazby jsou pozorovany v oblasti 1156 cm™. Pasy
v oblasti 1362-1452 cm™ ukazuji na p¥itomnost CH skupin v polysacharidech, zatimco v
oblasti 1325-1416 cm™ je vidét valen¢ni vibrace CH skupin v ligninu a uhlovodiku, ale pas
1374-1372 cm™ ukazuje na deformaéni vibrace v rovine. Zajimavé je také valenéni symetricka
vibrace v CH: celuldze. Je zajimava oblast 1200-888 cm™, kde jsou vidét prekryvajici se pasy
C-C a C-O valen¢ni vibrace, ktera ukazuje na pfitomnost polysacharidi. Z toho oblast 1081-

1076 cm™ je piipisovana B-glukanu. V oblasti 774-778 cm™ je vidét valenéni vibrace.

Tabulka 1V: Pfitazeni charakteristickych stfednich infracervenych pasu ve stéedni oblasti.

VInova delka (cm't) Funkéni skupina
3414-3395 Valen¢ni vibrace — OH skupiny
2939-2924 Vibrace asimetrické CH:

1643 Amid |
1420-1416 C-H deformace v ligninu a uhlovodiku
1377-1373 C-H deformacni vibrace v rovine
1314 Symetrické CH: vibrace v celuldze
1156-1154 C-O-C asymetricka vibrace glykosidické vazby
1081-1076 C-O vibrace R-glukant
1045-1040 Vibrace C-O-C skupiny
779-773 COO" deformace
578-574 Deformacni vibrace polysacharida
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6 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo prokazat pomoci dostupnych chemickych metod, jaké
ucinné latky obsahuji dievokazné houby a porovnat ziskané vysledky s idaji odbornych zdrojt.
Byly analyzovany vzorky dievokaznych hub Ganoderma lucidum a Inonotus obliquus rtizného
puvodu. Nejprve bylo provedeno stanoveni aromatickych latek v surovych vzorkach hub (GL-
CZ, GL-TH, 10-RU1, 10-RU2, 10-RU3) pomoci plynové chromatografie ve spojeni s
hmotnostni spektrometrii.

Chromatogram vzorku GL-CZ (obr. 9) ukazal na piitomnost aldehydu hexanal, ktery byl
eluovan mezi prvnimi latkami po 5,5 minutach. Na chromatograméch vzorka GL-TH a IO-
RUL1 byly pozorovany stejné latky. Hexanal je aldehyd, kteremu je pfipisované antimikrobialni
ucinky, pak ma vyznam Vv potravinaiskem priimyslu, kde se pouziva na vyrobu ovocnych vii
a jako latka, kterd zpomaluje kazeni ovoce.

V dalsich vzorkach GL-CZ, GL-TH a I0-RU1 byla stanovena latka 2-pentylfuran
VvV reten¢nim case 13,5 min. 2-pentylfuran se vyskytuje ve mnoha potravinach, véetné
alkoholickych népojii, brambor, rajcat, sojovych bobt. Je také soucast aromatickych latek
nalezenych v téchto potravinach.

Pik v case 14 ukazoval na piitomnost Kkyseliny hexanové patiici mezi nasycené
monokarboxylové kyseliny, ktera se pouziva v pramyslu na vyrobu umélych vuni. Tato latka
byla nalezena ve vzorkach GL-CZ a GL-TH. Na chromatogrameéch ostatnich vzorka I0-RU1,
I0-RU2 a I0-RU3 intenzita tohoto piku byla mnohem mi.

Dalsi pik v ¢ase 15,4 u vzorki GL-CZ a GL-TH ukazoval na pfitomnost trans-2-oktenalu.
Pik v ¢ase 19 ukazoval na aldehyd nonanal, ktery, jak je obecné znamo, ma vyznam
v parfumerii a potravinaistvi kvuli jejimu intenzivni vini. Chromatogram vzorku GL-CZ
obsahoval jesté dalsi piky, které patiily k latce siloxan, pouzity v analyze jako standard.

Chromatogram vzorku GL-TH také obsahoval piky, odpovidajici latkam 6-methyl-5-
hepten-2-on, 2-undekanon a 2-methyl-5-(1-methylethyl)-fenol. Navic byl pozorovan pik
ukazujici na karvakrol, ktery ma antimikrobialni G¢inky a pouziva se jako potravinové
aditivum.

Chromatogram vzorku 10-RU1 obsahoval piky latek 1,3-dimethylbenzen a 1,2-
dimethylbenzen. Pfitomnost téchto latek miZze byt nasledkem schopnosti hub akumulovat
toxické latky z prostiedi. Kromé toho na chromatogramu vzorku 10-RU1 byl pozorovan pik
odpovidajici latce D-limonen, ktera je cyklicky monoterpen a hlavni komponent oleje

citrusovych kur. Podle nékterych vyzkumii, D-limonen pomaha pii 1é¢bé a prevenci rakoviny
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(Crowell et al., 1994). Navic, D-limonen podporuje hubnuti, pomaha pfi bronchitidé, paleni
zahy a ma protizanétlivé ucinky. Pouziva se také jako chutova ptisada pii vyrobe potravin.
Kromé D-limonenu byl nalezen B-selinen. Ve vzorku 10-RU2 také vyskytovaly dalsi latky, jako
a-santalen a a-himachalen.

Vodorozpustné polysacharidové frakce (F1) a ve vodé nerozpustny pevny podil po
horkovodni extrakei, frakce (F2), ze vsech tii sledovanych vzorku GL-CZ-, GL-TH a I0-RU1
byly podrobeny analyze pomoci infra¢ervené spektrometrie. Ukolem bylo stanovit chemické
slozeni celého spektra ucinnych latek zkoumanych hub. V tabulce IV je uvedeno zatazeni
charakteristickych past v MIR oblasti.

Vzhledem k tomu, Ze vSechna spektra (obr. 10 - 15) jsou si dost podobna spektra vzorku
I0-RUL (obr. 10), co se tyce vinové délky zjisténych funkénich skupin, byl diky tomu popsan
jenom tento spektra pro ilustraci. Na zaklad¢ ziskanych spekter uvedenych na obr. 10-15, bylo

zjisténo, Ze viechny frakce mély pasy typické pro uhlovodiky. Oblast kolem 3414 cm™!

je
typickd pro valen¢ni vibrace hydroxylu a vody (Ng, 1998). Této oblasti také muize byt
pfisuzovana jak symetricka, tak i antisymetrickd -NH valen¢ni vibrace v aminovych skupinach.
Rameno 2939 cm ™! mlize uké4zat na piitomnost symetrické a antisymetrické valenéni vibrace
CH_ skupin. Pasy kolem 1694 a 1501 cm™! jsou diikazem existence amid I a amid II vibrace u
bilkovin. U pasu 1462 cm™! je patrna rovinna deformaéni vibrace CHa, zatimco pas 1415 cm™!
je ptipisovan symetrické valenéni vibraci COO™ a 1382 cm™! miize byt diisledkem symetrické
deformacni vibrace CHs skupin. Okolo 1328 cm™' je pas, ktery mlize byt pii¢inou silné
barevnosti, typické pro houby rodu Inonotus. Je pravdépodobné, Ze disledkem je CO valenéni
vibrace u polymeru nesaturovanych slou¢enin obsahujici konjugované C=C a C=0 vazby. Je
vieobecné zndmé, Ze oblast od 1200 — 950 cm™! je povaZzovéna za oblast polysacharid,
obsahujici vysoky vyskyt piekryvajicich CO a CC spektrum valenéni vibrace u polysacharidli
(Synytsya et al., 2009). Queiroz et al., (2010) naopak tvrdi, Ze nikoli 1200 — 950 cm™! ale, Ze
rizné formy B — glykanu se vyskytuji v oblasti 1500 cm™ 750 cm™. Kozarski et al., (2012)
ptisuzoval pas 1080 cm™ k B-glukantim izolovanych z polysacharidii vyskytujicich se v houbé
Lentinus edodes.

Drobné rameno v oblasti okolo 900 cm™ v Obr. 10 je ptipisovano B-D-glukan. Synytsya et
al., (2009) to zjistil v oblasti kolem 894 cm™, ale Qian et al., (2009) oznagil pasy okolo celé
oblasti od 930 do 900 cm™ jako B-D-glukan. Na druhé strané, pasy u 773 cm™ ukazuji na
pravdépodobnou piitomnost [-glykosidické vazby. Tento vysledek je v souladu se studii
Mohacek-Grosev a Puppels, 2001, kteii tvrdi, Ze v oblasti od 950-750 cm™ se vyskytuji

a- a B- anomery Ci-H deformacni vibrace polysacharidi. Jejich studie navic pfipisuje
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0-(1,3)-glukan k piku 822 cm-1a a-(1,6)- je piifazena k pasim 929 a 850 cm™!. Podle nich

B-(1,3)-D-glukan je mozno vidét u piku 890 cm™.
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1 Zavér

Ukolem diplomové prace bylo prokézat pomoci dostupnych chemickych metod, jaké
ucinné latky obsahuji dfevokazné houby a porovnat ziskané vysledky s udaji odbornych zdroja.

Diplomova prace byla rozd€lena na ¢ast teoretickou a ¢ast praktickou. V rdmci teoretické
casti prace bylo cilem charakterizovat podle odbornych zdroja biologicky aktivné latky hub,
jejich léCivé tcinky a také popsat vybrané analytické metody pro jejich stanoveni.

Prakticka ¢ast zahrnuje pichled analyzovanych vzorkd hub rodd Ganoderma lucidum a
Inonotus obliquus a metod, které byly pouzity k stanoveni ¢innych latek, obsazenych v téchto
houbach. Dale prakticka ¢ast obsahuje vysledky a diskuzi.

K analyze byly vybrany vzorky dfevokaznych hub Ganoderma lucidum ptivodu z Ceska
a Tajska, a také hub Inonotus obliquus ptvodu z Ceska a riiznych oblasti Ruska.

U vSech surovych vzorkti hub byly stanoveny aromatické latky pomoci plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Bylo zjisténo, ze zkoumané houby
obsahovaly aromatické latky jak s prospéSnymi ucinky (karvakrol, D-limonen aj), tak i
piipadné toxické slouceniny (benzen, toluen, furan aj). Zastoupeni téchto latek se lisil v riiznych
vzorkach hub. Pfi¢inou tomu mtize byt vliv prostiedi a pidy kde rostla jednotliva houba. Vyskyt
toxickych latek v houbach miize byt ovlivnén schopnosti hub akumulovat tyto latky z prostiedi.
Proto je tieba davat pozor mistu kde sbirdme houby.

Dale byla provedena horkovodni extrakce s nasledujicim vysrazenim ethanolem. Ukolem
bylo izolovat polysacharidy a dalsi makromolekularni latky hub Ganoderma lucidum ¢eského
a tajského ptivodu, a hub Inonotus obliquus ruského ptivodu. Jako vysledek bylo ziskano Sest
frakce (GL-CZ-F1, GL-CZ-F2, GL-TH-F1, GL-TH-F2, 10-RU1-F1 a 10-RU1-F2).

U vSech uvedenych frakci bylo stanoveno chemické slozeni pomoci infraervené
spektrometrie v MIR oblasti. Z vyslednych absorp¢nich spekter bylo patrno, ze vSechny
nalezené latky jsou uhlovodiky. Kazda frakce obsahovala polysacharidy, véetné B-glukand, a
také bilkoviny.

Na zakladé ziskanych vysledkt je patrno, ze dievokazné houby obsahuji celou fadu
ucinnych latek (polysacharidy, bilkoviny, aromaticke latky), coz odpovida vysledkiim
odbornych ¢lankt. Podafilo se nam dokazat, ze dievokazné houby jsou zdrojem R-glukant,
ucinky.

Je znamo, ze dievokazné houby se tradi¢né pouzivaji ve vychodni medicin¢ jako 1ék

(Cina, Japonsko, Tajsko aj). Ale v zapadni mediciné se houby pouzivaji jenom jako doplngk
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stravy a jejich 1é¢ivé ucinky dosud neprokézany v dostateéné mife a nepotvrzeny klinickymi
studiemi.

Zavérem lze ¥ici, ze vyuziti dievokaznych hub piedstavuji pro moderni zapadni medicinu,
farmacii a potravinarstvi perspektivni smér pro vyvoj novych 1é¢ivych piipravki proti rakoving,
diabetu, kardiovaskuldrnich onemocnéni a dalSich chorob, pfedstavujicich aktudlni problém

dnesni populaci.
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Obr. 10: Absorp¢ni spektrum polysacharidové frakce Inonotus obliquus ruského pavodu (10-
RU-F1).
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Obr. 11: Absorp¢ni spektrum pevného zbytku Inonotus obliquus ruského pivodu (I0-RU-
F2).
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Obr. 12: Absorp¢ni spektrum polysacharidové frakce Ganoderma lucidum ¢eského

puvodu.
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Obr. 13: Absorp¢ni spektrum pevného zbytku Ganoderma lucidum ¢eského ptvodu.
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Obr. 14: Absorpéni spektrum polysacharidové frakce Ganoderma lucidum tajskeho

puvodu.

Absorbance

1.2

1.0 S

0.8 S

0.6 —

0.4 -

0.2 1

405

2930

Ganoderma Thajsko srazenina

0.0
4000

|
3000

/
4

T
1800

T T |
1600 1400 1200

Wavenumber cm’’

52

T
1000

T
800

T
600

400



1.2
Ganoderma Thajsko rafinat
0
[+)]
[32]
1.0
oF
- ~o
=
0.8
o -
]
& 06
£ 9 3
2 2 T
< & ™
0.4 - 3 B
s\«
<= =
- » 58 o
VY o 0
0.2 4
: 2
% /
0.0 T T 7/~ 1 1 1t 1 1 1 *t T 7
4000 3000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber cm’

Obr. 15: Absorp¢ni spektrum pevného zbytku Ganoderma lucidum tajského ptivodu.
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Obr. 16: Chromatogram surového vzorku Ganoderma lucidum tajského puvodu (GL-
TH)
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Obr. 17: Chromatogram surového vzorku Inonotus obliquus ruského pavodu (I0-RU1)
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Obr. 18: Chromatogram surového vzorku Inonotus obliquus ruského pavodu (I0-RU2)
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Obr. 19: Chromatogram surového vzorku Inonotus obliquus ruského pavodu (I0-RU3)
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Obr. 20: Chromatogram suroveho vzorku Inonotus obliquus ¢eského puvodu (I0-CZ)
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