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Vliv hlivy astricné na produkci kratkych mastnych kyselin
stfevni mikrobiotou

Souhrn

Jedlé houby mohou byt vyznamnym zdrojem vlakniny, zejména beta-glukand.
Beta-glukany vykazuji mnoho pfiznivych ucinkd jako je napfiklad podpora imunitniho systému
clovéka, silny antioxidacni ucinek nebo snizovani vedlejSich ucink(i chemoterapie. Kdyz se
beta-glukany dostanou do tlustého stfeva, tak jsou fermentovdny stfevni mikrobiotou
za vzniku mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které jsou pro lidské télo velmi dllezité.
Mezi tyto kyseliny Fadime acetdt, propionat a butyrat.

Neni pfesné zndamo, jak se v produkci kratkych mastnych kyselin lisi jednotlivé kmeny
hub rodu Pleurotus, proto bylo cilem této diplomové prace vyhodnotit jednotlivé kmeny
z hlediska produkce mastnych kyselin s kratkym Fetézcem mikrobiotou clovéka v in vitro
experimentu.

Bylo zkoumano mnoiZstvi vzniklych mastnych kyselin s kratkym fetézcem
po fermentaci vybranych druh( hub rodu Pleurotus. Pro pokus bylo vybrano 6 kmen( ze tfi
druh hliv: P. flabellatus, P. pulmonarius, P. ostreatus opuntiae, P. ostreatus ivory, P. ostreatus
5175 a P. ostreatus X. Jako zdroj stfevnich bakterii pro experiment byly pouzity lidské stolice
od tii zdravych darc(. Vzorky hub se stolici byly fermentovany v tfepaci [azni pfi teploté 37 °C.
Odbér vzorkd probihal v ¢asovych intervalech 0, 4, 8 a 24 hodin. Nasledné byly méreny
na NMR spektrometru Bruker Avance Il 500 MHz. Vysledna spektra byla manudlné fazovana
a referencovana na TSP 0.00 ppm v programu Topspin. Alignment a export spekter byl
proveden v programu Mestrenova, cilové profilovani latek a kvantifikace v programu
Chenomx 8.5.

VSechny druhy hub vykazovaly po fermentaci zvySeny obsah mastnych kyselin
s kratkym Fetézcem. Nejvyssi obsah acetdtu vykazovali Pleurotus flabellatus a Pleurotus
ostreatus ivory s primérnou hodnotou 370,4 mg.dL. Nejvy$siho obsahu propiondtu dosahl
Pleurotus pulmonarius, ktery vykazoval hodnotu 150,50 mg.dL’. Nejvy33ich hodnot butyratu
doséhli Pleurotus pulmonarius a Pleurotus ostreatus X, jejichz hodnoty se lisily 0 0,6 mg.dL?,
primérné jejich hodnota ¢inila 184,4 mg.dL™.

Z dosazenych vysledkl vyplyvd, Ze z pouzitych kmenl hub se jako nejvhodnéjsi
pro produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem jevi Pleurotus flabellatus a Pleurotus
pulmonarius. Naopak jako nejméné vhodny kmen se zda Pleurotus ostreatus 5175.

Tento experiment byl jeden z prvnich pokusl porovnavajicich jednotlivé kmeny rodu
Pleurotus, proto by bylo vhodné pokracovat dal napfiklad v in vivo studiich.

Klicova slova: Pleurotus ostreatus, beta—-glukany, kratké mastné kyseliny, NMR



Influence human microbiota short-chain fatty acids
production by oyster mushroom

Summary

Edible mushrooms can be an important source of fiber, especially beta-glucans. Beta-
glucans have many beneficial effects, such as supporting the human immune system, a strong
antioxidant effect or reducing the side effects of chemotherapy. When beta-glucans enter the
large intestine, they are fermented by the intestinal microbiota to produce short-chain fatty
acids, which are very important to the human body. These acids include acetate, propionate
and butyrate.

It is not known exactly how the individual strains of fungi of the genus Pleurotus differ
in the production of short fatty acids, so the aim of this diploma thesis was to evaluate
individual strains in terms of production of short chain fatty acids by microbiota in an in vitro
experiment.

The amount of short-chain fatty acids formed after fermentation of selected species of
fungi of the genus Pleurotus was investigated. Six strains from three species of mushrooms
were selected for the experiment: P. flabellatus, P. pulmonarius, P. ostreatus opuntiae,
P. ostreatus ivory, P. ostreatus 5175 and P. ostreatus X. Human stools from three healthy
donors were used as a source of intestinal bacteria for the experiment. Stool mushroom
samples were fermented in a shaking bath at 37 ° C. Sampling took place at time intervals of
0, 4, 8 and 24 hours. They were then measured on a Bruker Avance Ill 500 MHz NMR
spectrometer. The resulting spectra were manually phased and referenced to a TSP of 0.00
ppm in the Topspin program. Alignment and export of spectra was performed in the program
Mestrenova, target profiling of substances and quantification in the program Chenomx 8.5.

All types of fungi showed an increased content of short-chain fatty acids after
fermentation. Pleurotus flabellatus and Pleurotus ostreatus ivory showed the highest acetate
content with an average value of 370.4 mg.dL-1. The highest propionate content was reached
by Pleurotus pulmonarius, which had a value of 150.50 mg.dL-1. The highest values of butyrate
were reached by Pleurotus pulmonarius and Pleurotus ostreatus X, whose values differed
by 0.6 mg.dL-1, their average value was 184.4 mg.dL-1.

The results obtained show that Pleurotus flabellatus and Pleurotus pulmonarius
appear to be the most suitable fungus strains used for the production of short-chain fatty
acids. In contrast, Pleurotus ostreatus 5175 appears to be the least suitable strain.

This experiment was one of the first experiments comparing individual strains of the
genus Pleurotus, so it would be appropriate to continue, for example, in vivo studies.

Key words: Pleurotus ostreatus, beta-glucans, short fatty acids, NMR
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1 Uvod

Houby jsou po celém svété jiz od starovéku cenény v kuchyni kvali své jedine¢né
a jemné chuti. Jsou také povazované za zdroje dulezZitych Zivin véetné mineral(, vitaminQ
a vlakniny. Bilkoviny obsazené v houbach obsahuji vSech 9 esencialnich aminokyselin, které
¢lovék musi prijimat potravou. Na svété existuje vice nez 2000 druh( hub, ale jako potrava je
pfijimano zhruba 25. Kvdli jejich potencidlné prospéSnym ucinkdm na lidské zdravi jsou
v posledni dobé vyuzivany jako funkéni potravina. Agaricus bisporus (pecarka dvouvytrusad) je
na svété nejrozsahleji péstovand. V roce 2012 bylo sklizeno 7 959 979 tun hub na celém svété,
vétdinu vyprodukovala Cina (Correa et al. 2016).

Houby rodu Pleurotus (hliva) se vyskytuji na celé nasi planeté. Tyto houby maji vysokou
nutriéni hodnotu a v produkci hub jsou na tfeti pozici. Ve velkém jsou péstovany Pleurotus
ostreatus a Pleurotus pulmonarius, pficemz néktefi producenti uvadi na trh Pleurotus
pulmonarius pod nesprdvnym nazvem Pleurotus sajor-caju. Prava sajor-caju byla zatazena
do rodu Lentinus a nese tedy nazev Lentinus sajor-caju (Correa et al. 2016).

Pro chutnou a vyZivnou hlivu jsou typické jeji fyziologické vlastnosti (Smiderle et al.
2012). Hliva je béZné vyuZivana na pfipravu polévek. Podava se taky grilovana, restovana,
varena nebo dusena (Reis et al. 2012).

Jedlé houby mohou byt vyznamnym zdrojem vldkniny, zejména beta-glukanda.
Beta-glukany vykazuji mnoho pfiznivych ucink( jako napfiklad podpora imunitniho systému
¢lovéka, silny antioxidacni ucinek nebo snizovani vedlejSich ucink(i chemoterapie. Kdyz se
beta—glukany dostanou do tlustého stfeva, tak jsou fermentovany stfevni mikrobiotou
za vzniku mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které jsou pro lidské télo velmi dllezité. Mezi
tyto kyseliny rfadime acetat, propionat a butyrat. Stfevni mikrobiota umi fermentovat
i bilkoviny za wvzniku mastnych kyselin s kratkym retézcem, ale preferuje sacharidy.
Pfi fermentaci vznikaji nejen tyto kyseliny, ale také meziprodukty, kterymi jsou napftiklad
sukciat, fumarat nebo laktat.

Stfevni mikrobiota je dlleZitou soucasti tlustého stfeva. Zpracovava nestravitelné ¢asti
potravy, produkuje télu prospésné latky a vitaminy a také se podili na udrZeni epitelialni
bariéry. Na mikrobiotu md vliv mnoho faktor(, proto se lidé svou mikrobiotou lisi. Zalezi
na zplsobu narozeni, vyzZivé v kojeneckém obdobi, hygienickych podminkach, na uzivani
antibiotik a predevsim stravovacich navycich jedince (Voreades et al. 2014).

V lidském téle hraji mastné kyseliny s kratkym retézcem dulezité role a zatim neni
dostatecné prozkoumano, jak se v produkci kratkych mastnych kyselin lisi jednotlivé kmeny
fetézcem pro lidské zdravi je butyrat. Hamer et al. (2008) uvadi, Ze butyrat ma radu ucinka,
napriklad ovliviiuje sliznici tlustého streva, inhibuje zanét a také karcinogenezi.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové préce je vyhodnotit jednotlivé kmeny hlivy z hlediska jejich schopnosti
byt zdrojem kratkych mastnych kyselin v travicim traktu ¢lovéka.

Dil¢im cilem diplomové prace je zpracovat prehled literatury o hlivé ustfi¢né a jejim vlivu
na produkci kratkych mastnych kyselin stfevni mikrobiotou.

Hypotéza: Rizné kmeny rodu hliva se liSi v potencidlu slouZit jako prekurzor tvorby
mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Pomoci experimentl lze zjistit rozdily u jednotlivych
kmena.



3 Literarni resSerse

3.1 Houby rodu hliva a jejich historie

Houby rodu hliva (Pleurotus) patfi do tfidy stopkaté neboli stopkovytrusé houby
(Basidiomycetes). Na obvykle dvoujaderném myceliu (podhoubi) se za ptiznivych podminek
vytvari plodnice, kterd produkuje kyjovité bazidie (buriky stopkovytrusych hub) (Valicek 2011).
Z vrcholu bazidii vyrustaji az ¢tyfi stopecky (sterigmaty), na kterych se tvofi vytrusy (Kaizer
2005). Vytrusy (bazidiospory) slouzi k rozmnoZovani (Lynch 2019).

Dale se rod hliva (Pleurotus) fadi do fadu lupenotvaré (Agaricales). Na spodni strané
klobouku se nachazeji lupeny pokryté vrstvou bazidii a vytrust (Valicek 2011) Tato vrstva
se nazyva rousko neboli hymenium (Svréek 1996).

Tabulka 1: Zarazeni hlivy ustficné (Monolea 2006)

RiSe: houby (Fungi)

Oddéleni: stopkovytrusné (Basidiomycota)
Trida: stopkovytrusé (Basidiomycetes)
Podtrida: rouskaté (Agaricomycetidae)
Rad: lupenotvaré (Agaricales)

Celed: hlivovité (Pleurotaceae)

Rod: hliva (Pleurotus)

Druh: ustficna (ostreatus)

Starovéci Rekové véfili, ze houby poskytovaly vojakiim a bojovnikiim silu potfebnou
do bojli a valek. Nejen houby rodu hliva, ale i jiné houby ziskaly patficny zdjem, jelikoz byly
a stale jsou vyznamnym nositelem chutného pokrmu s Ié¢ivymi vlastnostmi. Houby, tudiz
i hlivy obsahuji vysoky obsah vitaminu, organickych a mastnych kyselin ¢i sterolt. Ne nadarmo
nazyvaji Ciflané jiz po staleti houby elixirem Zivota. Mimo jiné jsou v Ciné houby pfedepisovany
jako soucast |écebnych procedur. Proto vétSina farmaceutickych spolecnosti v jihovychodni
Asii, zejména Cina, vyuZiva lé¢ivé houby jako zdroj bioaktivnich molekul (Maftoun 2015).

Se sbérem hlivy se zacalo jiz pfed mnoha staletimi. NejstarSi moZznou doloZenou
zpravou o vyuziti hub k Iééeni je recept z Indie, jenZz je datovany k roku 3 000 let pf. n. I.
Ve stejném casovém Useku se houby staly posvatnou potravou prodluzujici Zivot napftiklad
i v Egypté. Zminku o hlivé UstFiéné nalezneme i v jedné z basni z dob dynastie Sung (Cina)
(960-1279). S cilenym péstovani se vsak zacalo mnohem pozdéji. V Evropé se zacala péstovat
hliva Ustficna v poloviné minulého stoleti (Valicek 2011).



Nejdel$i tradici v péstovani jedlych hub rostoucich na difevé md Japonsko a Cina. Prvni
Uspésné vypéstovani hlivy ustficné v laboratofi dolozil némecky badatel Falck. Vysledky své
prace publikoval v roce 1917. Postupy péstovani hlivy na difevénych Spalcich se prvotné v praxi
aplikovaly na evropském kontinenté, na uUzemi Madarska. Na Uzemi tehdejsiho
Ceskoslovenska, presnéji v letech mezi 1969-1971, probéhly prvni zkougky s p&stovanim hlivy
ustricné. Samotny technologicky postup vyroby, sadby a nasledné péstovani hliv vyvinula
RNDr. Anastdzia Ginterova (LepSova 2001).

Odhaduje se, Ze existuje vice nez 200 druht hub rodu Pleurotus, z nichz vSsechny jsou
jedlé a oceniované pro svou chut, vini a strukturu, jakoZ i pro bioaktivni potencial podporujici
zdravi (Barbosa et al. 2020). Hliva ustficnd poskytuje Siroké spektrum biologicky aktivnich
latek, které posiluji fyziologicky stav naseho organismu. Beta-glukan obsazen v hlivé Ustficné
stimuluje imunitni systém téla. Je prospésny pfi rakoviné, cukrovce i mikrobialnich infekcich
(Mowsurni & Chowdhury 2010). Beta-glukany patfi mezi fyziologicky aktivni slouceniny
oznacované jako modifikatory biologické (imunitni) odpovédi, které se déli na cytokiny
a imunomoduldtory. Imunomoduldtory jsou schopny pozitivné (imunopotenciace)
¢i negativné (imunosuprese) manipulovat s imunitnim systémem.

Existuje vice druhl hliv, pfiemzZ charakteristiky z odborné literatury vychazi
z obecného dogmatu samotné hlivy Ustficné. MdzZeme se proto mnohdy setkat s prolinanim
popisnosti hliv jako takovych a hlivy Ustfi¢né.

Na nasem Uzemi jsou mimo jiné rozsifeny tyto druhy hliv:

e hliva plicni,

e hliva miskovit3,

e hliva dubov3,

e hliva mackova,

e hliva topolov3,

e hliva ¢epickata (LepSova 2001).

V tropickych oblastech a na jizni polokouli je potvrzen vyskyt:

e Pleurotus djamor,

e Pleurotus cystidiou,

e Pleurotus lewis,

e Pleurotus tuberregium,

e Pleurotus australis,

e Pleurotus puprpureo-olivaceus a jiné (LepSova 2001).



3.2 Specifikace hlivy ustricné

Hliva ustfi¢na (Pleurotus ostreatus (JACQ. Ex FR.) P. KUMM.) je dfevokazna lupenita
houba. Ma Sedivy masity klobouk o velikosti 5-35 centimetr(. Je to velmi rozsifeny druh,
jemuz se jako i jinym houbam pfipisuji 1é¢ivé vlastnosti. Hliva pochazi z Ciny, své druhové
jméno ziskala diky tvaru pfipominajicimu tvar ustfice (Valicek 2011).

Hliva Ustfiénd ma bokem pfirostly anebo protazeny kratky tfer. Plodnice hlivy Ustfi¢cné
tvori bohaté trsy, které jsou zarazeny stuprovité nad sebou. Jejich hmotnost muize dosahnout
az jednoho kilogramu. Pokozka je hladka, s lysou strukturou. Zbarveni pokozky je od Sedé pres
Cernou az po Sedohnédou barvu. Tren i jeho duZina byva bilé barvy, lupeny jsou téz bilé
az naSed|é. Velikost tfené se pohybuje v rozmezi 1 az 4 cm a je zhruba 2 cm tlusty, valcovitého
tvaru. Mlada plodnice je mékka a postupem stari tuhne (Valicek 2011).

Hliva roste v mirném klimatickém pasmu, kde parazituje na mrtvych i Zivych kmenech,
a to predevsSim na listnatych stromech. Vytvari bilou hnilobu, kterou poskozuje kmeny.
V ptirodé ji mGzeme vidét od konce léta aZ do zimy, neposkodi ji ani mraz (Volk & Volk 2004).
Z hlediska aktivniho vyuZiti péstovani hlivy je v poslednich letech zalezitosti zcela komer¢ni.
Na konci devadesatych let minulého stoleti se v Ciné ro¢né vypéstovalo ai 85 % veskeré
svétové produkce hlivy Ustficné. Mezi evropskou velmoc v péstovani této houby patfi
Madarsko (Jablonsky & Sasek 1997).

Pti péstovani ve velkych péstirnach je nezbytné pouzivat ochrannou masku vybavenou
ventildtorem a filtrem. Nebezpedi vznikd pfi dozravani hlivy, kdy dochazi k postupnému
vytvareni spor. Citlivym osobam se pfi vdechnuti spory mlze projevit alergicka reakce. Stane
se tak, kdyz spory vniknou do plicnich sklipk a zplsobi tim onemocnéni, takzvanou
alveotilidu. Nasledna alergicka reakce se dostavi po 6 az 8 hodinach, po vdechnuti spor.
Pravodnim charakteristickym znakem alergie je bolest hlavy, zvySend teplota, suchy kasel
a nevolnost (Jablonsky & Sasek 1997).

Plodnice hlivy ustficné obsahuji az 2,5 % bilkovin, 5 % sacharidd a pouze 0,1 az 0,2 %
tuku, jsou tedy energeticky malo vydatné. Pribliznd energetickd hodnota 100 g susiny hlivy
ustficné je velmi nizkd, v priméru obsahuje kolem 340 kcal (1423kJ) (LepSova 2005). Diky
tomu radime hlivu Ustfiénou mezi dietetické potraviny (Klan 1989). Posledni doloZené studie
hovofi o tom, Ze hliva obsahuje celkem 18 mastnych kyselin. Jedna se zejména o kyselinu
linolenovou a kyselinu olejovou. Mimo jiné je hliva obohacend o Sirokou Skalu aminokyselin,
nejvétsi procentudlni zastoupeni ma kyselina glutamova (Valicek 2011).

V plodnicich hlivy byl rozpoznan specificky B-(1,3)-D-glukan, nazyvany pleuran
(B-D glukopyrandza), ktery ma patrné protinadorové ucinky a téz vyrazné podporuje imunitu.
Proti odbourdvani cholesterolu aktivné plsobi dalSi objevend latka nazyvand lovastin
(mevinolin, monakolin K, levastacin). Lovastin patfi do skupinu statinl, které radime
mezi inhibitory HMG-CoA reduktdzy (koenzym hydroxymethylglutaryl-koenzym A). Dalsi
pfitomnou chemickou latkou jsou steroly, napriklad ergosterol a také nizké obsahy vitaminu



skupiny B, C a K. Obsahuje také mineralni latky jako jsou: Zelezo, draslik a fosfor a také stopové
prvky, mezi které fadime selen zinek bor jod (Phan 2018).

Alkaloid eritadenin pfitomny v hlivé ma schopnost regulace hladiny cukru
a cholesterolu v krvi. DalSi obsazenou latkou je terpen pleurotin, vykazujici antimikrobialni
a protirakovinnou aktivitu. Dalsi vyznamnou latkou podilejici se na zachyceni cholesterolu
je chitin (Valicek 2011).

Obrazek cislo 1: Hliva ustfi¢na (Socha & Jegorov 2014)

3.2.1 Podminky vhodné pro péstovani hlivy

Péstovani hlivy je snadno dostupné a pomérné jednoduché. Je vSak nutné pfi tomto
procesu dodrzet nékolik podminek. Prvni podminkou je ptiprava vhodného péstebniho
substratu, tak, aby jej neobsadily jiné druhy hub nez pravé zminované hlivy. Dalsi nezbytnou
podminkou je zabranit pfi kultivaci podhoubi vysychdni substratu. Mimo jiné je nutné
zachovat tepelny rezim jednotlivych péstebnich krok(, a to v souladu s tim, jak to vyZaduje
péstovany druh hlivy. Literatura dale uvadi nepostradatelnost vhodného vétraciho rezimu,
kdy je dUlezité dodrZet potfebnou koncentraci oxidu uhli¢itého pfi proristani mycelia
a pri nasazovani atvorbé plodnic. Nebot pro optimalni vyvoj plodnice je zcela nezbytné,
aby plodnice dosahovala nizké koncentrace oxidu uhli¢itého spoleéné s dostatecnym
osvétlenim (Jablonsky & Sasek 2006).



PFi péstovani hlivy ustficné je nutné myslet na fakt, Zze tento druh houby je citlivy
na teplotu. Fruktifikuje neboli tvofi plodnice jen v pfipadé, Ze je okolni teplota nizsi nez 15°C.
Nastane-li situace, kdy je teplota trvale jen o nékolik stupn(i vyssi, nedojde k tvorbé zarodku
plodnic. Pro zahdjeni tvorby plodnic staci, aby béhem noci okolni teplota klesla pod 10-12 °C.
Naopak ve dne muZe teplota dosahnout i 20 °C, pfi téchto podminkach vyvoj plodnic
pokracuje. Z mnoziny hlavnich fyzikdlnich faktorl je dale nezbytnd vzdusna vlhkost, kdy je
pro dokonaly vyvoj plodnic nezbytna vysoka relativni vlhkost vzduchu, pohybujici se v rozmezi
80az 90 %. Za optimalni hodnotu pH béhem rlistu podhoubi hlivy Ustficné povazujeme
rozmezi 5,5 a7 6,5 (Jablonsky & Sasek 2006).

Methoxybenzaldehyd je plynnad latka, kterou hliva Ustfi¢na uvoliiuje pro svou ochranu.
Latka methoxybenzaldehyd potlacuje vyvoj grampozitivnich i gramnegativnich bakterii a hub.
Mimo jiné zastavuje i kliceni a rlst podhoubi z vytrus(i konkurencnich hub. Protibakterialni
ochrana plodnice je zabezpecovana latkou obsahujici oktenol, ta plodnici umozni dostatecné
dlouhy €as pro proces dozravani a uvolfiovani vytrus( (Jablonsky & Sasek 2006).

Samotny zplisob péstovani hlivy provadime intenzivni a extenzivni formou.
Pfi intenzivnim péstovani se jako substrat vyuziva predevsim slama ¢i dalsi lignocelulézové
odpady, mezi které fadime napriklad ryZzovou, kukuti¢nou a fepkovou slamu, hrachovinu,
piliny, kukufi¢na vietena, bavinikovy odpad, papir, kokosova vldkna, zelenou hmotu z vodniho
hyacintu a jiné. Témito pfiklady hmot houba rychle prorlstd, ¢imzZ se zkracuje péstitelsky
cyklus. Extenzivni péstovani hlivy je oznacovdno za jednoduchy zplsob péstovani.
Mezi vyhody extenzivniho péstovani patti dlouhodobé plozeni (Holubova 2009).

Dle vyhlasky ¢. 157/2003 Sb. Ministerstva zemédélstvi ze dne 12. kvétna 2003 je
v Ceské republice povoleno péstovat k pfimému prodeji nebo daldimu priimyslovému
zpracovani pro potravinarské ucely 15 druht hub ze tfidy stopkovytrusnych (Basidiomycetes).
Patfi sem hliva ustficnd (Pleurotus ostreatus), hliva plicni (Pleurotus pulmonarius), hliva
miskovita (Pleurotus cornucopiae), hliva mackova (Pleurotus eryngii), Zampion hnédy
(Agaricus brunescens), Zampion zahradni (Agaricus hortensis), penizovka sametonohd
(Flammulina velutipes), limcovka obrovska - hnéda a zlutd forma (Stropharia rugosoannulata),
houzevnatec jedly - shii-ta-ke (Lentinus edodes), polnicka topolova (Agrocybe aegerita),
hnojnik obecny (Coprinus comatus), kukmak sklepni (Volvariella volvacea), operika ménliva
(Kuehrneromyces mutabilis) a ucho JidaSovo (Hirneola auricula-judae). Nejéastéji se u nas
z povolenych druh( péstuji Zampiony a hliva Ustficna (LepSova 2005).



Obrazek cislo 2: Hliva ustfi¢na (Socha & Jegorov 2014)

3.2.2 Pleurotus pulmonarius

Hliva plicni (Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél.) se fadi mezi jedlé, dfevokazné houby
z ¢eledi hlivovitych. Hliva plicni roste od kvétna do listopadu, a to na Zivych ¢i odumrelych
kmenech listnatych stroml, nejcastéji roste na bucich a lipach. Hliva plicni je
nejkultivovanéjsim druhem hliv (Pleurotus) v Evropé a Severni Americe. Hliva plicni, téZ znama
jako indicka ustfice ¢i italska Ustfice, je houba velmi podobna hlivé ustficné. Od sebe jsou
rozeznatelné diky nékolika znatelnym rozdildm. Klobouk hlivy plicni je mnohem bledsi
a velikostné mensi nez u hlivy ustti¢né. Hliva plicni dale upfednostiiuje teplejsi pocasi. Vyskyt
tohoto druhu hlivy je rozsifen na uUzemi mirnych a subtropickych lesd po celém svété.
Na vychodé Spojenych statl americkych roste hliva plicni v listnatych lesich, zatimco
na zdpadé se tato hliva vyskytuje spiSe na stromech jehli¢natych (Stamets 2000).

Hliva plicni je po staleti vyuZivana nejen jako jedla houba, ale také pro své jedine¢né
chutové vlastnosti a jedine¢nou vini. Obsahuje velké mnoiZstvi proteint, polysacharidd,
esencialnich aminokyselin a vitamin(, v€etné niacinu a riboflavinu. Dale ma také vysoky pomér
draslik k sodiku. V poslednich letech vznikly studie, které potvrzuji fakt, ze hliva plicni ma
pozitivni farmakologické vlastnosti. PUsobi antibakteridlné, protinadorové, imunostimulacné,
protizanétlivé, pomaha branit potencialnim vaskularnim komplikacim a muze sniZzovat hladinu
cukru v krvi (Wu et al. 2019).



Obrazek cislo 3: Hliva plicni (Socha & Jegorov 2014)

Nékolik studii, které byly s hlivou plicni provedeny, prokazaly pozitivni [éCivé Ucinky.
Hliva plicni byla testovdna v souvislosti se snizenim citlivosti na bolest. Kde vyznamnou roli
sehral beta-glukan. Experimentdlni testy byly provedeny na mysich. Poznatky z téchto studii
by se v budoucnu mohly stat zakladem pro nové analgetické léky. V dalSich studiich hliva plicni
vykazovala také protizanétlivé a protinddorové ucinky. Ty mély pdvod v methanolovém
extraktu z hlivy plicni (Stamets 2000).

Hlavnimi materialy pro tradi¢ni péstovani hlivy plicni jsou piliny a bavinikové slupky.
Tyto suroviny jsou oviem drahé. V Ciné se pro péstovani hlivy plicni dale vyuZiva peni¢na
sldma, ryzova slama, kukuficné klasy, sdjova slama, araSidovd sldma, kukuti¢nda slama
a fepkova sldma. Vybér substratu hraje vyznamnou roli ve vyzivovém slozeni hliv (Wu et al.
2019).

Védci se snazi i o Slechténi hlivy plicni. Pfi studii z roku 2016 se pokusili vypéstovat
vylepSené kmeny tohoto druhu vytvorenim systematického schématu vyuzivajiciho genetiku
a hybridni Slechténi. Po vyhodnoceni vzorkl byli pro kfizeni zvoleni tfi zastupci parentdini
generace a nasledné 22 izolatl s jednou sporou. Provedeno bylo 231 kfizeni, z nichz bylo 88
kompatibilnich a 46 hybrid( bylo schopno vytvofit bazidiokarp (plodnice) v prvnim cyklu
kultivace. Genetické variace a analyzy heritability ukazaly, Ze vétsina z celkovych genetickych
variaci pozorovanych u vétsiny znakl byla spojena s geny, které mély dominantni efekt.



Z vysledk( studie vyplyva, Ze tfi vybrané nové hybridy vykazovaly vyrazné vyssi produkci
a heterdzu nez ostatni nové kmeny, véetné jejich rodicl (Avin et al. 2016).

3.2.3 Pleurotus flabellatus

Pro ucely ziskani pfesnych informaci ohledné nutri¢nich hodnot Pleurotus flabellatus
bylo pouzito syntetické médium. Na zdkladé vyuZiti mnoha testovanych zdroji uhliku bylo
zjisténo, Ze lidsky organismus vyuZivd hexdzové cukry snadnéji, nezli cukry jiné. NejlepSim
zdrojem dusiku u Pleurotus flabellatus byl shledan citrat amonny. Dle provedenych studii bylo
zjisténo, zZe pri vyssi koncentraci dusiku vné hlivy se i pfimo umérné zvysuje podil vytézku
ze samotné susiny hlivy. Pfi tomto procesu vzrostl i obsah surovych protein(i v myceliu. Mimo
to byly provedeny i rzné studie, které se zamérovaly na ucinek zastoupenych latek a jejich
zivin v myceliu. Kdy pravé tyto latky zvySuji obsah surovych proteinl v myceliu, jedna se o latky
jako jsou fosfor, draslik, vapnik a horcik. Optimalni rozmezi pH bylo stanoveno mezi 4,5a 7,5
(Srivastava & Bano 1970).

Pleurotus flabellatus jsou zndamé pro svlj vysoky zdroj bilkovin z esencidlnich
aminokyselin, jako je napftiklad leucin, isoleucin, valin, tryptofan, lysin, threonin, fenylalanin,
methionin a histidin. V Pleurotus flabellatus je obsazeno 20-40 % bilkovin a az 72-83 % z této
houby mizZe byt traveno lidskym télem. Druh Pleurotus flabellatus obsahuje antioxidacni
slozku, jako je flavonoid, kyselina askorbova, beta-karoten a lykopen (Waskito 2016).

Gasgupta et al. (2014) ve své studii uvadi, ze Pleurotus flabellatus je potencidlnim
zdrojem pfirodniho antioxidantu, ktery by Slo pouZzit jako doplnék stravy k lé¢bé rlznych
onemocnéni souvisejicich s oxidativnim stresem.

Hlivy rodu Pleurotus jsou znamé pro svij vysoky obsah bilkovin. V Indonésii se Siroce
konzumuje napfiklad hliva Ustficna a Pleurotus flabellatus (téz zndma jako houba-rizova
Usttice), kterd je tzv. potencidlni ndhrazkou masa pro lidi, ktefi se pravé konzumaci masa
vyhybaji. Vyzkum se zaméril na fakt, Ze pravé Pleurotus flabellatus by mohl byt péstovan
pro svUj vysoky obsah bilkovin, a tedy jako potencidlni vyZivové srovnatelnd nahrada jako je
maso. Druhotnym cilem bylo zjistit optimalni vzorec masného analogu odvozeného z mycelia
Pleurotus flabellatus metodou povrchové odezvy (RSM). Masny analog byl pro potreby
vyzkumu vyroben parou. Do masové analogové formulace byla pfidana dalsi slozka, jako je
sojova mouka, tapiokovy skrob a bramborova mouka. Produkt masového analogu byl vybran
na zakladé podobnych texturnich vlastnosti jako maso. Vysledek vyzkumu prokazal, Ze nové
vytvoreny produkt se sestava ze 40 % mycelia, 30 % séjové mouky, 20 % tapiokového Skrobu
a 10 % sladké bramborové mouky. Obsahoval 50,14 % sacharidd, 19,30 % bilkovin, 27,50 %
tuk(, 3,06 % popelovin, 10,50 % vldkniny v potravé, 14,67 mg GAE.g! celkové fenolické
kapacity, DPPH (6,27 mg AEAC.g! produktu) a FRAP (13,47 mg FeSO4.g! produktu),
glykemicky index (20.06) a glykemicka zatéz (10.06). Obsahoval také devét esencidlnich
aminokyselin a vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin (Waskito 2016).
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3.2.4 Pleurotus ostreatus opuntiae

Nazev Pleurotus ostreatus opuntiae se bez rozdilu pouziva pro popis hub s bilym
az Sedobilym pruhovym a dimitickym podhoubim, jenZ roste na rostlindch rod(i Opuntia,
Yucca, Agave, Phytolacca atd. Vysledek studie z roku 2019 dokazuje, Ze tento nazev by mél
byt vyhrazen pouze pro exemplare pochazejici ze sttedomorské oblasti. Ze studie téZ vychazi,
Ze tento druh houby pochazi z Italie a je vyuZitelny pfi |écbé velkého spektra onemocnéni.
Hlavnim pozitivem Pleurotus ostreatus opuntiae je jeji vyuziti pfi ovlivnéni zdravotniho stavu.
Uvadi se napfriklad pouziti této houby pti IéCeni a regeneraci vnitfnich organ(, pfi podpore
peristaltiky, respiracnich problémech, opakujicich se zanétech dychacich cest ¢i pfi kardio-
vaskuldrnich problémech aj. (Zervakis et. al. 2019).

3.3 Sacharidy obsazené v hlivé

Sacharidy jsou nejrozsifenéjsi organické slouceniny v biosfére, jsou zdkladnimi slozkami
vSech Zivych organism( a biologicky aktivnimi molekulami. Pod nazvem se vyznaduji
polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, obsahujici v molekule minimalné tfi alifyticky
vazané uhlikové atomy a téz slouceniny, jenZ se znich tvofi vzajemnou kondenzaci
za postupného vzniku glykosidovych vazeb. Tyto vazby plni v Zivych biologickych objektech
prevazné funkci strukturni a metabolickou (Hoza & Kramarova 2005).

V plazmé hub se nachdzeji rezervni rozpustné sacharidy, jako jsou: glykogen, trehalosa,
galaktany, ribosa a glukosa. Tyto rozpustné sacharidy jsou doprovdzeny cukernymi alkoholy,
jako jsou: mannitol, volemitol, sorbitol, arabitol a erythrinol. Cerstva hliva UstFi¢na vykazuje
méné nez 1 % pro Clovéka pfijatelnych sacharid(. Hlavnimi obsahovymi latkami hlivy jsou
polysacharidy, ve vodé rozpustné i nerozpustné. Jsou to latky s vyraznou biologickou aktivitou
(Opletal 1993).

V hlivé ustticné bylo rozpustnych sacharidli nejméné, nejvyssi zastoupeni md glukosa
(10,6 mg.g?), mannitol (3,6 mg.g?) a trehalosa (2,8 mg.g?) (LepSova 2001). Zakladni slozku
nerozpustnych polysacharidd tvofi komplex slozeny z chitinu (polysacharid tvoreny
aminocukry, zejména poly-N-acetylglukosaminem), chitosanu a nékterych glukan(, které jsou
podstatou bunécné stény hub. Spoleé¢né s polysacharidy se v bunécné sténé cerstvé houby
nachdzi celkem 7 % sacharid(i (Opletal 1993).

Plodnice hlivy jsou vyznamnym zdrojem potravni vlakniny, susina obsahuje zhruba 26 %
nerozpustné a kolem 1 % rozpustné frakce. V porovnani s vldkninou ovoce, zeleniny a obilnin,
se vlaknina hub vyrazné lisi. Zatimco u ovoce, zeleniny a obilnin je hlavni soucasti celuldza,
hemiceluldza a pektiny, takzvané biopolymery kyselého charakteru, u hub je podstatnou ¢asti
vlakniny slozka bazickych polymeru, chitinu a chitosanu (Dore 2010).

Chitin je polymer ve kterém se navzajem vazi N-acetyl-B-D-glukosamin a B-D-glukosamin
B(1->4)-glykosidovou vazvou. Chitin je ve vodé nerozpustny a pomérné odolny vUci

chemickym ¢inidlim. Rozkladd se pouze bakteridlnimi enzymy chitinasami, enzymem
lysozymem a koncentrovanymi kyselinami. Chitosan vznikd alkalickou hydrolyzou chitinu,
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ten se Castecné rozpousti v kyselém prostredi, mimo jiné i v Zaludecni stavé, kde se jeho volné
primarni aminoskupiny protonizuji a nové vznikla latka dava takto preménénému chitosanu
vlastnosti blizké cholestyraminu (Wonk 2006). Cholestyramin neboli styren-divinyl-benzenovy
kopolymer vaZe jako neresorbovatelny anex v tenkém stfevé ZluCové kyseliny,
kterym se prisuzuje karcinogenni Gc¢inek na tlusté stfevo, narusuje jejich entyrohepatalni obéh
a tim snizuje hladinu chelesterolu v plazmé (Opletal 1993).

Chitin a dalsi slozky stény (beztvaré slozité cukry — glukany a mannany) ve svych molekulach
obsahuji znaéné mnozstvi vazebnych mist pro kovy které se mohou v houbové vldkniné
uvolfiovat nebo naopak pevné vazat (LepSova 2001). Houby jsou pro ¢lovéka stravitelné jen
z Casti, jelikoz lidsky organismus neni zcela schopen samotny chitin Stépit (Hoza &Kramarova
2005).

3.3.1 Beta-glukany

Hliva ustficna je zdrojem pfirodni imunomodulacni latky beta-glukanu, ktery
se v odborné literature oznacuje jako pleuran. Podle nékterych nazor( je potreba beta-glukan
z hlivy nejprve izolovat a purifikovat (ocistit), aby mohl aktivné plsobit v lidském organismu.
Beta-glukan se nachdzi v bunécnych sténdch hub, kde je pevné vazany s ostatnimi
molekulami, jeZ jsou zdrojem pevnosti a udrZzovani tvaru buriky. Bunécna sténa hlivy je kromé
beta—glukanu tvorena i jinymi sacharidy a proteiny. Ty jsou navzajem propojené a provazané
tak, aby vytvofili pevnou stavebni strukturu. Beta—glukan patfi do skupiny imunomodulacnich
latek, které téz nazyvdme PAMP (pathogen associatet molecular patterns) (Arumugam, 2011).
Pomoci receptord TLR-2 (toll-like receptor 2), lactosilceramidu, CR3 (complement receptor
type 3), nachazejici se na povrchu makrofagt, dokazou rozpoznat beta-glukan. Receptor CR3,
dvouretézcovd molekula, se fadi mezi nejdalezitéjsi pro rozpoznani beta-glukanu.
Beta—-glukan se vazZe na sacharidové (lektinové) misto, kdy se po navazani aktivuje fagocytéza.
Glukanova aktivace je sloZzena z nékolika procesl. Jednim z nich je chemokineze, kterou
chapeme jako nefizeny pohyb bunék. DalSim procesem je chemotaxe neboli fizeny pohyb
na chemicky podnét; systematické postupovani makrofagu k cizorodym ¢asticim; degranulace
a dalsi prostup do tkani. Nasleduje proces stimulace, pfi némz nastane sekrece primarnich
a sekundarnich cytokint a aktivace T a B lymfocytl (imunocyt() (Novak &Vetvicka 2008).

Tyto molekuly jsou rozpoznavany nespecifickymi slozkami imunitniho systému, jako
ta ¢dst, vUci které je potfebné aktivovat imunitni odpovéd. Nasledny ucinek beta-glukanu je
dan jeho pfimym kontaktem s imonukompetentnimi burikami-makrofagy (Arumugam 2011).

Beta-glukan chemicky patfi do beta-1,3-glukant, presnéji se jedna o poly-
beta-1,3-D-glukopyrandza. Biologicka dostupnost a imonumodulacni uéinek beta—glukanu je
pfimo zavisly jak na strukture konkrétniho beta—glukanu, tak na Cistoté ziskanych molekul.
Cely proces zavisi na tom, do jaké miry je beta—glukan purifikovany, a tedy schopny vytvaret
dokonalou vazbu s receptory na makrofazich. Za cil procesu se povaZuje aktivace a uvolnéni
molekuly beta-glukanu z bunéénych stén hlivy Ustfi¢né. V pripadé aktivni modulace imunitni
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odpovédi je ucinek samotné hlivy nejcastéji v susené formé (prasek) diskutabilni (Ishibashi
2001).
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Obrazek cislo 4: Strukturni vzorec beta—glukanu (Kidd 2000)

Beta-glukany jsou vyznamnou slozkou schopnou podporovat imunitni systém ¢lovéka.
Dokazou stimulovat nespecifické rezistence vici infekcim, radiacnimu poskozeni a nddortim.
Beta-glukany jsou schopné zachytit volné radikaly zpUsobujici vznik zhoubnych nddor( a jsou
schopny snizovat vedlejsi Ucinky chemoterapie. K praktickému vyuZiti beta-glukand doslo
ku pfikladu ve Spojenych statech americkych, kde byla prokdazdna moznost v jejich aplikaci
pfi vyuZiti proti bioterorismu, kde v kombinaci s antibiotiky byly beta-glukany schopny chranit
imunitu organismu zvifat naoc¢kovanych antraxem (Jablonsky & Sasek 2006).

Beta-glukany jsou téZz znamy pro sv(lij silny antioxidacni ucinek. Neutralizuji volné
radikaly poskozujici lipidy bunéénych membran a nasledné i geneticky materidl v burikach.
Existuje nékolik druhlG volnych radikalli, kterym se v dneSnim svété nelze vyhnout
(Yadomae 2000). Kategoricky se jednd o rentgenové paprsky, ultrafialové paprsky
ze slunecniho zareni, mannografy, mobilni telefony, obrazovky pocitacl, cestovani letadly
a vedeni vysokého napéti. U téchto forem zareni beta-glukan aktivuje makrofagy tak, aby byly
schopny zachytavat zbytky radiaci poSkozené bunky (Ishibashi 2001).

Nejvyssi biologickou aktivitu maji glukany se stupném vétveni v intervalu od 0,20-0,33
(pf. lentinan, beta—glukan). Biologickd aktivita se zvySuje také tim, Ze glukan je ve tvaru
Sroubovice. Tyto Sroubovice maji jednoduchy, polysacharidovy fetézec nebo tfi fetézce
spojené vodikovymi mUstky (Zekovic 2005).

Beta-glukany téZ vhodné plsobi pfi, stresu, nachlazeni, rekonvalescenci
po chirurgickém zakroku a pfi celkové Unavé organismu. Je dileZité upozornit na vyskyt
jednoho omezeni, kdy se glukany nesmi uZivat, jedna se o stav po transplantaci organu
(napriklad srdce nebo ledvin). V tomto pripadé by se télo snazilo glukany vypudit. Tento fakt
viak neplati pro implantaty (kloubni nahrazky). Pfiznivé Gcinky glukan( se projevuji zejména
u starnoucich lidi, kterym navraci pocit vitality nebo u lidi pracujicich pod vysokym fyzickym
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¢i emocionalnim stresem a v neposledni fadé u kohokoliv kdo aplikuje zasady zdravého
zpUsobu Zivota (Vétvicka 2011). Z toho vyplyva, Ze beta-glukany jsou velmi prospésné
pro sportovce, osoby s vysokou mirou fyzické namahy, ale i manazer(m ¢i studentiim, a jinym

VVVVVV

Beta-glukany pfimo aktivuji bunky imunitniho systému a z toho dlivodu nenastava
problém rezistence, ktery nastava pfi pouzivani béinych antibiotik. Mimo jiné se jednd
o pfirodnilatku pasobici, aniz by bylo télo zaplavovano chemickymi latkami. Beta—-glukany diky
takzvanému synergickému efektu urychluji zptsob |éCeni a nasobi Ucinky jednotlivych
|é¢ebnych metod a zlepsuji proces vstfebdvani vitamin( a minerall (Forejtova 2005).

PFiznivé ucinky dievokaznych hub, ke kterym patfii hliva ustficna, na lidsky organismus
jsou znamé jiz fadu let. Za predpokladu, Ze se tyto houby konzumuiji pravidelné a ve velkych
davkach, maji diky vysokému obsahu vlakniny a pfirozené produkci latek snizujici tvorbu
cholesterolu, priznivy vliv na lipidovy profil v krvi. V hlivé jsou obsaZzeny téz vitaminy B, D, C
a K, mineraly, stopové prvky jako jsou sodik, selen, zinek, méd, chrom, jod a nékteré mastné
kyseliny (Salminen 1998).

3.3.1.1 Mechanismus beta-glukant

Po navazani beta-glukanu na makrofag dojde k nasledujicim procesiim:

e vyssi schopnosti makrofagli pohlcovat cizorodé ¢astice;

e aktivaci bunék specifického imunitniho systému (T a B bunky);

e uvolnovani faktord stimulujiciho tvorbu kolonii granulocytl, monocytt (kolonizaéni
stimulacéni faktor GM-CSF) a interferont;

e postupné uvolfiovani primarnich, ale i sekunddrnich cytokin( (Zhuang 2016).

Mechanismus pUsobeni beta-glukand je charakteristicky tim, Ze podporuje vSechny
systémy organismu (nervovy, imunitni i hormonalni). PfestoZe princip ucinku beta-glukant
neni dostate¢né znamy, biologicka aktivita s nejvétsi pravdépodobnosti spociva v interakci
se specifickymi beta-glukopyranézovymi receptory na leukocytech. Svym pUlsobenim posiluji
Castice imunitniho systému tak, Ze urychluji tvorbu lymfocyt( v kostni dfeni a zvysuji aktivitu
leukocytl prvni linie imunity (makrofagd) a stimuluji fagocytézu. Dale také stimuluji aktivitu
leukocytd druhého pasma imunity (T-lymfocytd) a tim udrZuji rovnovahu mezi leukocyty
(Th-1 a Th-2) (Jablonsky & Sasek 2006). Th-1 je odpovédnd za imunitu proti intracelularnim
parazitim a naopak Th-2 udrZuje imunitu extraceluldrni. V pfipadé, Ze nastane preruseni
rovnovahy mezi lymfocyty, dochazi poté k autoimunitnim reakcim (Yadomae 2000).
Beta-glukan funguje nejen jako stimulator imunocytd, ale téZ dokaze regulovat jejich pocet.
Je schopny stimulovat produkci prekurzorovych bunék z kostni dfené, kde to jsou zejména
hematopoetické kmenové burky, protoze napfiklad pfi riznych stresovych situacich ztraci
organismus imunocyty a klesd obranyschopnost. Pravé diky beta-glukan(im vznika vétsi pocet
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nové vytvorenych imunocytl v krevnim obéhu a v dalSich organech, diky ¢emuz ma
organismus dohled nad imunitou (Novak & Vetvicka 2008).

Makrofagy neboli buriky prvni linie imunitniho systému neustdle koluji viemi organy
s cilem najit a odbourat vSe cizi a pro nase télo nezadouci. Beta-glukany jsou schopny
stimulovat makrofagy k maximalni aktivité a napomdhaji tak nastartovat obranu naseho téla
proti napadeni mikroorganismy (Ohno 1995). Makrofdgy patfi mezi elektronové buriky,
sehrdvajici dalezitou funkci pfi obrané organismu proti bakteriim a virdm (Novak & Vetvicka
2008). Za predpokladu, Ze buriky obranyschopnosti maji dostatecné mnozstvi glukan(, jsou
odolnéjsi vici infekcim a rychleji probihd i proces mnozZeni. Beta—glukan makrofagy aktivuje
a ty nasledné pohlcuji a nici veskeré infekéni organismy, v prvni fadé hlavné nadorové buriky.
Pravé na nadorové buniky ma beta-glukan primy cytostaticky ucinek, plsobi vsak zcela
selektivné. To znamena, Ze ni¢i pouze buriky nddorového charakteru na rozdil od klasické
chemoterapie, ktera nici vesSkeré bunky, a to i ty mladé a zdravé (Forejtova 2005).

Aktivované makrofdgy spole¢né s uvolnénymi primarnimi i sekundarnimi cytokiny
se podili na nespecifikované imunité, a to snizenim hladiny prebytecnych latek z vyZivy,
naptriklad cholesterol. DalsSim privodnim znakem je schopnost makrofagl pohlcovat cizorodé
Castice mezi které fadime viry, bakterie, parazity a plisné. Dale dochazi ke snizeni hladiny
prebyte¢nych hormon( a v neposledni fadé slouzi pti Ié¢bé onemocnéni imunitniho systému
a zhoubnych nadort (Zhuang 2016).

Ptiizolaci beta—-glukani z hub Ize pouZit modifikovanou metodu podle Freimunda, jenz
zahrnuje extrakci 80% ethanolem, vrouci vodou a alkalickou extrakci smési 1M-NaOH a 0,05%
NaBHs. BEhem samotného procesu izolace je nezbytné, aby doslo k odstranéni glukant
vazanych a-glykosidovymi vazbami a také bilkoviny. Skladba jednotlivych polysacharidl je
uréena za pomoci Ramanovy, IC a NMR (nukledrni magnetickd rezonance) spektroskopie
(Distrutti et al. 2016).

3.3.1.2 Lécivé ucinky beta-glukant

Ucinky glukan® maji Siroké spektrum, jsou silnym antioxidantem, slouZi k prevenci proti
kardiovaskuldrnim onemocnénim, maji imunomodulaéni Ucinky a podporuji rist koznich
bunék. Vyuzivaji se jak u veterinard, tak v zemédélstvi, nebo v kosmetice. Beta—-glukany
se vyuzivaji v protinddorové terapii, tedy u onemocnéni, které zname pod pojmem rakovina.
Pfi onemocnéni rakovinou se nekontrolovatelné rozmnozuji bunky vzniklé narusenym
délenim nebo diferenciaci. Duasledek vzniku karcinomu muaze mit plvodce z hlediska
fyzikalniho (ionizujici zareni), chemického (tabakovy kout) nebo biologického (produkty plisni).
Tyto faktory spadaji mezi externi karcinogeny. Genetické mutace jsou pfikladem internich
faktor(. Glukany napomahaji v Iécbé karcinomu, nebot aktivuji a zvysuji pocet imunocytd,
zejména makrofagl, které jsou schopné rozpoznat a znicit rakovinné buriky. Hlavni studie
zabyvajici se 1é¢bou rakoviny pomoci glukant pochazi z Japonska. Studii byl prokazan pozitivni
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Ucinek pfi pravidelné aplikaci vyluhli z houZevnatce jedlého pacientliim, ktefi se Iéci
s karcinogennim onemocnénim (Yadomae 2000).

U glukant byly sledovany ucinky proti infekci a nékolika studiemi bylo potvrzeno, Ze
glukany jsou schopny stimulovat imunitni systém po infekci viry a bakteriemi. PrestoZze pfi
[é¢bé snizime davku antibiotik nebo antivirotik, Ucinek antimikrobialni Ié¢by se stale zvySuje
(Phan 2018).

Beta—glukany téz aktivné bojuji proti cholesterolu, organické latce, ktera se
u teplokrevnych zivocichl vyskytuje v jatrech, Zlu¢niku a nadledvinkach. Dale také ovliviiuje
metabolismus tukU. Cholesterol je v burice syntetizovan v izoprenoidni draze a je regulovan
za pomoci specifického enzymu HMG-CoA reduktaza (hydroxymethylglutarylCoA-reduktdza).
Rada hub obsahuje latky, které jsou schopny ovlivnit hladinu cholesterolu. U&inek ovlivnéni
hladiny cholesterolu se vysvétluje tim, Zze beta-glukany vytvori v tenkém stievé viskdzni
vrstvu, kterd je schopnd sniZit absorpci Zlu¢ovych kyselin. Zlu¢ové kyseliny jsou vyslednym
produktem odbourdni cholesterolu. Beta—-glukany se podili na sniZeni hladiny cholesterolu,
ale také tuku a cukru v krvi, aniz by se markantné snizilo mnozstvi inzulinu (Vétvicka 2011).

Beta-glukany jsou preventivnim |ékem pri diabetu neboli cukrovce, ktery se fadi
do skupiny chronickych onemocnéni, které je charakteristické Uplnym nebo ¢astecnym
nedostatkem inzulinu. Glukany predstavuji autoimunitni mechanismy, souvisejici s ovlivnénim
¢innosti Langerhansovych ostravk(, ¢imZz mohou zpomalovat rozvoj diabetu (Vétvicka 2011).

Lécivé vlastnosti beta—glukanl se pfripisuji i pfi revitalizaci kliZze. Beta-glukany jsou
vhodné pfi 1é€bé koznich onemocnéni, zejména rlznych povrchovych zranénich. Téz
epidermalni makrofagy aktivuje glukan, ktery pusobi fotoprotektivné, to znamen3,
ze ochranuje kdzi pred zarenim, a tim zabranuje mikroblm proniknout pres poranéni. Glukan
prostupuje do kozniho epidermu a v mensim mnoiZstvi i do dermis, do mista, kde vznikaji
vrasky. A pravé v dermis se stimuluji fibroblasty a dochazi k ukladani kolagenu. Pro tyto ucely
se glukany izoluji z hub ¢i ovsa (Phan 2018).

Neméli bychom opomenout fakt, Ze existuji negativni ucinky hub. Houby maji totiz
schopnost absorbovat a nasledné kumulovat z vnéjsiho prostredi tézké kovy, ty se po sléze
uchovavaji v myceliu nebo plodnici. Nakumulované tézké kovy mohou negativné ovlivnit nas
zdravotni stav. Jedna se hlavné o vyssi hodnoty olova, kadmia a rtuti. Hrozbou pro nase
zdravi mohou byt také v houbdch pfitomné jedovaté a-amanitiny. Poziti téchto toxickych
polypeptidl mdze vyvolat otravu, kterda mlze v kone¢ném duisledku dojit do faze smrti (Valicek
2011)

Existuji potraviny i houby, které nelze konzumovat s alkoholem, napfiklad hnojnik
inkoustovy (Coprinus atramentarius). Plodnice hnojniku obsahuje latku zvanou coprin, ktery
ma v lidském téle funkci blokatoru enzymu Stépiciho alkohol. Ten v lidském organismu
zpUsobuje nevolnosti a zaZivaci potiZze. Coprin ma obdobny ucinek jako latka antabus,
pouzivany v protialkoholnich Ié¢ebnach (Valicek 2011).
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3.4 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou hlavni slozkou lipidl, které jsou zdrojem energie
pro organismus. Mastné kyseliny mlizZeme délit do skupin podle délky fetézce. Do skupiny
kratké mastné kyseliny (short chain fatty acids — SCFA) radime acetat (kyselina octova),
propionat (kyselina propionova) a butyrat (kyselina maselnd), tedy retézce se 2-4 uhliky
(Grofova 2010). Mastné kyseliny s kratkym retézcem jsou dulezité pro bunky epitelu tlustého
stfeva a jsou produkovany stifevni mikrobiotou (Wong 2006). Dalsi skupinou jsou mastné
kyseliny se stfednim fetézcem (medium chain fatty acids — MCFA), které obsahuji 8-12 uhlik(.
Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem obsahujici 14-22 uhlikd mUzZeme délit na nasycené
a nenasycené (obsahuji dvojné a trojné vazby mezi uhliky) (Grofova 2010). Nasycené mastné
kyseliny obsahuji nejéastéji sudy pocet uhlikd. V nasledujici tabulce Cislo dva je uveden prehled
dllezitych mastnych kyselin se sudym poctem atomu uhliku v molekule (VeliSek 1999).

Tabulka ¢islo 2: Nasycené mastné kyseliny se sudym poétem atomi uhliku (Velisek 1999)

Mastna kyselina| Pocet atomu uhliku |Trividlni nazev
butanova 4 maselna
hexanova 6 kapronovd
oktanova 8 kaprylova
dekanova 10 kaprinova

dodekanova 12 laurova
tetradekanova 14 myristova
hexadekanova 16 palmitova
oktadekanova 18 stearova

eikosanova 20 arachova

3.4.1 Mastné kyseliny s kratkym Fetézcem

Mastné kyseliny s kratkym retézcem (SCFA) vznikaji v tlustém stfevé jako hlavni
metabolicky produkt anaerobni fermentace stfevni mikrobiotou, kterd osidluje stfeva savcu
(Louis & Flint 2017). SCFA jsou z tlustého stfeva transportovany do krve a nasledné jsou
pfijimany organy, kde plsobi jako substraty nebo signalni molekuly (Den Besten et al. 2013).

Stfevni mikrobiota muiZe fermentovat také endogenni proteiny za vzniku SCFA,
ale vétsina mikroorganismu uprednostiuje fermentaci sacharid( pred proteiny. Koncentrace
SCFA je tim padem nejvyssi v proximalni ¢asti tlustého stfeva, kde ma mikrobiota k dispozici
vétsinu substratl pro fermentaci. Smérem k distalni ¢asti tlustého stfeva naopak koncentrace
SCFA klesa (Liu et al. 2018). Pfi fermentaci protein( jsou ¢asto tvoreny mastné kyseliny
srozvétvenym fetézcem, jako napfiklad isobutyrat, 2-methylbutyrdt nebo isovalerat,
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které vznikaji pouze z aminokyselin s rozvétvenym retézcem, jako je leucin, izoleucin a valin
(Murugesan et al. 2018).

V lidském téle hraji SCFA velmi odlisné, ale dlleZité role. Pravdépodobné nejdileZitéjsi
SCFA pro lidské zdravi je butyrat, ktery pro lidské kolonocyty (epitelova burika sliznice tlustého
stfeva) vytvari klicovy zdroj energie. Butyrat jevi potencialni protirakovinovou aktivitu, nebot
ma schopnost indukovat apoptdzu (programovand bunécna smrt) bunék rakoviny tlustého
stfeva. Zdrojem energie pro epitelové buriky je i propionat, ktery je pfendsen do jater, kde je
potiebny pti glukogenezi (tvorba glukdzy z latek nesacharidové povahy).

Acetdt je naopak nezbytny pro rust dalSich bakterii (napf. Faecalibacterium) a je to
nejhojnéjsi SCFA (Rowland 2018). Odhaduje se, Ze SCFA pokryvaji ze 60-70 % energetickou
potiebu epitelnich bunék (Brahe et al. 2013). Vliv na koncentraci SCFA v tlustém strevé ma
slozeni stravy, predevsim druh a mnozstvi (Duncan et al. 2004). Ve slepém strevé a tlustém
strevé je 95 % produkovanych SCFA rychle absorbovéno kolonocyty, zatimco zbyvajicich 5 %
je vylu€ovano ve stolici (Den Besten et al. 2013).

Z kratkych mastnych kyselin s kratkym fetézcem dosahuje acetdt nejvyssi koncentrace.
Velké mnozstvi bakterii v tlustém stfevé vyuziva acetdt pro svou potrebu. Patfi mezi né nékolik
dllezitych skupin produkujici butyrat — Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia intestinalis
a Eubacterium rectale. Acetat pro svdj optimalni rast vSak vyuzivd i mnoho dalSich kmenu.
Ne vZdy je acetat koneénym produktem, nebot byva dulezity i pfi syntéze butyratu. (Duncan
et al. 2004). V lidském téle je acetdt transportovan do perifernich tkani a pouzivan
pfi metabolismu cholesterolu a lipogenezi (Nwoko et al. 2017).

H
-
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Obrazek cislo 5: Strukturni vzorec acetatu

Strevni mikrobiota produkuje nejen SCFA, ale také meziprodukty fermentace, véetné
fumaratu, sukcinatu a laktatu. Tyto meziprodukty jsou ovsem normalné detekovany v nizkych
hladinach ve stolici zdravych jedincQ, nebot jsou jinymi bakteriemi dale vyuzivany. Laktat je
napriklad obvykle pfeménovan jinymi bakteriemi na propiondat nebo butyrat. Ve stolici je tedy
pfitomen v zanedbatelnych hodnotach (Nwoko et al. 2017).

Acetat je produkovdn mnoha bakteriemi na rozdil od propionatu a butyratu, které
byvaji produkovany specifickymi bakteriemi. Producenti butyratu v gastrointestinalnim traktu
(GIT) prevladaji (napriklad Lachnospiraceae a Faecalibacterium prausnitzii). Druhy
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Bacteroides, Negativicutes a také nékteré druhy Clostridium produkuji propionat (Nwoko et
al. 2017).

Je zapotfebi zdlraznit, Ze propiondt a butyrat vznikd také fermentaci peptidd
a aminokyselin, coZ maji na starost nékterymi druhy bakterii Bacteroidetes a Firmicutes. Studie
in vitro ukazuji, Ze hlavnimi zdroji propionatu jsou aspartat, alanin, threonin a methionin.
Butyrdt je prevainé ziskdvan fermentaci glutamatu, lysinu, histidinu, cysteinu, serinu
a methioninu (Rowland 2018).

Ze studie (2014) vyplyva, Ze vétsina bakterii bud'ma schopnost produkovat propionat
nebo butyrat. Pouze vyjimecné maji genetickou predpoklady pro produkci obou (Reichardt et
al. 2014). Nékteré bakterie vSak mohou, v zavislosti na substratu, zménit svou fermentaci
a vytvaret rlizné SCFA. Roseburia inulinivorans produkuje obvykle butyrat. Ovsem pokud roste
na fukdze, pak je schopen zcela zménit svij vzorec genové exprese, zapnout sadu genu
potfebnych k wyuziti fukdzy jako zdroj energie a produkovat propionat a propanol.
Ruminococcus posum rostouci na glukéze produkuje acetdt, mravencan a laktat, ale béhem
rastu na fukdze vytvari propionat. Schopnost bakterie rychle vyuZit metabolicky pfepinac
a ménit jeho metabolismus a metabolické produkty muize poskytnout bakterii konkurencni
vyhodu v obdobi nizké dostupnosti substratu (Nwoko et al. 2017).

Zména obsahu sacharid(i ve stravé mulze vést k ovlivnéni bakteridlni skladby a tim
ke zméné profilu SCFA. Duncan et al. (2004) uvadi, Ze pfi sniZzeni obsahu sacharid( ve stravé
dochazi k vyznamnému snizeni jak koncentrace butyratu, tak poc¢tu skupin Roseburia.

3.4.1.1 Tvorba propionatu ze sacharidi

Jsou znamy dvé cesty tvorby propionatu stfevnimi bakteriemi ze sacharid(. Sukciatova
cesta zpracovdva vétsSinu hexdzovych a pentdzovych sacharidl, zatimco propandiolovou
cestou jsou metaboliovany deoxysacharidy fukéza a ramndza (Louis & Flint 2017).

Obrazek cislo 6: Strukturni vzorec propionat

Pro tvorbu propionatu je hlavni cesta sukciatova, kterou poskytuji hlavné Bacteroidetes
a Firmicutes. Prekurzorem je pravé propionat, ktery se ovSem mUzZe akumulovat v Bacteroides
napriklad pri vysokych hodnotach CO2 a vysoké rychlosti fredéni. Zejména Prevotella copri
zfejmé produkuji spiSe sukcinat nez propionat jako svij hlavni produkt fermentace. Jako dalsi
Ize uvést napfiklad Ruminococcus flavefaciens, ktery také produkuje sukcindt spiSe nez
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propionat jako konecny produkt. Na druhou stranu nékteré bakterie patrici do tfidy Firaticutes
Negativicutes (napt. Phascolarctobacterium succinatutens) maji schopnost prevést sukcinat
na propionat. Jiné bakterie (napf. Negativicutes) pak umi preménovat laktat na propionat bud'
sukcinatovou cestou (napf. Veillonella) nebo akryldtovou cestou (Megasphaera elsdenii)
(Louis & Flint 2017).

Propandiolova cesta pfi tvorbé propiondatu z deoxysachyridi rhamndzy a fukdzy byla
prokdzana u druhu Lachnospiraceae, véetné Roseburia inulinivorans a Blautia. Jiné bakterie
jsou schopné degradovat deoxysacharidy propandiolovou drahou, ale jako koneény produkt
vytvareji meziprodukt 1,2-propandiol (napf. Anaerostipes rhamnosivorans). 1,2-propandiol
mUzZe vznikat také z glykolyzovych meziproduktli, dihydroxyaceton-fosfat a methylglyoxal,
na ¢emz se podili Escherichia coli, Clostridium sphenoides a kvasinky Saccharomyces
cerevisiae. Methylglyoxal je ddle metabolizovan na 1,2-propandiol bud" hydroxyacetonem
nebo laktaldehydem. Dalsi cesta k tvorbé 1,2-propandiolu prostiednictvim laktaldehydu
probiha z laktatu v Lactobacillus buchneri (Louis & Flint 2017). 1,2-propandiol dale vyuZivaji
k tvorbé propiondtu E. Hallii a Lactobacillus reuteri, i kdyZz nejsou schopni rist na fukdze
nebo ramndze (Engels et al. 2016).

3.4.1.2 Tvorba butyratu ze sacharidu

Glykolyzou sacharid(i vznikd butyrat. Déje se tak ndsledovné. Nejprve je molekula
acetyl-CoA metabolizovdn na acetoacetyl-CoA a poté postupné redukovana na butyryl-CoA.
Dalsim krokem je tvofen butyrat bud enzymy fosfotransbutyrylazou, butyrat-kindzou a butyryl
fosfatu nebo pomoci butyryl-CoA: acetdt CoA-transferaza (Louis & Flint 2009).
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Obrazek cislo 7: Strukturni vzorec butyrat

Druhy produkujici butyrat se vyskytuji rozptylené s druhy butyrat neprodukujicimi.
Butyrat produkujici druhy prevladaji. Jsou jimi: Firmicutes, Ruminococcaceae
a Lachnospiraceae. Nutno podotknout, Ze mnoho Firmicutes postrada schopnost tvofit
butyrat pfimo ze sacharidd (Louis & Flint 2017).

Jednim z nejhojnéjsich druht v lidské mikrobioté je Faecalibacterium prausnitzii, ktery
produkuje butyrat prostfednictvim butyryl-CoA: acetdt CoA-transferazy, pficemZ acetat
stimuluje jeho rlst na sacharidovych zdrojich energie. Ackoli jsou Faecalibacterium prausnitzii
anaerobni bakterie, tak vykazuji stimulaci rlstu pfi nizké koncentraci kysliku v pritomnosti
riboflavinu a redukovanych sloucenin (pf. cystein nebo glutathion). Spotifeba kysliku je ale
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doprovazena snizenim tvorby butyratu (Louis & Flint 2017). Podle Lopez-Siles et al. (2012)
vykazuji Faecalibacterium prausnitzii omezenou schopnost vyuzivat pro svij rlst
polysacharidy, jako je Skrob a hemiceluldza, ale nékteré kmeny preferuji derivaty inulinu
a pektinu.

Eubacterium rectale a blizce pribuzné druhy Roseburia tvofi hlavni skupinu bakterii
produkujicich butyrat, které vyuzivaji cestu tvorby butyratu prostfednictvim butyryl-CoA:
acetdt CoA-transferazy Nékteré kmeny Roseburia produkuji butyrat témér jako jediny produkt
fermentace, pfedeviim pfi pH mirné kyselém. Cista spotieba acetatu je typicky doprovazi
tvorbu butyratu. Jiné kmeny a druhy vytvari pfi fermentaci kromé butyratu také mravencan
a laktdat (Louis & Flint 2017). V této skupiné existuje zna¢nd kapacita pro vyuZziti polysacharid(
véetné skrobu, arabinoxylanu a inulinu, ktera se mezi kmeny a druhy podstatné lisi (Sheridan
et al. 2016).

3.4.1.3 Tvorba propionatu a butyratu z proteinti a aminokyselin

Pti fermentaci peptid(i a aminokyselin (AMK) mohou také vznikat propionat a butyrat,
ackoli se odhaduje, ze pocet bakterii fermentujicich peptidy a AMK je nizSi nez 1 % lidské
mikrobioty (Dai et al. 2011). Zda se, Ze peptidy jsou bakteriemi preferované pred volnymi
AMK. V pfitomnosti sacharidl a pfi nizkém pH se snizuje fermentace peptidd a AMK.
To vysvétluje zvySenou fermentaci AMK v distalnim ¢asti tlustého stfeva. Pfi fermentaci AMK
nedochazi k tvorbé pouze SCFA, ale také ke vzniku potencialné Skodlivych metabolitd, jako
jsou fenolové a indolové slouceniny, aminy nebo amoniak (Louis & Flint 2017).

Propionat je produkovan predevsSim z aspartatu, alaninu, threoninu a methioninu
a hlavni roli v jeho vzniku hraji Bacteroidetes. Pfi produkci butyratu jsou dulezité Firmicutes,
které vyuzivaji predevsim glutamat, lysin, histidin, cystein a serin (Louis & Flint 2017).

Pro degradaci glutamdtu existuje nékolik rlznych cest. Hlavni cesta je 3-methyl-
asparatova pres pyruvat, kterou vyuzivaji napriklad Clostridium limosum nebo Fusobacterium.
Dalsi cestu 4-aminobutyrat pres krotonyl-CoA vyuZivaji Firmicutes véetné Acidaminococcus
fermentans, Clostridium sporosphaeroides, Clostridium symbiosum, Fusobacterium
a Peptostreptococcus asaccharolyticus. Nékteré bakterie patfici do Acidaminococcaceae také
degraduji glutamat cestou 3-methylasparatovou, ale produkuji spiSe propionat nez butyrat
z meziproduktu pyruvatu (Louis & Flint 2017).

Zpracovavani glutamatu na 4-aminobutyrdt (téZ y-aminobutyrat, GABA) se provadi
v kyselém prostredi, aby se udrzovala homeostaza intraceluldarniho pH (Feehily & Karatzas
2013). GABA puUsobi také jako neurotransmiter, to znamenad, Zze mnoho mikrob( zapojenych
do produkce nebo spotifeby GABA muze ovlivnit naladu a chovani. Cesta pro degradaci GABA
je spojena s degradaci sukcindtu pomoci sukcinat semialdehydu a 4-hydroxybutyratu. Tvorba
butyratu ze sukcinatu touto cestou byla prokazana v Porphyromonas gingivalis a Clostridioides
difficile (Yoshida et al. 2016).
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3.4.1.4 Analyza kratkych mastnych kyselin

Plynova chromatografie se stale jevi jako nejcastéji pouzivand kvantifikacni metoda
SCFA. Dal$imi uZivanymi metodami jsou kapalinova chromatografie (LC), vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC), kapilarni elektroforéza (CE) a nukledrni magneticka
rezonance (NMR) (Primec et al. 2017).

Aby se zabrdanilo znehodnoceni odebraného vzorku, tak je nutné ho uchovavat
ve vhodnych podminkdach. Vétsinou je to — 80 °C, ale je mnoho védcu, kteti Uspésné pouzili
i —20°C. Pred analyzou SCFA se musi zvaZit dva dullezZité kroky predupravy, to je extrakce
a derivatizace. Jejich kvantitativni extrakci do hydrofobnich organickych rozpoustédel ztéZzuje
fakt, Ze jsou ¢astecné hydrofilni. Pro zlepSeni extrakce se obecné pouziva okyseleni vzorku.
Doporucuje se derivatizace na snadno detekovatelné latky, protoze SCFA neobsahuji
chromofory, které by umoznovaly snadnéjsi detekci v UV nebo fluorescenénim spektru.
V praktické ¢asti byla pouzita NMR analyza, proto se ji ted budeme vénovat (Primec et al.
2017).

Jednotlivd atomova jadra maji svou magnetickou charakteristiku a jsou schopny
absorbovat a emitovat elektromagnetické zareni v magnetickém poli. Tim produkuji energii,
ktera se objevuje pti specifické rezonancni frekvenci. NMR je kvantitativni, objektivni,
nedestruktivni a opakovatelna metoda. Je to komplexni a dostate¢né citlivda metoda, jejiz
detekéni limity koncentrace metabolitl dosahuji rozmezi UM a stale klesaji. NMR analyza je
pouzivana hlavné pfi soucasném sledovani rliznych metabolitd v komplexnim biologickém
materidlu z hlediska chemického sloZzeni a koncentraci. NMR nevyzaduje velkou pfedupravu
vzork(. Takzvané NMR metabolické profilovani ddva moZnost vyroby rychlych, stabilnich
a reprodukovatelnych profilt (Primec et al. 2017).

Pfi NMR analyzach se doporuéuje pouZivat deuterovana rozpoustédla, kterd koriguji
intenzitu pole a ktera zabrani obrovské absorpci rozpoustédla. Ta totiz mize zkazit 1H-NMR
spektrum, coZz muUzZe mit za nasledek nakladny a ¢asové narocny postup. To muZe vést
k vyznamnym ztratam analytl. Metoda NMR by méla zplsobovat pouze drobné zmény
v materidlu a byt tedy nedestruktivni (Primec et al. 2017).

Cai et al. (2017) porovndval metody kvantifikace SCFA pomoci GC — MS a NMR
spektroskopii. Hodnotil citlivost, vytéznost, opakovatelnost a matricovy efekt. GC — MS
vykazala vynikajici citlivost pro méfeni kyseliny octové a kyseliny maselné. Pfi NMR analyze
se ukazalo, Ze kvantifikace vzhledem k vnitinimu standardu, ¢i kvantifikaci s pouzitim
kalibra¢ni krivky prineslo lepsi opakovatelnost a minimalni efekty matice ve srovnani
s metodami GC — MS. Primec et al. (2017) uvadi, Ze mozna pfricina nizké citlivosti a rozdil{
ve vysledcich maze byt zplsobena rlznymi postupy predupravy a ziskavani dat.

Vzorky lidské stolice byly pouZity na analyzu NMR, kterd byla vyuzita ke sledovani
metabolické aktivity ¢lovéka, zejména ucinku mikrobioty na regulaci metabolismu hostitele.
NMR metabolické profilovani by mohlo predstavovat budouci diagnostickou metodu nemoci
(Jacobs et al. 2007).
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NMR uspokojuje potfebu jednoduchého postupu predzpracovani vzorku, ale naklady
na pristrojové vybaveni jsou ¢asto mimo dosah laboratofi (Primec et al. 2017).

3.4.1.5 Princip NMR spektroskopie

NMR patfi ke spektroskopickym metoddam zakladajicich se na magnetickych
vlastnostech atomovych jader. Zakladem atomového jadra jsou protony, jejichZ pocet udava
protonové Cislo, a neutrony, jejichZ pocet uddva nukleonové &islo (spolu s poétem protona).
U vétsiny atomU prvk( dochazi k rotaci jejich jadra kolem své vlastni osy, ¢imz dochdzi k vzniku
slabého magnetického pole, které je schopné vytvaret s vnéjSim magnetickym polem. Tato
jadra mohou vykazovat magneticky moment p, nebot maji takzvany vnitfni moment hybnost
p (jaderny spin). Magneticky moment U je dany vztahem:

H=YpP

kde y je gyromagneticky pomér. Gyromagneticky pomér je konstanta Umérnosti a diky
magnetickym vlastnostem jadra je pro kazdy urcity izotop charakteristicka (Hesse et al. 2008).

V jadre prvku dochazi k parovani spint neutront a proton(, diky tomu rozliSujeme dle
protonového a nukleonového Cisla tfi moZznosti hodnot, kterych bude spinové kvantové Cislo
I nabyvat:

e Nukleonové &islo je liché: 1 = 1/2, 3/2, 5/2... (pf. tH, 13C)
e Nukleonové ¢islo je sudé a protonové liché: 1=1, 2, 3... (pF. 2H)
e Nukleonové i protonové Cislo je sudé: I = 0 (pF. 12C, *e0)

Pomoci NMR spektroskopie mohou byt mérena pouze jadra s nenulovym spinovym
kvantovym cislem |, protoZe pouze takova jadra vykazuji magneticky moment p. Pro NMR jsou
nejvyhodnéjsi jadra s| = 1/2. Pokud ma jadro vyssi spinové kvantové Cislo, tak dochazi
ke komplikacim pfi méreni spekter, nebot ma navic jaderny kvadrupdlovy moment.

et al. 2008).

Nejdrazsi ¢asti NMR spektrometru je supravodivy magnet, ktery je tvofen solenoidni
civkou ze supravodivé slitiny (Nb-Ti nebo Nb-Sn). Tato civka je ponofena do kryostatu,
ve kterém je kapalnym heliem chlazena na teplotu pfiblizné 4 K (- 270 °C). Aby nedochazelo
k vypafovani helia, tak je jesté obklopena tekutym dusikem, jenz ma teplotu zhruba 77,4 K
(=196, °C). Tekuty dusik funguje také jako tepelny naraznik mezi teplotou v mistnosti a heliem.
V kryostatu se nachazi dvé Dewarovy nadoby, jedna chrani civku a kapalné helium, druha je
vyplnéna kapalnym dusikem. Vakuovy obal toto vSe chrani (Jacobsen 2007). Je dulezité, aby
magnetické pole na vzorek pUsobilo stale stejnym zplsobem, a tedy bylo homogenni.
V pfistroji je proto umisténa sada riizné prostorové orientovanych korekénich civek, které tuto
homogenitu zajistuji (Spyros & Dais 2012).

NMR spektrometr se dale skldda ze sondy, ADC a vykonného pocitace. Sonda, do které
je umistovana kyveta se vzorkem, stridavé vysila a pfijima radiofrekvencni signaly. Vysilani
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téchto signalu je fizeno pocitacem, jenZ ma na starost silu a dobu vysilani, které musi byt
rychlé. Slaby signal-FID (free induction decay = volné doznivajici indukce) je ihned po pulzu
pfijat a zesilen sondou. Poté je za pomoci ACD preménén na signal digitalni, kterym je
v podstaté seznam Cisel. Nasledné dojde v pocitaci k Fourierové transformaci a na obrazovce
pocitace se zobrazi vysledné spektrum jako zavislost intenzity na frekvenci. (Jacobsen, 2007).

3.5 Strevni mikrobiota

Mikrobiota stfev, dfive nazyvana mikrofléra (avsak i dnes se s timto pojmem v odborné
literature setkdme), je tvofena bakteriemi, plisnémi, ale i houbami nebo parazity. V samotné
mikrobioté se nachazi mikrobiom, ¢imz se oznacduje genetickd informace stfevni mikrobioty
(Drastich, 2018).

Je zfejmé Ze, bakterie jsou dlleZitou soucasti intenstina (stfeva). Bakterie zde hraji
nezastupitelnou roli, mimo jiné zastavaji nespocet vyznamnych metabolickych a imunitnich
funkci. Podili se napfiklad na udrzeni epitelidIni bariéry, stoji za utvarenim vrozené slizni¢ni
imunity a v neposledni fadé zpracovavaji nestravitelné ¢asti potravy, z nichz produkuji télu
potfebné latky a vitaminy. (Leviton & Hargrove 1952).

Stfevni mikrobiota hraje dulezitou roli pti udrzovani lidského zdravi. K samotnému
formovani sloZeni stfevniho mikrobiomu prispiva genetika, mimo jiné i zplsob narozeni,
vzorce sloZeni vyZivy kojenc(, uzivani antibiotik, hygienické Zivotni podminky ¢i dlouhodobé
strava jedince, a to od kojeneckého véku az po vék seniorsky. Mikrobiota stiev kojencu je
charakterizovdna vysokou mirou nestability a dosahuje stavu podobného stavu déti ve véku
2-3 let, a to v souladu se zavedenim pestré stravy pfi pfechodu na pevné potraviny. Mezi
faktory souvisejicich se stravou, které ovliviuji vyvoj mikrobiomu stfev kojencl, patfi
napriklad to, zda je dité kojeno nebo kojeno neni. JakoZ i to, jak a v jakém véku byla zavedena
pevna strava do jidelni¢ku ditéte. Na rozdil od stfev kojencl je mikrobiom dospélého streva
odolny vici velkym zméndm ve struktufe komunity. Nékolik studii prokazalo, Ze zmény
ve stravé vyvolavaji prechodné vykyvy v mikrobiomu dospélych, nékdy jsou vykyvy znatelné
i za pouhych 24 hodin. Mikrobidlni komunita se vSak rychle vraci do stabilniho stavu. Souéasné
znalosti toho, jak dlouhodobé stravovaci navyky formuji stfevni mikrobiomy, jsou omezeny
nedostatkem dlouhodobych studii vyZivy spojenych s ¢asovou charakterizaci strevni
mikrobioty. Prokdzano vsak bylo, Ze potraviny obsahujici prebiotické oligosacharidové slozky,
které wvyzivuji prospésné komenzdly ve stfevni komunité, a probiotické doplnky jsou
posuzovany v koneéném vysledku jako potencidlné zlepSujici zdravotni stav jednotlivce
(Voreades et al. 2014).

Hmotnost stfevni mikrobioty je udavana v rozmezi 1-2 kg (Patterson et al. 2016).
Je odhadovano, Ze v tomto celkovém mnozZstvi jsou ukryty aZ desitky bilion bakterii, které
nas svou Cinnosti neustale ovliviuji. PIni svou funkci pfi zpracovani prijaté potravy v rlizné
metabolity pomoci jim vlastnich enzym( a latek. Na zakladé provedenych vyzkumu
se predpokladd, Ze stfevni mikrobiota md az 150krat vice genu neZ lidsky genom (Jurdskova,
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2019). To ddava dispozici zpracovavat latky nestravitelné pro ¢lovéka, jako je napfiklad
vlaknina. Nicméné mnoistvi viech bunék v zaZivacim traktu se pohybuje v rozmezi 10%3-10%4
(Gill et al. 2006).

Pocet bakterii se viak v jednotlivych ¢astech traviciho traktu mohou zcela vyznamné
lisit. V oblasti od Zaludku po laénik je jich, co se do po¢tu vezme, nejméné, pfiblizné kolem 102.
V distdIni ¢asti kyéelniku je podet bakterii vycislen mezi 107-108. Nejvice bakterii se vyskytuje
v tlustém stfevé, jejich pocet je stanoven na 10''-10'%(Patterson et al. 2016). V nejvétdim
poctu jsou zde zastoupeny kmeny Bacteroides a Firmicutes. Stfevni mikrobiotu Ize rozdélit
do tfi samostatnych enterotypl, ve kterém prevlada vidy jeden rod bakterii. Na zafazeni ma
vSak znacny vliv strava, kterou ¢lovék poziva. Nutno podotknout, Ze nebyl poukazan ucinek
dalsich faktord, jako je pohlavi jedince ¢i jeho vék nebo index télesné hmotnosti (BMI).
V prvnim enteropytu prevldada rod Bacteroides, ve druhém se jedna o rod Prevolleta
a ve tfetim se nachazi enterotyp rodu Ruminoccocus (Juraskova 2019).

Soucdsti traviciho traktu je imunitni systém, jehoZz ukolem je chranit lidské télo
pred patogennimi organismy a toxiny, které by mohly narusit stfevni integritu
nebo homeostazu organismu jako celku. Dalsim uUkolem imunitniho systému je odlisit latky
télu skodlivych od neskodnych. Proto k zajisténi homeostatické funkce vznikly specializované
slizni¢ni lymfatické tkané (MALT-mucosa associatet lymphoit tissue neboli slizni¢ni lymfoidni
tkan) (Tlaskalova-Hogenova et al. 2014).

3.5.1 Strevni mikrobiota a jeji vyvoj

K rozvoji stfevni mikrobioty dochazi od narozeni, predpoklada se vsak, Ze vyvijejici se
plod do kontaktu s bakteriemi prichazi jiz v téle matky skrze placentu. Placenta totiz obsahuje
jen malé mnoizstvi bakterii pfevazné z nepatogennich rodd. Uvést mizeme zastupce druh
Proteobactria, Firmicutes, Tenericutes aj. Oviem k samotnému procesu kolonizace stfeva
dochazi az po porodu (Juraskova, 2019).

Skladba mikroorganismu ve stfevni mikrobioté novorozeného jedince je ovlivnéna tim,
zda pfrisel na svét pfirozenou cestou Ci cisafskym fezem (Dominguez-Bello et al. 2010).
U jedinca, jenz prisly na svét pomoci cisarského fezu, je znacna absence Bifidobacterias.
Oproti tomu u déti, které prisly na svét prirozenou cestou vyznamné prevladaji bakterie druhu
Bifidobacterium longum a Bifidobacterium catenulatum (Biasucci et al. 2010).

Rozdil ve skladbé stfevni mikrobioty u déti, které pfisly na svét cisafskym fezem nebo
naopak pfirozenou cestou, je zplsobem tim, Ze pfi porodu (pfirozenou cestou) dochazi
k prvotnimu styku s bakteriemi z vaginalniho a analniho prostredi matky. Oproti tomu porod
cisarskym fezem ma absenci tohoto prvotniho kontaktu. Nehledé na samotny proces porodu
je dalsim dualezitym faktorem pro sprdavny vyvoj stfevni mikrobioty novorozencd kojeni.
Matefskym mlékem dostdva dité do svého téla potiebné latky, kterymi jsou i protilatky typu
lysozym a lactoferrin. Kojenci, jenz jsou krmeni umélou vyZivou, maji ve své mikrobioté vétsi
pocet bakterii druhu Bacteriodes a Enterobacteria. Nicméné maiji snizeny pocet Bifidobacteria.
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Jako dalsi vyhodu materského mléka lze uvést, Zze se podili na snizeni vyskytu potravinovych
alergii. K mirnym zménam stfevni mikrobioty dochazi v dobé, kdy dité prechdazi na pevnou
stravu. Nasledné béhem dospivani a v dospélosti dochdazi ke zméndm stravovacich ndvykd,
jenz mohou stfevni mikrobiotu ovlivnit (Jurdskova 2019).

3.5.2 Stfevni mikrobiota a jeji ovliviiovani

Stfevni mikrobiota byva ovlivnéna zejména stravou a uzivanim antibiotik. V pfipadé,
Ze je nase strava jednotvarnd, muize dojit ke stavu, kdy nékteré bakterie maji vyssi pfisun Zivin
atim se stavaji jejich podminky pro Zivot ve stfevé lepSi. K mensi rozmanitosti stfevni
mikrobioty dochazi v okamziku, kdy nékteré bakterie nedostavaji dostatecné mnozstvi Zivin.
Pravé zminovana lécba antibiotiky ma prokazatelné negativni dopad na stfevni mikrobiotu,
kdy zpUsobuje zmény v jejim sloZeni a sniZuje jeji rozmanitost. Zmény tohoto typu maji mimo
jiné dopad i na aktivitu bakterii a produkci metabolit(i, které mohou nasledné ovliviiovat
metabolické drahy hostitele. Jednd se naptiklad o preménu metabolické drahy sacharidd,
mastnych kyselin nebo nukleotidl (Jurdskova 2019). Uzivani antibiotik v dobé do 3 let véku
ditéte, ma nejvétsi vliv na stievni mikrobiotu. Pravé v této dobé dochazi k budovani imunitniho
systému jedince. U novorozencl, ktefi uZivali antibiotika bylo prokazatelné zjisténo,
Ze vykazovali odlisnosti ve sloZeni stfevni mikrobioty, nebot nedochazelo k predpokladané
kolonizaci bakteriemi Bifidobacterium (Fouhy et al. 2012). A pradvé nedostatec¢nd rozmanitost
stfevni mikrobioty ma vliv na imunitni systém. V pozdéjsich letech jedince nastava zvyseni
rizika vyskytu astmatu (Jurdskova 2019).

3.5.3 Stievni mikrobiota a jeji produkty

Stfevni bakterie vytvareji latky oznaCované jako metabolity, které maji blahodarny vliv
na lidské zdravi, nebot jsou nékteré dokonce nepostradatelnym prvkem pro spravny rlst déti.
Jednad se naptiklad o vitaminy, Zlucové kyseliny, mastné kyseliny s kratkym retézcem a cholin
(Castanys-Mufiozet et al. 2016). Mezi nejvyznamnéjsi metabolity fadime mastné kyseliny
s kratkym retézcem neboli SCFA (z anglického Short Chain Fatty Acids). Mastné kyseliny
s kratkym retézcem vznikaji rozkladem uhlovodik(l pfi kvaseni. Mezi tyto uhlovodiky patfi
nestravitelné sacharidy, jako je napfiklad vldknina. Nejdllezitéjsi kyseliny zastoupeny
v mastnych kyselindch s kratkym fretézcem patfi acetat, butyrdt a propionat. Nejvétsi
koncentrace téchto latek byla zaznamendna v tlustém strevé, kde jsou zastoupeny v poméru
57:21:22. Oblasti stfeva s nizs§im pH jsou schopny vytvaret lepsi podminky pro kvaseni a tim
i vy$Si koncentraci mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Naopak v oblastech s vys$sim pH
vznikd mensi mnozstvi metabolitl. Nasledné se z tlustého stfeva tyto metabolity dale dostavaji
do krevniho obéhu, do hepatické, portdlni a periferni Zilni krve, kde se koncentruji v nizsSim
mnozstvi (Juraskova 2019).
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4 Metodika

Tato diplomova prace je zaloZzena na experimentu, pfi kterém se zkoumalo mnoZstvi
vzniklych kratkych mastnych kyselin po fermentaci vybranych kmenl hub rodu Pleurotus
pomoci mikroorganism( obsazenych v lidské stolici. Rod Pleurotus je znam vysokym obsahem
beta-glukand, které slouzi jako prekurzor kratkych mastnych kyselin. Vzorky byly odebirany
v definovanych ¢asovych intervalech a poté analyzovany pomoci NMR (Nuclear magnetic
rezonance).

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Chemikalie potfebné na prfipravu média byly: hydrogenuhli¢itan sodny,
hydrogenuhlicitan amonny, dihydrogenfosforecnan draselny, heptahydrat siranu
hore¢natého, dihydrat hydrogenfosforecnanu sodného, dihydrat chloridu vapenatého,
hexahydrat chloridu kobaltnatého, tetrahydrat chloridu manganatého, hexahydrat chloridu
Zelezitého, cystein hydrochlorid, 1M hydroxid sodny, nonahydrat sulfidu sodného,
6M kyselina chlorovodikova, trypton a resazurin. Pro ustanoveni anaerobniho prostredi byl
pouzit plyn OFN (oxygen free nitrogen). Zakoupeny byly od firmy Merck, Darmstadt, Némecko.
Také byl pouzit NMR pufr slozeny ze 1,5M hydrogenfosforecnanu draselného, 1,5M
hydrogenfosfore¢nanu sodného, 0,2 % azidu sodného a 5 mM kyseliny trimethylsilyl-
propinové-TSP (pH 7,4).

4.1.2 Vzorky vybranych hliv

Pro pokus bylo vybrano 6 kmenU hliv: Pleurotus flabellatus, Pleurotus pulmonarius,
Pleurotus ostreatus opuntiae, Pleurotus ostreatus ivory, Pleurotus ostreatus 5175 a Pleurotus
ostreatus X., které byly zakoupeny od vyrobcl sadby Sylvan a Amycel nebo byly pouzity vlastni
sbirky a sbirky VURV Praha Ruzyné. S vybranymi kmeny byly zaloZeny 2 vynosové pokusy.
Jeden byl uzavien v roce 2019. Druhy pokus byl ukonéen v lednu 2020.

Kultivace probéhla v pokusné péstirné CZU FAPPZ na Katedfe zahradnictvi. K péstovani
byly pouzity tepelné oSetfené slaméné pelety. Kolonizace trvala 21 dn( a fruktifikace pfi 16 °C
trvala 5 tydn(. Teplomilné kmeny pfi teploté 16 °C plodily pozdéji (po 17 dnech). Plodnice byly
poskytnuty Ustavu sacharid(l a ceredlii VSCHT a Katedfe kvality a bezpe&nosti potravin CZU
k prislusnym analyzam. Pro analyzu na NMR byly vzorky plodnic lyofilizovany a nasledné
namleté.

4.1.3 Stolice darcu

Jako zdroj stfevnich bakterii pro experiment byly pouzity lidské stolice od tfi darcua.
Vzorky stolice byly odebrany od zdravych darc(i s normalni BMI, ve véku 25-42 let, ktefi neméli
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zadné gastrointestinalni obtize ani diagnostikovanou nemoc a nebrali antibiotika po dobu min.
6 mésicu. Darci pred odbérem nemuseli drzet Zzadnou dietu. Dllezité bylo, aby stolice byla
Cerstva. Pro fermentaci bylo potfeba minimalné 24 g. Studie byla schvdlena etickou komisi
fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady a darci podepsali informovany souhlas.

4.1.4 Odbér stolice

Odbér vzorkud stolice byl proveden do uzaviratelnych plastovych nddob s vnitfnim
plastovym sackem. Do nadoby byl ihned po odbéru pfiloZzen k Cerstvému vzorku stolice
anaerobni katalyzator GENbag anaer (Biomérieux, Lyon, Francie), ktery v odbérné nadobé
utvarel anaerobni atmosféru vhodnou pro stfevni bakterie. Vzorky stolice byly zpracovany
do 2 hodin od odbéru.

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava zasobnich roztok

Na zacatku byly pripraveny nasledujici zasobni roztoky:

e Uhlic¢itanovy pufr — obsahoval 4 g hydrogenuhli¢itanu amonného, 35 g hydrogen—
uhli¢itanu sodného a byl rozpustén v 1 litru destilované vody.

e Makromineralovy roztok — byl rozpustén v 1 litru destilované vody a obsahoval 5,7 g
hydrogenfosforecnanu sodného, 6,2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 0,3 g
siranu manganatého.

e Mikromineralni roztok — byl ziskan rozpusténim 2,5 g dihydratu chloridu vapenatého,
2,5 g tetrahydratu chloridu manganatého, 0,25 g hexahydratu chloridu kobaltnatého
a 1,25 g chloridu Zelezitého ve 25 mL destilované vody.

e Sodno-fosfatovy pufr — byl pfipraven smichanim 610 mL 1/15M dihydratu
hydrogenfosforec¢nanu sodného a 390 mL 1/15M dihydrogenfosforec¢nanu draselného
a vyrovnan na hodnotu pH=7,0.

Poté bylo pfipraveno 2,5 L fermentacni médium. Na 1 litr bylo potfeba 2,25 g tryptonu
rozpusténého ve 450 mL destilované vody, 225 mL uhli¢itanového pufru, 112,5 ul
mikromineralniho roztoku, 225 ml makrominerdlniho roztoku a 1125 ul 0,1% resazurinového
roztoku.

Dale bylo navazeno 0,8 g lyofilizovanych vzorkd hub do 50 mL fermentacnich vialek,
které byly nasledné uzavieny hlinikovymi krimpovacimi vicky s PTFE/silikonovym septem.
Pfipraveny byly také kontrolni varianty bez stolice nebo plodnice hub. Experiment mél plné
faktoridlni design, 3 darci x 6 vzorkd hub + 2 blanky (1 bez stolice a 1 bez houby), kazda
kombinace byla ve 2 opakovanich.
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4.2.2 Fermentace vzorka

Nejprve byl pripraven cerstvy redukéni roztok. Obsahoval 625 mg cystein
hydrogenchloridu, 4 mL 1M hydroxidu sodného a 625 mg nonahydratu sulfidu sodného a byl
rozpustén ve 100 ml destilované vody.

Fermentacni médium uzaviené vatou v erlenmeyerovych bankach bylo sterilovano
varem, zhruba 7 minut do riZového zabarveni, a poté zchlazeno na 37 °C za soucasného
pfivodu plynného dusiku (OFN). Pomoci 6M HCI bylo vyrovndno pH na hodnotu 7.Nasledné
bylo pipetou pfidano 43 mL fermentacniho média a 2 mL redukéniho roztoku do kazdé
krimpovaci vialky, které byly poté procistény OFN, aby byl odstranén atmosféricky kyslik.
Pomoci stomacheru (AES Laboratorie) bylo zhomogenizovdno 24 g cerstvé lidské stolice
s 75 mL fosfatového pufru. Smés byla poté prefiltrovdna pres nylonovy filtr a 5 mL fekalni
suspenze bylo pridano pfes septum pomoci injekéni stfikacky do fermentacnich vidlek, které
byly ndsledné protiepany.

Ihned byly odebrany vzorky v ¢asovém bodé 0 hodin do zkumavek Eppendorf, vidy
3 opakovani po 1000 pl. Fermentacni viadlky byly umistény do tfepaci lazné s teplotou 37°C.
Dalsi odbér vzorku byl proveden stejné v ¢asovych intervalech 4, 8 a 24 hodin. Do doby méreni
na NMR spektrometru byly odebrané vzorky ve 1,5 mL zkumavkach Eppendorf zamrazeny
na -80 °C, aby byla zastavena fermentace.

4.2.3 NMR analyza

Po rozmrazeni byly vzorky zhomogenizovany na vortexu a nasledné zcentrifugovany
(Rotanta 460, Hettich, Némecko) pfi teploté 4 °C po dobu 10 min pfi 15 000 ot/min. Poté bylo
vidy 600 uL supernatantu pfeneseno do zkumavky Eppendorf a smichano s 66 uL NMR pufr.
Vzorek byl znovu centrifugovan pfi 4 °C po dobu 5 min pfi 15 000 ot/min. Do pfipravenych
5mm NMR kyvet bylo preneseno 600 pL vysledného supernatantu. NMR analyza byla
provedena na spektrometru Bruker Avance Ill (Némecko) vybaveném 5 mm broadband
observation sondou (BBFO) SmartProbe se Z-gradientem (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Némecko), pracujici pfiprotonové frekvenci 500.23 MHz. Méreni byla
realizovana pfi teploté 298 K (25 °C). 1H NMR spektra byla ziskdna a zpracovana za stejnych
podminek. Pro potlaceni signdlu vody byla vyuZzita pulzni sekvence noesyprild pfi 4,704 ppm.
Pfi jednodimeziondlnim 1H experimentu byly pro kazdy vzorek pouZzity nasledujici parametry:
pocet datovych bod( 32k pti Sifce spektra 16 ppm, pocet skent 128, akvizi¢ni ¢as 4 s, relaxaéni
prodleva 1 s, sméSovaci ¢as na presaturaci signdlu vody 0,1 s. Ladéni pfistroje, kalibrace 90°
pulzu a Simovani byly optimalizovany automaticky pomoci standardnich automatickych rutin
(atma, lock, rga, pulsecal a topshim). Analyza jednoho vzorku trvala pfiblizné 15 minut. Signal
volné precese (FID) byl pred Fourierovou transformaci zpracovan zero filling, line broadening
0,3 Hz a exponencialni multiplikaci.
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4.2.4 Zpracovani vysledkd

Spektra byla manudlné fazovana a referencovdana na TSP 0.00 ppm v programu
Topspin. Alignment a export spekter byl proveden v programu Mestrenova, cilové profilovani
latek a kvantifikace v programu Chenomx 8.5.

Vysledné obsahy mastnych kyselin s kratkym fetézce ve vzorcich stolice byly statisticky
vyhodnoceny v programu Microsoft Excel. Statisticka analyza byla provedena v programu SPSS
(IBM). K uréeni rozdilu mezi jednotlivymi vzorky byl pro kazdy ¢as proveden Student(iv t-test
(2-vybérovy) s Bonferoniho korekci pro vicenasobné porovnani, vysledky byly povazovany
za prikazné pri p<0.05.
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5 Vysledky

Byly vyhodnocovany obsahy mastnych kyselin s kratkym fetézcem (mg.dL!) v pribéhu
Casu a v zavislosti na jednotlivych kmenech hub rodu Pleurotus.

Graf Cislo 1 zobrazuje prabéh narlGstu primérného mnoizstvi mastnych kyselin
s kratkym retézcem béhem 24 hodin pfi fermentaci hub se stolici. Hned na za¢atku fermentace
byly odebrany vzorky (0 hodin), které jiz vykazovaly pritomnost téchto kyselin. Bylo to tim,
Ze lidské télo nevyuZije veskeré kyseliny, které fermentaci v tlustém stfevé vzniknout a jejich

¢ast odchazi z téla se stolici.

V kazdém Casovém intervalu dosahoval acetat vyrazné nejvyssich namérenych hodnot.
Po prvnich 4 hodinach fermentace vykazovaly vzorky nardst vSech kyselin. Acetat dosahoval

vV

hodnoty 181,04 mg.dL™. Nejnizsi hodnoty dosahl propionat s 38,07 mg.dL™.

V ¢asovém intervalu 8 hodin je viditelné zpomaleni narlstu acetdtu a butyratu. Oviem
propionat dosahl hodnoty 76,35 mg.dL?, co? je zdvojnasobeni hodnoty od méfeni
po 4 hodinach fermentace.

Po 24 hodinach fermentace je zfejmé zpomaleni narlstu u vSech kyselin. Na konci
fermentace dosahl acetat zdaleka nejvyssich hodnot. Vysledné hodnoty propiondtu a butyratu
se k sobé vice pfiblizily.

Graf Cislo 1: Primérny obsah mastnych kyselin s kratkym retézcem v pribéhu ¢asu
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Vysledky obsahu acetatu pro jednotlivé kmeny hub jsou zobrazeny v ndsledujicim grafu
Cislo 2. Na zacatku fermentace (0 hodin) byly obsahy acetatu vyrovnané, v priméru
12,96 mg.dL?.

Z grafu je zrejmé, Ze k nejvétSimu narlstu obsahu acetatu ve vSech vzorcich doslo
po prvnich 4 hodinach. Obsah acetatu dosahoval podobnych hodnot, jen vzorky hub
P. ostreatus opuntiae a P. ostreatus 5175 mély obsah niZzsi.

Vzorky odebrané po 8 hodinach vykazuji patrné zpomaleni rGstu obsahu acetatu

vy

hodnot.

V posledni fazi fermentace (po 24 hodinach) doslo kvyraznym projevim rozdilt
jednotlivych vzorkd hub. Mimo jiné se také projevilo vyrazné zpomaleni rlistu obsahu acetatu.

vy

evvs

Také kontrolni varianta vykazovala v pribéhu ¢asu narast. Nejvyraznéjsi narast byl
béhem prvnich 4 hodin, pak se rychlost rlstu vyrazné sniZila. Jeji obsah acetatu
po 24 hodinach ¢inil 57,41 mg.dL™.

Graf cislo 2: Obsah acetatu ve vzorcich hub v prabéhu ¢asu
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Na grafu Cislo 3 jsou zobrazeny vysledky obsahu propionatu pro jednotlivé druhy hub.
Na zacatku fermentace (0 hodin) dosahovaly obsahy propionatu vyrovnanych hodnot,
v priméru 3,48 mg.dL?.

Po prvnich 4 hodinach doslo k narlistu mnoZstvi propionatu ve vzorcich v priméru
na 38,07 mg.dLl. Pouze vzorky P. pulmonarius a P. ostreatus X s hodnotami 41,24 mg.dL?
a 41,92 mg.dL? pfesahly hranici 40 mg.dL .

V ¢asovém intervalu 8 hodin se zatim neprojevilo zpomaleni tvorby propionatu,
v priiméru dosahoval obsah 76,35 mg.dL™. Hranici 80 mg.dL! pfekonaly vzorky P. pulmonarius
s hodnotou 83,56 mg.dL?, P. ostreatus opuntiage shodnotou 81,55 mg.dL! a vzorek
P. ostreatus X s hodnotou 83,06 mg.dL™.

V ¢asovém intervalu 24 hodin byla tvorba propionatu jesté stdle intenzivni. Vyrazné
nejnizsich vysledk( dosahl vzorek P. ostreatus 5175 s obsahem propiondtu 120,34 mg.dL ™.
Hranici 140 mg.dL! nepfekonaly vzorky P. ostreatus X s obsahem propionatu 135,30 mg.dL?
a P. ostreatus ivory s obsahem propionatu 139,07 mg.dL!. Druhé a tfeti nejvyssi hodnoty
dosahl vzorek P. ostreatus opuntiae s hodnotou 147,99 mg.dL' a vzorek P. flabellatus
shodnotou 143,02 mg.dL. P. pulmonarius dosahl nejvy$diho obsahu propionatu

evvs

ato 151,50 mg.dL?, co? je 0 20,57 % vice neZ vzorek s nejnizsim obsahem.

Také kontrolni varianta vykazovala v pribéhu c¢asu narlst. Obsah propionatu
v kontrolni varianté ¢inil v intervalu 24 hodin 23,39 mg.dL™.

Graf Cislo 3: Obsah propionatu ve vzorcich hub v pribéhu ¢asu
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Graf Cislo 4 zobrazuje obsah butyrdtu pro jednotlivé kmeny hub. Na zacatku
fermentace (0 hodin) byly obsahy butyrdtu vyrovnané, v priméru 4,99 mg.dL™2.

Jiz po prvnich 4 hodindch vykazovaly jednotlivé vzorky hub rozdily. Vzorky
P. flabellatus, P. ostreatus opuntiae a P. ostreatus ivory obsahovaly butyrat v priiméru
67,90 mg.dL. Naproti tomu vzorky P. ostreatus 5175, P. ostreatus X a P. pulmonarius mély
obsah butyratu primérné 83,95 mg.dL™.

Vzorky odebrané v ¢asovém intervalu 8 hodin vykazovaly rozdily jesté vétsi. Vzorek
P. ostreatus ivory s hodnotou 112,21 mg.dL"*mél obsah butyratu nejnizsi. Obsah butyratu
ve vzorcich P. ostreatus 5175, P. flabellatus a P. ostreatus opuntiae dosahoval v priméru
124,17 mg.dLl. P. ostreatus X s hodnotou 143,01 mg.dL? a P. pulmonarius s hodnotou

136,25 mg.dL! vykazovaly nejvyssi obsahy butyratu.

V ¢asovém intervalu 24 hodin dosahoval vzorek P. ostreatus ivory s hodnotou

a P, ostreatus opuntiae vykazovaly primérnou hodnotu 175,53 mg.dL. Nejvyssiho obsahu
butyratu dosahly vzorky P. pulmonarius shodnotou 184,11 mg.dL! a P. ostreatus X
s hodnotou 184,71 mg.dL™.

Kontrolni varianta vykazovala v pribéhu ¢asu také nardst. Nejvyraznéjsi narast byl
béhem prvnich 4 hodin, pak se rychlost rlstu snizila. Mezi ¢asovym intervalem 8 a 24 hodin
byl jiz narlstu obsahu velmi nepatrny. Na konci fermentace dosahovala kontrolni varianta
obsahu 24,96 mg.dL.

Graf Cislo 4: Obsah butyratu ve vzorcich hub v priibéhu ¢asu
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Na grafu Cislo 5 jsou zobrazeny procentualni zastoupeni mastnych kyselin s kratkym
fetézcem pro jednotlivé vzorky hub v pribéhu ¢asu. Na zacatku fermentace bylo procentualni
zastoupeni mastnych kyselin s kratkym fetézcem v jednotlivych kmenech hub vyrovnané,
primérné 60,33 % acetatu, 16,37 % propionatu a 23,30 % butyratu.

Po prvnich 4 hodinach doslo u vétsiny vzorkl ke zvySeni procentudlniho zastoupeni
butyratu na Ukor propionatu. Pouze u vzorkl P. flabellatus a P. ostreatus ivory doslo ke zvyseni
procentudlniho zastoupeni acetatu na ukor propionatu.

Vsechny vzorky odebrané po 8 hodinach fermentace vykazovaly pokles procentudiniho
zastoupeni acetatu na ukor pro propionatu i acetatu, v priiméru dosahoval acetat 56,70 %.

V ¢asovém intervalu 24 hodin se procentudlni zastoupeni butyratu ve vzorcich hub
témér nezménilo, pramérné mélo hodnotu 26,97 %. Doslo vsak k dalsimu poklesu
procentudlniho zastoupeni acetatu na Ukor propionatu. Acetadt dosahoval 51,66 % a propionat
21,37 %.

Graf cislo 5: Procentualni zastoupeni jednotlivych kyselin ve vzorcich hub a v pribéhu ¢asu
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Graf Cislo 6 zobrazuje procentudlni zastoupeni mastnych kyselin s kratkym fetézcem
pro jednotlivé darce v pribéhu casu. Z grafu lze vycist zna¢né rozdily v jednotlivych stolicich.

Jiz na zacatku fermentace (0 hodin) je zfejmy rozdil v procentualnim zastoupeni butyratu
a propionatu.

Vintervalu 4 hodiny se u Darce 1 pomér kyselin téméf nezménil. U Darce 2 doslo
k poklesu procentualniho zastoupeni propionatu na ukor acetdtu. Naopak Darce 3 vykazuje
pokles procentualniho zastoupeni acetdtu na Ukor propiondtu i butyratu.

Po 8 hodinach fermentace vykazovali Darce 1 a Darce 2 zvySeni procentualniho

zastoupeni propionatu na ukor acetatu. U Darce 3 doslo k malému narlstu butyratu na ukor
acetatu.

V ¢asovém intervalu 24 hodin vykazovaly vSechny stolice zhruba stejné zastoupeni

propionatu, pramérné 21,38 %. LiSily se poméry butyrdtu a acetatu. Acetat nabyval hodnot
49,70 az 53,72 % a butyrat 25,11 az 28,52 %.

Graf Cislo 6: Procentualni zastoupeni jednotlivych kyselin ve vzorcich jednotlivych stolicich
v pribéhu casu
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V souhrnné tabulce Cislo 3 jsou zobrazeny primérné hodnoty mastnych kyselin
s kratkym retézcem vsech mérenych kmenQ hub. Pro ndzornéjsi zobrazeni dat je vloZen graf
z téchto hodnot jako pfiloha Cislo 1. Hodnoty ve stejném fadku tabulky, které nesdileji stejny
dolni index, se vyznamné lisi pfi p<0,05. Z index{ v tabulce Ize tedy vycist statisticky vyznamny
rozdil u acetatu ve 24. hodiné mezi Pleurotus flabellatus a Pleurotus ostreatus 5175. Obdobny
rozdil nastal také u Pleurotus ostreatus ivory a Pleurotus ostreatus 5175. Ve 24. hodiné
vykazoval statisticky vyznamny rozdil i propionat. Konkrétné se projevil mezi Pleurotus

pulmonarius a Pleurotus ostreatus 5175.

Tabulka cislo 3: Prlimérné hodnoty acetatu, propiondtu a butyratu ve vzorcich hub

v prabéhu casu

Pleurotus | Pleurotus | Pleurotus
Pleurotus | Pleurotus Pleurotus
flabellatus | pulmonarius ostreqtus ?streatus ostreatus ostreatus X
opuntiae ivory 5175
< |Acetdt 13,0, 12,2, 12,6, 15,2, 12,9, 11,9,
8 [Propionat 3,3, 3,4, 3,0, 4,64 3,6 3,0,
© | Butyrat 5,0, 4,7 , 4,9, 5,83 4,8, 4,7 ,
Z | Acetat 185,5, 194,3, 155,7, 189,64 164,65 196,72
E Propionat 37,7, 41,2, 37,2, 35,2, 35,1, 41,9,
< [Butyrat 69,9, 79,4, 66,1, 67,84 86,8, 85,6,
c |Acetdt 287,2, 284,4 , 248,35 275,14 235,9, 276,1,
E Propionat 73,8, 83,6, 81,64 66,1, 70,1, 83,1,
% | Butyrat 123,1, 136,25 120,14 112,24 129,3, 143,04,
_% Acetat 370,25 350,64, 318,44 371,24 290,9p| 325,1,0
2 | Propionat 143,05, 151,5, 148,05, 139,151 120,3 135,351
N Butyrat 178,2, 184,1, 171,04 157,7, 177,44 184,74

Vysledky kontrolni varianty bez stolice obsahovaly také mastné kyseliny s kratkym
fetézcem. Obsah propiondtu se pohyboval vrozmezi od 0,029 mg.dL? do 3,363 mg.dL?
a butyratu od 0,079 mg.dL! do 2,168 mg.dL. Obsah acetdtu byl vsak vyssi. V ¢asovych
intervalech 0, 4 a 8 hodin dosahoval hodnot od 0,392 mg.dL? do 1,723 mg.dL!, oviem poté
vintervalu 24 hodin doslo k narQstu v priméru na 106,72 mg.dLl. Tato vyraznd zména je
zachycena v grafu Cislo 7.
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Graf Cislo 7: Priimérny obsah acetatu, propiondtu a butyratu v kontrolni varianté bez stolice
v pribéhu casu
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6 Diskuze

Drevokazna houba hliva ustfi¢na poskytuje Siroké spektrum biologicky aktivnich Iatek,
které posiluji fyziologicky stav naseho organismu (Mowsurni & Chowdhury 2010). Waktola
a Temesgen (2020) uvadi, ze hliva ustficna vykazuje antioxidacni, protinadorovou,
mnohé studie, které se timto tématem zabyvaly. Vetvicka et al. (2019) uvadi, Ze dUleZitou roli
hraje beta-glukan obsaZzeny v hlivé. Ten totiZz stimuluje imunitni systém hostitele a vykazuje
Sirokou skalu imunofarmakologickych aktivit, které zavisi na zdroji, strukture, stupni vétveni
i molekulové hmotnosti beta-glukanu.

Nékteré zdroje uvadi, Ze je dlilezité beta-glukan nejprve izolovat, aby mohl v lidském
organismu pUsobit naplno. V experimentalni ¢asti této diplomové prace ovsem byly pouzity
neizolované beta-glukany pfitomné v lyofilizovanych vzorcich hub. Siu et al. (2016) uvadi, zZe
pro ziskani polysacharidd z hub je dulezita extrakce, zaleZi vSak na jejim druhu. Vodna alkalicka
extrakce je ucinnd pro rozbiti bunécné stény a extrahovani polysacharidl z hub.

Tato diplomova prdace je zamérena na zkoumdani vzniku mastnych kyselin s kratkym
fetézcem pfri fermentaci hub rodu Pleurotus pomoci mikroorganism( obsaZzenych v lidské
stolici. Rlzné studie ¢asto vyuZzivaji pfi analyze mastnych kyselin s kratkym retézcem plynovou
chromatografii. V predlozené diplomové praci byl vyuzit NMR spektrometr. Je
pravdépodobné, Ze méné casté vyuzivani NMR spektrometru je zplisobeno vysokymi naklady
na pristrojové vybaveni. Emwas (2019) uvadi, Ze dnes jsou LC-MS (kapalinova chromatografie
spojenda s hmotnostnim spektrometrem), GC-MS (plynova chromatografie spojena
s hmotnostnim spektrometrem) a NMR nejcastéji pouzivané analytické metody. Mezi vyhody
NMR patfi objektivnost, nedestruktivnost, snadna kvantifikovatelnost, mimoradna
reprodukovatelnost a vysoka automatizace. NMR je pro detekci cukr(, alkohol(, organickych
kyselin a dalSich vysoce polarnich sloucenin vice vhodnd nez LC-MS. NMR ma vsak i nevyhody.
Oproti LC-MS a GC-MS je NMR 10 az 100 x méné citlivy.

Experiment, ktery byl soucasti predlozené diplomové prace, dokdazal, Ze vSechny
pouzité kmeny hub rodu Pleurotus vykazuji po fermentaci zvySeny obsah mastnych kyselin
s kratkym retézcem. Také byla dokazana hypotéza, Ze rozdilné kmeny hub rodu Pleurotus
nemaji stejny potencidl slouZzit jako prekurzor tvorby mastnych kyselin s kratkym retézcem.
Z experimentu (2018), ktery zkoumal Sest jedlych hub véetné Pleurotus ostreatus a Pleurotus
eryngii, vyplyva, Ze se koncentrace mastnych kyselin s kratkym fetézcem také vyznamné
zvysila. Soucasné klesla hodnota pH, ¢imz se stfevni prostfedi stalo pfiznivéjsim. PFi tomto
experimentu byla pouZita také stolice od tfi darcli a pro stanoveni mastnych kyselin s kratkym
fetézce byla pouzita plynova chromatografie (Zhao et al. 2018).

Z experimentu v této diplomové praci vyplyva, Ze jednoznacné nejvétsiho zastoupeni
mastnych kyselin s kratkym retézcem dosahl acetat, ktery je velmi dilezity pro epitelni burniky
tlustého stfeva, nebot ho vyuZivaji jako zdroj energie. Déle je napriklad nezbytny pro rlst

39



Faecalibacterium (Nwoko et al. 2017). Jako nejlepsi pro tvorbu acetatu se jevi Pleurotus
flabellatus a Pleurotus ostreatus ivory. Cummings a Macfarlane (1997) ve svém experimentu
uvadi acetat také jako nejhojnéji zastoupenou kyselinu. Pfi jejich experimentu byli
fermentovany Skrob, pektin, otruby a oligofruktéza. Pleurotus flabellatus mynuk byl vyuZzit
v jiném experimentu zkoumajicim vliv extraktu hub na vznik biofilma. Extrakt tohoto kmene
vykazoval antiadhezivni aktivitu proti Enterococcus faecalis (Vunduk et al. 2019).

Pro lidské télo je pravdépodobné nejdlilezitéjsi butyrat. Dokaze totiz vyvolat apoptozu
bunék rakoviny tlustého stfeva, ¢imz se da predpokladat jeho protirakovinnda aktivita. Wong
et al. (2006) uvadi, Ze hlavnim zdrojem energie pro kolonocyty je pravé butyrat. Podle naseho
experimentu dosahuje nejvysSich hodnot butyratu Pleurotus pulmonarius a Pleurotus
ostreatus X, pricemz Pleurotus ostreatus X vykazoval jiz po osmi hodinach fermentace nejlepsi

evvs

ze vSech vzork(, pficemz hodnoty acetatu mél nejvyssi.

Nejvyssi obsah vzniklého propiondtu mél Pleurotus pulmonarius s hodnotou
151,5 mg.dL. Propionat je pro lidské télo také velice potfebny. Nejenze je, stejné jako acetat
a butyrat, zdrojem energie pro epitelové burky, propionat se podili také na glukogenezi
v jatrech. Miyamoto et al. (2018) zkoumal vznik mastnych kyselin s kratkym retézcem u mysi
po dieté obsahujici jeémen. Propionat vtomto experimentu dosahoval hodnoty 7,6 pmol.g™.

Je zajimavé, Ze bakterie dokaZou tvofit bud pouze butyrdt nebo pouze propionat.
Reichardt et al. (2014) uvadi, Ze existuje jen malé mnoiZstvi bakterii, které maji genetické
predpoklady pro produkci obou kyselin. Nwoko et al. (2017) ovSem uvadi, Ze nékteré bakterie
jsou schopné v zdvislosti na substratu, prejit na tvorbu jiné mastné kyseliny s kratkym
fetézcem. Naproti tomu je acetat produkovan SirsSim spektrem nespecifickych bakterii.

Na grafu Cislo 5 v této diplomové praci je moiné si vSimnout, Ze procentualni
zastoupeni mezi acetatem, propiondtem a butyratem se v prabéhu c¢asu u jednotlivych vzorku
hub méni. V prlibéhu fermentace doslo k poklesu acetdtu zhruba o 10 % na ukor propionatu,
jehoz procentualni zastoupeni vzrostlo zhruba o 5% a také na ukor butyratu, jehoz
procentudlni zastoupeni vzrostlo zhruba o 3,67 %. Zajimavé je, ze kontrolni varianta bez hub,
tedy pouze se stolici, se chovala v pridbéhu fermentace UplIné stejné. Belobrajdic (2015) uvadi,
Ze se pri fermentaci jeémene, ktery obsahuje také beta-glukany, zvySil pomér butyratu
na ukor acetatu a propionatu.

Graf Cislo 6, ktery zobrazuje procentudlni zastoupeni jednotlivych kyselin ve vzorcich
jednotlivych stolic v prlibéhu Casu, stoji také za povSimnuti. Lze z néj vycist, Ze stolice darce
¢islo 3 vykazovala jiz po prvnich ¢tyrech hodinach fermentace takové procentudlni zastoupeni,
kterych dosahovaly ostatni vzorky az na konci fermentace po 24 hodindach. Lze predpokladat,
Ze je to zpUsobeno stravou nebo stfevnim mikrobiomem daného darce. Z vysledk( studie
(1996), kde byli hodnoceni pouze dva darci, vyplyva Zze pomér acetatu, propiondatu a butyratu
po fermentaci zeli lidskou stolici je prGmérné 60,5:23,5:16 (Miller & Wolin 1996). V nasem
experimentu vysSel pomér acetatu, propionatu a butyratu primérné na darce 52:21:27.
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Do experimentu byl také zahrnut kontrolni vzorek bez stolice, tedy jen se vzorkem hub.
Propiondt a acetdt dosahoval nizkych hodnot po celou dobu fermentace, dosSlo k sotva
patrnému narUlstu. OvSem acetat vykazoval nizké hodnoty pouze prvnich 8 hodin fermentace.
Béhem dalSich 16 hodin doslo k jeho velikému nardstu. Obsah acetatu stoupl o vice nez
100 mg.dL ™. Lze se domnivat, Ze doslo k narGstu mikroorganismu a jejich enzymatické aktivité
pfirozené se vyskytujicich na vzorcich pouzitych hub. Také je mozné, Ze doslo k chemické
reakci mezi vzorky hub a chemikaliemi k nim pfidanym nebo k hydrolytické aktivité enzyma,
konkrétné beta—glukosidazy. Song et al. (2020) uvadi, Ze hliva Ustficna vyuziva enzymy Stépici
polysacharidy pfi degradaci substratu, na kterém roste. Tyto enzymy hlivé pomahaji
pfi ziskavani Zivin pro podporu rlstu mycelia a produkce ploda.

Z experimentu je mozné vyvodit, Ze z pouzitych vzork( hub je nejlepsi houbou
pro tvorbu mastnych kyselin s kratkym retézcem Pleurotus pulmonarius, jenz dosahl nejvyssi
hodnoty propiondtu a butyratu, ptfiéemz obsah acetatu byl také pomérné vysoky. Ovsem
celkovy soucet vzniklych mastnych kyselin s kratkym fetézcem nejvyssi nebyl. Nejvyssiho
souctu vzniklych mastnych kyselin s kratkym fetézcem dosahl Pleurotus flabellatus, ktery
vykazoval nejvyssi obsah acetatu. Avsak Pleurotus pulmonarius se od Pleurotus flabellatus lisil
pouze 0 5,2 mg.dL?.

Dle mého nazoru se jako nejméné vhodnou houbou jevi Pleurotus ostreatus 5175,
ktery mél sice pomérné vysoké hodnoty butyratu, avsak v obsahu acetatu a propiondtu

evvs

fetézcem dosahoval 588,7 mg.dLl, coi je oproti Pleurotus flabellatus nizsi hodnota
0102,7 mg.dL™.
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7 Zaveér

Z hodnoceni vysledk(l experimentu vyplyvd, Ze vSechny kmeny hub vykazovaly
po fermentaci nardst mastnych kyselin s kratkym retézcem. Acetatu vzniklo po 24 hodinach
fermentace v priméru 337,8 mg.dL L. Pleurotus flabellatus a Pleurotus ostreatus ivory dosahli
hodnot nejvyssich, mezi sebou se lisili minimalné a pramérné hodnota ¢inila 370,2 mg.dL .
Pleurotus ostreatus 5175 dosahl pouze 290,9 mg.dL. Statisticky vyznamny rozdil v obsahu
acetatu nastal pravé mezi kmeny Pleurotus flabellatus a Pleurotus ostreatus 5175, a Pleurotus
ostreatus ivory a Pleurotus ostreatus 5175.

Pleurotus pulmonarius dosahl nejvyssi hodnoty v obsahu propionatu. Po 24 hodindch
fermentace obsahoval 150,5 mg.dL propiondtu. Pleurotus ostreatus 5175 dosahl znovu

vyznamné lisily.

Nejvyssich hodnot butyratu dosahli Pleurotus pulmonarius a Pleurotus ostreatus X,
jejichZ hodnoty se lisily 0 0,6 mg.dL?, primérné jejich hodnota ¢inila 184,4 mg.dL. Nejnizsi
obsah vykazoval Pleurotus ostreatus ivory s hodnotou 157,7 mg.dL™. V obsahu butyratu ovéem

k vyznamné odliSnosti nedoslo.

Z dosazenych vysledkl vyplyvd, Ze z pouzitych kmenl hub se jako nejvhodnéjsi
pro produkci mastnych kyselin s kratkym retézcem jevi Pleurotus flabellatus a Pleurotus
pulmonarius.

Hypotéza byla potvrzena, jednotlivé kmeny hub rodu Pleurotus se mezi sebou
vyznamneé lisi v potencidlu slouzit jako prekurzor tvorby mastnych kyselin s kratkym retézcem.

Tento experiment byl jeden z prvnich pokus(l porovnavajicich jednotlivé kmeny rodu
Pleurotus, proto by bylo vhodné pokracovat dal napfiklad v in vivo studiich.
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