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Anotace

Tato bakalafskd prace se zabyva studiem sirnych slouc¢enin houby houZevnatce
jedlého (Lentinula edodes) z Celedi Agaricaceae.

Teoreticka ¢ast popisuje jeji vyskyt, umélou kultivaci a také shrnuje soucasny stav
problematiky tykajici se nejvyznamnéjSich sloucenin této houby. Hlavni pozornost
je soustfedéna na senzoricky aktivni sirné slou€eniny vznikajici z netékavého prekurzoru,
lentinikové kyseliny.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na izolaci a spektrdlni charakterizaci
nejvyznamnéjSich  senzoricky aktivnich slou¢enin. Dal§im cilem bylo testovani
antimikrobidlni aktivity hlavni sirné slouceniny, lenthioninu (1,2,3,5,6-pentathiepanu),
mikrodiluéni metodou. Zjisténé minimalni inhibi¢ni koncentrace byly porovnany s aktivitou

komeréné dostupnych antibiotik.

Annotation

This Bachelor’s thesis deals primarily with sulfur-containing compounds
of the mushroom Lentinula edodes which belongs to the family Agaricaceae.

The theoretical part describes its occurrence, artificial cultivation, and also
summarizes the current state of knowledge related to the most important compounds found
in this mushroom. It is focused mainly on the sensory active compounds formed from a non-
volatile precursor lentinic acid.

The experimental part was focused on the isolation and spectral characterization
of the most important sensory active compounds. The other aim of this thesis was to test
the antimicrobial activity of lethionine (1,2,3,5,6-pentathiepane) by the microplate method.
The minimal inhibitory concentration observed was compared to the activity of several

commercially available antibiotics.
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Cile prace

1 Cile prace

A. optimalizace metody pro izolaci senzoricky aktivnich slouc¢enin houzevnatce
jedlého,

B. izolace nejvyznamnéjSich slouc¢enin metodou HPLC/PDA,

O

spektralni charakterizace frakci,

D. testovani antimikrobidlni aktivity vybranych frakci mikrodilu¢ni metodou.



Uvod

2 Uvod

Infekéni onemocnéni ziistavaji 1 naddle jednou z hlavnich hrozeb pro lidské zdravi.
Mnoho antibiotik pro klinické vyuziti bylo izolovano zplisni nebo z bakterii fadu
Actinomycetales. Ackoliv produkce vyznamnych antibiotik (penicilin, cefalosporin
a griseofulvin) nékterymi druhy hub je dobfe zndma, vyskyt sloucenin s antimikrobidlni
aktivitou v houbéch je stale nedostatecné zdokumentovany (YAMAC & BILGILI, 2006).

Houby potiebuji pro pfeziti v jejich prirozeném prostiedi antibakteridlni
a antimykotické latky. Neni proto prekvapivé, Ze antimikrobidlni slouceniny s riznou
aktivitou mohou byt izolovany z mnoha druht hub, a mohou tak byt vyraznym piinosem pro
lidské zdravi (LINDEQUIST et al., 1990). Mezi jedlé houby, u kterych byly prokazany 1écivé
ucinky, patii jiz od starovéku houzevnatec jedly (Lentinula edodes (Berk.) Pegler 1976).
Tato houba potencialné piedstavuje obrovsky a presto do znacné miry nevyuzity zdroj
novych biologicky aktivnich slou€enin. Zejména se jednd o velké mnozstvi polysacharidi
s protinadorovymi a imunomodula¢nimi vlastnostmi (WASSER, 2002). Antibakteridlni
aktivita je dal$i velmi zajimavou vlastnosti této houby prokazanou nékolika studiemi
(MORITA & KOBAYASHI, 1967; ISHIKAWA et al., 2001; BISEN, 2010). S rostouci odolnosti
bakterii vic¢i antibiotikim mohou byt tyto studie cestou vpied v boji proti bakterialnim
infekcim (HASSEGAWA ef al., 2005). Antimikrobidlni aktivita byla zjiSténa u rGznych
extraktl z Lentinula edodes. Vykazuji napt. aktivitu proti nékterym kvasinkam,
grampozitivnich i gramnegativnim bakteriim. Ptikladem mutze byt Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis ¢i Escherichia coli (BISEN et al., 2010).

Diky svym biologickym ucinkiim nasla tato houba také uplatnéni v 1écbé nebo
prevenci zavaznych zdravotnich onemocnéni jako je napft. rakovina nebo syndrom ziskané¢ho
selhéni imunity (BISEN ef al., 2010).

Prestoze mnoho studii prokazalo 1écebné ucinky této houby, ziistava stale mnoho

nepoznanych oblasti, pro které si Lentinula edodes zaslouzi detailngjs$i zkoumani.
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2.1 HouzZevnatec jedly

Shiitake, ¢esky houzevnatec jedly (Lentinula edodes (Berk.) Pegler 1976), dale jen
LE, se tadi do tiSe Fungi - houby, oddéleni Basidiomycota - houby stopkovytrusé a celedi
Agaricaceae - pecarkovité. Druhy z ¢eledi Agaricaceae jsou saprofyté, zplisobujici degradaci
dreva a ligninovych/celulosovych materialt. Nekteré z nich, véetné LE, se staly popularnimi
diky svym senzorickym vlastnostem (zejména chuti a vini). Stopkovytrusé houby
(Basidiomycota) jsou na zéklad¢ zpisobu degradace dfeva klasifikovany jako houby bilé¢ho
tleni a houby hnédého tleni. LE patii mezi houby bilého tleni, které produkuji komplex

enzymi umoznujici degradaci vSech dievénych komponentl (SILVA et al., 2007).

Obriazek 1: Plodnice Lentinula edodes a) Gerstvé®, b) susené®.

LE (Obrazek 1) je jedla houba pochazejici z vychodni Asie. Jedna se o dievokaznou
houbu napadajici v teplém a vlhkém klimatu zejména listnaté stromy, napt. dub, kaStan, buk,
javor, topol, ol$i a morusi (RAHMAN & CHOUDHURY, 2012).

V rlznych ¢astech svéta je LE znamy pod riiznymi jmény. Nazev shiitake je odvozen
od japonskych slov ,,shii* znamenajici dub a ,,take* ve vyznamu houba. Shiitake je zdaleka

nejpopularnéj$im oznacenim této houby. V USA je vSak také zndma jako ¢ernd lesni houba,

Zdroj:
a http://foodsforlonglife.blogspot.cz/2011/02/spicy-vegan-quinoa-with-asparagus-and.html k 1. 8. 2012

b http://1.bp.blogspot.com/ OPKpPIV_46E/SvBjW9CnIC/AAAAAAAAIs/rC7THDh_RkJE/s1600-h/320+med.jpg k 1. 8. 2012
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ve Francii jako lektin a v Cin& napf. xiang-gu, vonné Zampiony, gong-du, zimni houby nebo
hua-gu (CHEN, 2001).

LE obsahuje ergosterol, ktery se plisobenim UV zafeni rozklad4 na vitamin D,. Dalsi
pfednosti je vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin, vitaminii, minerdli a vSech
esencialnich aminokyselin. Své uplatnéni stale castéji nachdzi jako soucéast pokrmil
zduraznujicich chut. Po uvafeni dodava pokrmim vyrazné Cesnekové aroma a chut’ pfi
souCasném zachovani barvy a struktury. Vyuzivd sev Cerstvé 1 suSené¢ formé. Aroma
Cerstvych a suSenych plodnic LE je ovSem vyrazné¢ odliSné. Za tuto skutecnost nese
odpovédnost riizny obsah tékavych sloucenin, ktery se jakoukoliv Upravou znaéné méni.
Obecné susené plodnice LE vykazuji intenzivnéj$i senzorické vlastnosti (LEATHAM, 1982;

BISEN, 2010).
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Obrazek 2: Svétova produkce Lentinula edodes (CHANG, 2002; CHANG, 2005).

Svétova produkce LE (Obrazek 2) byla v roce 1983 zhruba 206 700 tun. Do roku
1997 se zvysila na 1 321 600 tun. Béhem téchto 14 let bylo dosaZeno nartistu v produkci
0 539 % s primérnym rocnim zvySenim o 38 %. Svétova produkce v roce 2003 pokoftila
hranici 2 620 000 tun, coz od roku 1986 predstavuje zvysSeni produkce o 734 % (CHANG,
2002; CHANG, 2005).
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Velky nartst produkce a vyuziti LE je zpusoben pokrokem technologii umélého

kultiva¢niho procesu, zejména kultivaci plodnic na umélych substratech v plastovych

pytlich.

Obrazek 3: Lentinula edodes: a) kultivace na kmenech stromil®, b) detail riistu’.

Za tradi¢ni metodu vSak 1ze oznacit péstovani na kmenech stromt (Obrazek 3). Tento
zpusob kultivace vyuziva lesniho prostiedi a ma stidle n¢kolik vyhod pied kultivaci
na umélych substratech. Kura stromu poskytuje, diky nizkému obsahu vody, ochranu
mycelia pfed mikroorganismy (LEATHAM, 1982). Obecné, plati, Ze LE produkované kultivaci
na kmenech stroml obsahuji mnohem vice polysacharidli neZ pifi kultivaci na umélém
substratu (BRAUER et al., 2002).

Geograficka distribuce LE v prirod¢ zasahuje i mimo severovychodni Asii, ale piesné
hranice rozsifeni nejsou dosud znamy. Minimaln¢ se vSak vyskytuje na uzemi od severniho
Japonska ptes Tasmanii, Novy Zéland a himalajské oblasti Bhutanu, Nepalu a Indie
(PEGLER, 1983; SHIMOMURA et al., 1992). Divoké populace houby LE se také objevily
na pobiezi Mexického zalivu v Severni Americe, Karibiku, Stfedni Americe a v severnich
¢astech Jizni Ameriky. Pouze Evropa a Afrika zatim nezaznamenaly vyskyt této jedlé houby

(PEGLER, 1983).

Zdroj:
¢ http://www.flickr.com/photos/cornellfungi/4696543564/sizes/n/in/photostream/ k 1. 8. 2012

d
http://www.bioart.co.uk/culture/shiitake.html k 1. 8. 2012
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2.2 Biologicky aktivni slou¢eniny houZevnatce jedlého

2.2.1 Lentinikova kyselina

Provedené studie (YASUMOTO et al., 1971) ukéazaly, Ze hlavni chutovd slozka
LE, lenthionin (V) (1,2,3,5,6-pentathiepan), vznikd enzymaticky z net€kavého prekurzoru
trivialné nazyvaného lentinikova kyselina (I). Tato sloucenina byla identifikovana jako
2-(y-glutamylamino)-4,6,8,10,10-pentaoxo0-4,6,8,10-tetrathioundekanova kyselina. Strukturu
lentinikové kyseliny (I) uvadi Obrazek 4.

H NH,
HyC 111
¢s/\s/\s/\s COOH
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Obrazek 4: Struktura lentinikové kyseliny (I).

Tvorba senzoricky aktivnich sirnych sloucenin z lentinikové kyseliny zahrnuje dvé
hlavni faze. Enzymové katalyzovany rozklad lentinikové kyseliny a poté spontanni
polymeraci vzniklého 1,2-dithiepanu (IV). Pfeménu lentinikové kyseliny (I) na t€¢kavé sirné
slouceniny katalyzuji enzymy y-glutamyltransferasa a C-S lyasa.

y-Glutamyltransferasa zajiSt'uje rozstépeni dipeptidické vazby v lentinikové kyseling
(I) a C-S lyasa nasledn¢ katalyzuje B-eliminaci vytvorené deglutamyllentinikové kyseliny
(IT) za vzniku amoniaku, pyrohroznové kyseliny a thiosulfinatu (III). Tento thiosulfinat (III)
spontann¢ podléha pfeméné na cyklické polythiepany véetné lenthioninu (V) (IWAMI et al.,

1975). Mechanismus tvorby sirnych sloucenin z lentinikové kyseliny (I) uvadi Obrazek 5.
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Obrazek 5: Mechanismus tvorby sirnych slou€enin z lentinikové kyseliny (CHEN & HO,
1986).
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2.2.2 Tékavé sirné slouceniny

CH,;SH CS, CH;SSH HSCH,SH
methanthiol sirouhlik (VIII) hydrogen(methyl)disulfid methandithiol
CH,;SSCH,4 CH,;SSSCH, CH,;SSSSCH,
dimethyldisulfid (IX) dimethyltrisulfid dimethyltetrasulfid
. S |S /\?
] 0 P
S S—§ ~
1,3-dithietan 1,2,4-trithiolan (X) 1,2,4,5-tetrathian (XI)
S—S
S S k S

\S/ S/

lenthionin (V) 1,2,3,5-tetrathian (XII)

CH,;SSCH,SSCH;
2,3,5,6-tetrathiaheptan
a ( H}
S\/S S\/s
1,3,5-trithian 1,2,4,6-tetrathiepan (VI)
(s—s\ Nl S\S>
S S <s S
AN /
S \S—/
1,2,4,5,7-pentathioktan 1,2,3,5,6,8-hexathionan

CH,;SSCH,SCH,CH,SCH,SSCH,4
2,3,5,8,10,11-hexathiadodekan

Obrazek 6: Struktura sirnych slouc¢enin identifikovanych v Lentinula edodes (CHEN & HO,
1986).
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Celkovée lze t€kavé sirné slouceniny identifikované v LE rozdélit do ¢tyf hlavnich
skupin, a sice na latky obsahujici jeden, dva, tfi nebo Sest atomti uhliku (Obrazek 6).
S vyjimkou sirouhliku obsahuji vSechny sirné slouc¢eniny —CH,—S— nebo —S—CH,—S—
uskupeni, kterd pochézeji z 1,2-dithiepanu (IV), pravdépodobného prekurzoru téchto latek
(MORITA & KOBAYASHI, 1967).

2.2.3 Biologicka aktivita sloucenin

Pravdépodobné nejlépe prozkoumanou slouceninou izolovanou z LE je polysacharid
lentinan (Obrazek 7), ktery vykazuje vyrazné protinddorové u€inky (WASSER, 2002). Tento
polysacharid nenapadd nadorové builkky pifimo, ale aktivuje imunitni systém hostitele
(BORCHERS et al., 1999). Zvysuje odolnost organismu proti bakteridlnim, plisnovym,
parazitalnim a virovym infekcim, vcetné pivodce AIDS. Lentinan sniZuje toxicitu
azidothymidinu (AZT), léku bézn¢ vyuZzivané¢ho v 1€cbé pacienti s HIV nebo AIDS (BISEN,
2010).

HQ HQ
HO HQ
H H
H H
OH OH OH
HO HO Q Ho Q HO Q HO Q
H—0 0 o} o} 0 |_OH
H H H H H
Obrazek 7: Struktura lentinanu.
LE je znam také pro svoji antimikrobidlni aktivitu, kterd byla zjisténa

u chloroformovych, ethylacetatovych i vodnych extrakt. Tyto extrakty jsou aktivni proti
nékterym kvasinkdm, grampozitivnich 1 gramnegativnim bakteriim (BISEN, 2010).

Z individudlnich sirnych sloucenin LE byla antimikrobidlni aktivita doposud stanovena
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pouze u lenthioninu (V) a 1,2,4,6-tetrathiepanu (VI). Bylo zjisténo, Ze zejména lenthionin
(V) vykazuje pomérn¢ silné inhibi¢ni ucinky proti fadé mikroorganismi, véetné bakterii,
plisni a kvasinek. Minimdlni inhibi¢ni koncentraci (dale jen MIC) lenthioninu (V) a 1,2.,4,6-
tetrathiepanu  (VI) zjiSténou pomoci mikrodiluéni metody shrnuje Tabulka I

(MORITA & KOBAYASHI, 1967).

Tabulka I: Antimikrobialni aktivita lenthioninu (V) a 1,2,4,6-tetrathiepanu (VI)

(MORITA & KOBAYASHI, 1967).

Mikroorganismus Zivné médiuni’/ MIC (pg/ml)
podminky kultivace LEN TTP
Bacillus subtilis MPA/37°C,24 h 50 250
Staphylococcus aureus MPA/37°C, 24 h 250 250
Escherichia coli MPA/ 37 °C,24h 250 250
Proteus vulgaris MPA/37°C, 24 h 50 250
Glomerella cingulata MPAG/27°C, 72 h 12,5 125
Trichophyton mentagrophytes MPAG/ 27 °C,72 h 3,12 125
Candida albicans MPAG/ 27 °C, 72 h 6,25 125
Saccharomyces cerevisiae MPAG/ 27 °C, 27 h 6,25 -
Cryptococcus neoformans MPAG/ 27 °C, 72 h 6,25 -
Trichophyton rubrum MPAG/ 27 °C,72 h 3,12 -

*MPAG - masopeptonovy agar s ptidavkem glukozy; LEN - lenthionin (V), TTP - 1,2,4,6-
tetrathiepan (VI).

10



Material a metody

3  Material a metody

3.1 Material

Plodnice LE byly ziskiny od firmy CESKE HOUBY as., Sobéslav
(www.ceskehouby.cz).

Mikrobialni kultury pochdzi ze dvou sbirek mikroorganismi CCM (Ceska sbirka
mikroorganismu, Brno) a ATCC (American Type Culture Collection).

Sterilni filtr Millex-GW (0,22 pm, primér 13 mm) od firmy SIGMA-ALDRICH
(Némecko), mikrotitracni desticky Costar 3799 s vydutym dnem od firmy CORNING
(Tewksbury, USA).

3.1.1 Chemikalie

Pro izolaci senzoricky aktivnich sloucenin byl pouzit dichlormethan (99,5 %),
bezvody siran hofecnaty (99 %) a hydroxid sodny (98 %) od firmy LACH-NER (Neratovice,
CR), diethylether (99,7 %) a pentan (99,5 %) od firmy PENTA (Chrudim, CR), redestilovana
voda.

Pti HPLC analyzach byl pouzit acetonitril (pro HPLC) od firmy T. J. BAKER (Dublin,
Irsko) a redestilovana voda.

K antimikrobidlnimu testovani extrakti byl pouzit trypton od firmy SCHARLAU
(Barcelona, Spanélsko) a chlorid sodny (min 99,9 %) od firmy PENTA (Chrudim, CR),
sojovy pepton od firmy FLUKA (Buchs, Svycarsko), agar od firmy IMUNA PHARM a. s.
(Sariské Michl’any, SR), ethanol (96 %) od firmy MERCK (Darmstadt, Némecko) a vybrana

antibiotika (chloramfenikol®, tioconazolf) od firmy SIGMA-ALDRICH (Steinheim, Némecko).

Syntetické Sirokospektré bakteriostatické antibiotikum urcené k 16€bé tézkych infekcei, které nelze 1é¢it méné toxickymi antibiotiky

(www.sukl.cz).

Bézné se pro 1é€bu onemocnéni zpusobené kvasinkou Candida albicans pouziva nystatin, ktery je vSak pro laboratorni testovani

z dtivodu nizké stability nevhodny.
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3.1.2

3.2

3.2.1

Piistroje a zafizeni

Chromatograficky systém pro HPLC/PDA, Varian

e binarni systém vysokotlakych pump Varian ProStar 210

e PDA detektor Varian ProStar 210

e analyticka kolona: Varian Microsorb-MV 100-5 C18, 250 x 4,6 mm (5 pm)

e preparativni kolona: Varian Dynamax Microsorb 100-5 C18, 250 x 21,4 mm

(5 pm)

Plynovy chromatograf Varian 3800 s hmotnostnim detektorem (GC/MS)
e  MS detektor Varian 4000

e kolona Varian-5VF MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)

e nosny plyn He

Spektrometr TECAN SPECTRA
e mcfeni absorbance zakalu pii vilnové délce 405 nm behem antimikrobialniho

testovani

Metody

Izolace senzoricky aktivnich slouc¢enin metodou primé extrakce

Cilem tohoto kroku bylo optimalizovat izolaci nejvyznamnéjSich senzoricky

aktivnich sloucenin LE pro naslednou identifikaci a antimikrobidlni testovani extraktu.

Pro extrakci byl pouzit diethylether a dichlormethan.

Bylo zhomogenizovano 506 g plodnic s 1200 ml destilované vody pomoci

kuchyniského mixéru. Po 30 minutdch macerace byla hodnota pH maceratu 6,25. Poté bylo

pH upraveno 0,1M NaOH na hodnotu 9,0. Po 24 hodindch macerovani klesla hodnota pH

na7,36. Smés byla zfiltrovana pfes tkaninu a extrahovana dvakrat dichlormethanem

vpoméru 1:0,75 (v/v). Celkové bylo k extrakci 1800 ml smési pouzito 1000 ml
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dichlormethanu. Extrakt byl pfesusen bezvodym MgSO, a opét zfiltrovan. Po
zakoncentrovani na rota¢ni vakuové odparce (dale jen RVO) pfi teploté do 25 °C byl extrakt
pted dal$imi analyzami uchovan v mrazicim boxu pfi teploté —28 °C.

Pti extrakci pomoci diethyletheru bylo homogenizovano 400 g plodnic
s 1000 ml destilované vody. Po 30 minutdch macerace byla hodnota pH 6,24. Hodnota
pH byla upravena pomoci 0,1M NaOH na pH 9,0. Po 24 hodinéch kleslo pH homogenatu
na hodnotu 7,55. Po zfiltrovani pies tkaninu nasledovala extrakce v poméru 1:0,75 (v/v)
pomoci diethyletheru. Extrakce byla dvakrat opakovana. Celkové bylo pouZito
900 ml diethyletheru na extrakci 1500 ml smési. V disledku netplného rozdéleni obou fazi
bylo nutno smés odstiedit pti 12000 rpm po dobu 4 minut. Extrakt byl pfesusen bezvodym
MgSO; a extrakéni €inidlo odpafeno na RVO. Ziskany extrakt byl pred dal§imi analyzami
uchovéan v mrazicim boxu pfi teploté —28 °C.

Oba extrakty byly analyzovany metodou HPLC/PDA s pouzitim analytické kolony
C18 s nastfikovanym objemem vzorku 20 pl a prutokem 0,9 ml/min. Slozeni mobilni faze

v pribchu analyzy uvadi Tabulka II.

Tabulka II: Gradient mobilni faze.

Mobilni fazé Cas [min]
[%] 0:00 40:00 45:00 50:00
A 75 5 5 75
B 25 95 95 25

*A — destilovana voda, B — acetonitril.

3.2.2 Separace majoritnich sloucenin

Chromatografickd separace majoritni frakce ze ziskanych extraktli byla provedena
metodou HPLC/PDA s pouzitim preparativni kolony C18 a nastfikovanym objemem vzorku
1 ml a pritokem 18 ml/min. Gradient mobilni faze (Tabulka II) byl shodny s gradientem pro

analyzu ziskanych extrakti.
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Z najimané frakce byl pomoci RVO pfi 25 °C odparen acetonitril. Frakce byla poté
extrahovdna dvakrat dichlormethanem v poméru 1:1 (v/v), spojené organické faze byly
presuSeny bezvodym MgSO, a odpateny na RVO pii 25 °C. Ziskany vzorek byl uchovavan

v mrazicim boxu pfi teploté —28 °C.

3.2.3 Identifikace senzoricky aktivnich slouc¢enin pomoci GC/MS

Majoritni izolovana sloucenina a ziskané extrakty byly analyzovany pomoci GC/MS
pro identifikaci nejvyznamnéjSich slouCenin. Pro GC/MS analyzu byl pouzit plynovy

chromatograf Varian 3800. Podminky GC/MS analyzy shrnuje Tabulka III.

Tabulka III: Podminky GC/MS analyzy.

nosny plyn He
pritok 1,3 ml/min
nastrik vzorku I ul
split 1:30
iontovy zdroj elektronové ionizace 70 eV

0-3 min 40 °C, déle zvySovani teploty
teplota pri analyze

0 4 °C/min do 240 °C
teplota detektoru 250 °C
doba analyzy 50 min

3.2.4 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita ziskanych latek byla testovana na Ustavu mikrobialni
biologie rostlin (Biologické centrum AV CR, Ceské Budgjovice).

Pro mikrobialni testovani byla pouzita mikrodiluéni metoda vyuzivajici mikrotitra¢ni
desticky s 96 jamkami (Obrazek 8). Antimikrobidlni aktivita byla testovana pro lenthionin

a extrakty ziskané piimou extrakci pomoci dichlormethanu (dile jen DCM ex)
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a diethyletheru (déle jen DEE ex). Pro porovnani antimikrobidlni aktivity bylo pro bakterie
pouzito antibiotikum chloramfenikol, pro kvasinku tioconazol.

Antimikrobidlni vlastnosti latek byly testovany na bakteriich Bacillus cereus CCM
869, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli CCM 3954, Micrococcus luteus
CCM 1048 a kvasince Candida albicans ATCC 10231.

Pfi antimikrobialnim testovani byl pouzit trypton - sojovy bujon (dale jen TSB), pro
kultivaci mikroorganismi trypton - sojovy agar (dale jen TSA). Slozeni TSB/TSA uvadi
Tabulka IV. Hodnota pH piipravenych médii TSA/TSB byla upravena 1M NaOH

na hodnotu 7,2. Média byla sterilizovana v autoklavu po dobu 30 minut pfi teploté 121 °C.

Tabulka I'V: SloZeni trypton - sojového agaru/bujonu (na 250 ml destilované vody).

Latka Navazka [g]
trypton 3,75
sojovy pepton 1,25
NaCl 1,25
agar™ 3,75

* e 14 r e ~r W
ptidava se pouze pii ptipravé TSA.

Z hlavni izolované slouceniny (lenthioninu) a obou extrakti (DEE ex, DCM ex) byly
pfipraveny roztoky o koncentraci 5120 pg/ml rozpusténim v ethanolu. Ze zvolenych
antibiotik byly pfipraveny roztoky o koncentracich 640 pg/ml v ethanolu. Testované roztoky
byly zfiltrovany ptes sterilni filtr (0,22 um). Roztoky byly dale fedény 10x bujonem (TSB).
Dalsi fedéni (2x) bylo provedeno pfimo na desticce (Obrazek 8).

Pro roztoky lenthioninu, DEE ex a DCM ex byl rozsah koncentraci na desticce od
512 pg/ml do 1 pg/ml. V piipad€ zvolenych antibiotik od 64 pg/ml do 0,125 pg/ml. Celkovy
objem roztoku v kazdé jamce po fedéni byl 100 pl. Kazda jamka (kromé kontroly Cistoty)

byla zaotkovéna 5 ul mikrobialni suspenze o koncentraci 10’ CFU/ml ve sterilnim bujénu.
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vzorek

512 ug/ml kontrola narustu

(100% nariist)

Kontrola cistoty
(0% naruist)

Obrazek 8: Mikrodilu¢ni metoda®.

Mikrotitracni desticky byly kultivovéany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hod v piipadé
bakterii, 48 hod v ptipadé kvasinky. Po kultivaci byla zmétfena hodnota absorbance zakalu
pii vlnové délce 405 nm na spektrofotometru TECAN SPECTRA, od které¢ byla odectena
hodnota absorbance pied kultivaci.

Rozdil absorbanci byl porovnan s absorbanci zdkalu pifi optimalnim rastu
mikroorganismi (tj. bez testovanych latek - kontrola nariistu). Bylo tak stanoveno procento
nartistu mikroorganismi v bujonu s obsahem testovanych latek. V ptipadé inhibice > 80 %
byla koncentrace latky stanovena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (dale jen MIC).

Hodnota absorbance nartstu mikroorganismi byla u bakterii méfena po 24 hodinach,
u kvasinky po 48 hodinach kultivace. Test byl provadén ve dvou nezavislych experimentech,

popft. do doby, dokud dvé méfeni nebyla shodna.

Zdroj:

& http://www.gama.cz/product.php?id=368&lang=cs k 3. 4. 2013, upraveno
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4  Vysledky
4.1 HPLC/PDA analyza ziskanych extraktu

Pii optimalizaci metody pro izolaci senzoricky aktivnich sloucenin LE byla
analyzovana ucinnost extrakce pti pouziti dichlormethanu (DCM ex) a diethyletheru (DEE

ex). Extrahované slouéeniny byly detekovany metodou HPLC/PDA (Obrazek 9).

2 0,5 T a)

0s | Ll\ W

0,3 -
0,2 -

0,1 -

O T T I T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

retencni ¢as [min]

0,5 | b) L1 ﬂ
0,4 - \
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

reten¢ni ¢as [min]

AU

Obrazek 9: HPLC/PDA chromatogram (pfi A 210 nm) a) DCM ex, b) DEE ex.

HPLC/PDA analyzou bylo v DEE ex detekovano mén¢ extrahovanych sloucenin nez

v DCM ex. Vhodné&jsim extrakénim ¢inidlem byl tedy dichlormethan, jehoZ pouZiti vedlo
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k u¢inngjsi extrakci sloucenin z homogenizovanych plodnic LE. Pro chromatografickou
separaci byly tedy pouzity extrakty z LE ziskané extrakci dichlormethanem.

Z obou chromatogramll uvedenych na Obrazek 9 je jasné patrna pfitomnost majoritni
slouceniny (L1), na kterou byla zamétena hlavni pozornost. Tato slouCenina byla posléze
ziskéna pomoci preparativni HPLC, identifikovana pomoci GC/MS a byla u ni studovana jeji

antimikrobialni aktivita.

4.2 Identifikace senzoricky aktivnich slou¢enin pomoci GC/MS

Ziskané extrakty DEE ex a DCM ex byly také analyzovany pomoci GC/MS pro

identifikaci nejvyznamnéjsich sloucenin LE. Vysledné chromatogramy uvadi Obrazek 10.

g7
56
2
£S5 G4
4 | \
3 - Gl G2 G3 G5
2 _
O T \l 1 Il . I‘ L \-‘ J‘ Il T ~L. T T
3 8 13 18 23 28 33 38 43 48
4- retencni ¢as [min]
% ] b
N
=
2
E 3 \
G2
7 - G4
G1
\ G3 G5
0 | - | | WP W N I_LII__‘J |
3 8 13 18 23 28 33 38 43 48

retencni ¢as [min]

Obrazek 10: GC/MS chromatogram a) DMC ex, b) DEE ex.
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Na zédkladé MS dat byla stanovena molekulova hmotnost i pravdépodobna struktura
nejvyznamnéjsich senzoricky aktivnich sloucenin (G1 az G5) ptitomnych v analyzovanych

extraktech. Identifikované slouceniny uvadi Tabulka V.

Tabulka V: Identifikace sloucenin v DEE ex a DCM ex analyzovanych pomoci GC/MS.

Hmotnostni spektrum

Slou¢enina M [Da] (m/z, %) Pravdépodobna struktura
S
Gl 124 126 (12, M'+2), 124 (100, M"), ( w
78 (78), 59 (19), 45 (48), 46 (17) S—S
1,2,4-trithiolan (X)
) ) |S/\?
158 (19, M™+2), 156 (100, M"),
G2 136110 (68). 64 (26), 46 (34). 45 (45) S _-S
1,2,4,5-tetrathian (XI)
S—S
G3 170 172 (7, M™+2), 170 (56, M"), 124 ( >
(54), 78 (100), 46 (28), 45 (46) S _-S
1,2,4,6-tetrathiepan (VI)
S—S
190 (9, M'+2), 188 (37, M"), 142 ( >
G4, L1 188 (100), 124 (92), 78 (61), 45 (31), S\S/S
lenthionin (V)
s 5~g
Gs 206 20809, M™+2), 206 (33, M"), 142 ( >
S
(100), 78 (63), 64 (55), 32 (24) S\S .

1,2,3,5,6,8-hexathionan (VII)

Analyze GC/MS byla podrobena 1 izolovana sloucenina (L1) ziskana
chromatografickou separaci HPLC/PDA z DCM ex. Frakce L1 byla identifikovana jako

lenthionin (V), ktery byl shodny s identifikovanou slou¢eninou G4. Hmotnostni spektrum

lenthioninu (V) je uvedeno na Obréazek 11.
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Obrazek 11: Hmotnostni spektrum lethioninu (V).

Obrazek 12 uvadi UV spektrum lenthioninu (V). Absorbéni maximum této

slou€eniny je pti 200 nm.
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Obrazek 12: UV spektrum lenthioninu (V).
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4.3 Antimikrobialni aktivita

Byla testovana antimikrobialni aktivita obou ziskanych extraktli, jakoz i aktivita
hlavni sloZzky téchto extraktli, lenthioninu. Pro testovani byly pouzity celkem ctyfi bakterie
(jedna G— a tifi G+) a jedna kvasinka. Ziskané hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace

(MIC) DEE ex, DCM ex a lenthioninu (V) uvadi Tabulka VI.

Tabulka VI: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek.

Mikroorganismus/ testovana MIC [pg/ml]
latka™ DEEex DCMex  LEN CH T
Bacillus cereus (G+) 32 32 64 2 -
Enterococcus faecalis (G+) 256 256 128 8 -
Escherichia coli (G-) 512 512 128 4 -
Micrococcus luteus (G+) 64 64 32 1 -
Candida albicans 128 128 32 - 1

*Testované latky: LEN — lenthionin, CH — chloramfenikol, T — tioconazol.
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5 Diskuze

Byla potvrzena pfitomnost nejvyznamnéjSich senzoricky aktivnich sloucenin
houZevnatce jedlého, které byly uvedeny v né€kolika pfedchozich studiich (CHEN & Ho,
1986; YASUMOTO et al, 1971; IWAMI et al., 1975; KOBAYASHI, 1967). Bylo prokdzano, Ze
naprostd vétSina téchto latek jsou heterocyklické sirné slouceniny. V pfipravenych
extraktech houzevnatce jedlého se podafilo pomoci GC/MS analyzy spektralné
charakterizovat nasledujici senzoricky aktivni slouceniny: 1,2.4-trithiolan (X), 1,2,4,5-
tetrathian (XI), 1,2,4,6-tetrathiepan (VI), lenthionin (V) a 1,2,3,4,5,6-hexathiepan (VII).
HPLC/PDA analyzami pfipravenych extrakti béhem optimalizace metody izolace
senzoricky aktivnich sloucenin byla zjiSténa u¢inngj$i extrakce pii pouziti extrakéniho
¢inidla dichlormethan. Pro naslednou chromatografickou separaci byly proto pouzity
extrakty pfipravené pomoci tohoto extrakéniho €inidla.

Chromatografickou separaci dichlormethanového extraktu pomoci HPLC/PDA byla
izolovana a nasledné metodou GC/MS identifikovéana bila krystalickd sloucenina lenthionin
(V), ktera byla majoritni slouceninou v extraktech houzevnatce jedlého. Typickou vlastnosti
této slouceniny bylo velmi vyrazné houbové aroma.

Mezi hlavnimi cily této bakalarské prace bylo testovani antimikrobidlni aktivity
izolovaného lenthioninu a ziskanych extrakti (DEE ex a DCM ex) zaméiené na bakterie
napadajici lidsky organismus. Byla proto volena kultivaéni teplota 37 °C a ziskané hodnoty
MIC byly porovnany s antimikrobidlnimi vlastnostmi komeréné dostupnych antibiotik

chloramfenikol a tioconazol. Nejvyssi antimikrobidlni aktivitu (32 pg/ml) vykazovaly oba
extrakty proti grampozitivni bakterii Bacillus cereus. Lenthionin (V) inhiboval rlst této

bakterie méné. D4 se tedy pfedpokladat, Ze neni hlavni u¢innou slozkou extraktli v inhibici
Bacillus cereus. Antimikrobialni aktivita lenthioninu (V) byla nejvyssi u grampozitivni
bakterie Micrococus luteus (32 ng/ml) a kvasinky Candida albicans (32 pg/ml). S vyjimkou
Bacillus cereus vykazoval lenthionin (V) vzdy vyS$§i antimikrobidlni aktivitu neZ oba
extrakty.

Antimikrobidlni aktivita lenthioninu, jakoz i dichlormethanového a diethyletherového

extraktu, které jsou zminovany v publikovanych pracich (MORITA & KOBAYASHI, 1967,
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ISHIKAWA et al., 2001, BISEN, 2010), byla tedy potvrzena a blize specifikovana. Porovnani
ziskanych vysledkii s publikovanou praci MORITY & KOBAYASHIHO (1967) je pomérné
obtizné, nebot’ ob& prace se liSily podminkami kultivace, zejména pouZzitou kultivaéni
teplotou, jakoz i testovanymi kmeny mikroorganismi a zivnym médiem. Porovnatelné

vysledky shrnuje Tabulka VII.

Tabulka VII: Porovnani ziskanych vysledki se studii MORITY & KOBAYASHIHO (1967).

Zivné médium/ MIC (pg/ml)
Mikroorganismus
podminky kultivace LEN TTP DEE ex DCM ex
Bacillus cereus *TSA/37°C,24h 64 - 32 32
Bacillus subtilis MPA/ 37 °C, 24 h 50 250 - -
MPA/37°C,24 h 250 250 - -
Escherichia coli
*TSA/37°C,24h 128 - 512 512
MPAG/27°C, 72 h 6,25 125 - -
Candida albicans N
TSA/37°C,78 h 32 - 128 128

*Oznadeni tadki s vlastnimi vysledky; — data nejsou k dispozici.
Testované latky: LEN — lenthionin (V), TTP — 1,2.4,6-tetrathiepan (VI), DEE ex—
diethyletherovy extrakt, DCM ex — dichlormethanovy extrakt.

Vyrazné rozdily byly pozorovany u lenthioninu v inhibici kvasinky Candida
albicans. Hodnota MIC lenthioninu byla v ptipadé€ této kvasinky vyrazné zavisla na teploté.
Pti 37 °C lenthionin dosahoval zhruba pétkrat nizSi ucinnosti nez pii 27 °C. DalSim
zajimavym zavérem je také srovnani antimikrobidlni aktivity senzoricky aktivni slouc¢eniny
1,2,4,6-tetrathiepanu (VI) ve vySe uvedené studie s aktivitou ziskanych extraktl (DEE ex,
DCM ex). Hodnoty MIC 1,2,4,6-tetrathiepanu (VI) se téméf shodovaly s antimikrobidlnimi
aktivitami obou extrakti. Téméet shodné aktivity dosahuje také lenthionin v inhibici
testovanych bakterii rodu Bacillus. V ptipadé bakterie Bacillus cereus vSak vyssi aktivitu
vykazuji oba extrakty (DEE ex a DCM ex). Bohuzel, nejsou k dispozici data, kterd by
uvadéla antimikrobialni aktivitu extrakth houzevnatce jedlého proti bakterii Bacillus subtilis.

Pokud by extrakty vykazovaly podobnou aktivitu jako pfi inhibici Bacillus cereus, dala by se
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predpokladat pritomnost u¢inngjsi slouceniny v extraktech vykazujici vyssi antimikrobialni
aktivitu v inhibici rodu Bacillus nez lenthionin (V).

Vyhodnocenim vysledki 1ze konstatovat, ze lenthionin (V) patii mezi slouCeniny
houzevnatce jedlého s nejvyssi antimikrobidlni aktivitou. Pfesto v porovnani s komeréné
dostupnymi antibiotiky vykazuje obecné¢ niz$i ucinnost v inhibici téchto mikroorganismd.
Antimikrobidlni aktivita vSak byla porovndvana se Sirokospektrymi antibiotiky, prioritné
uréenymi pro 1écbu tézkych infekei, které nelze 1é€it jinymi, méné toxickymi antibiotiky.

Toxicita lenthioninu (V) pro lidsky organismus by tedy mohla byt predmétem dalSich studii.
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6 Z.avér

Byla optimalizovdna metoda pro izolaci hlavnich senzoricky aktivnich sloucenin
houzevnatce jedlého. Naslednou GC/MS analyzou ziskanych extraktii byly nejvyznamng;jsi
senzoricky aktivni slouCeniny této houby identifikovany jako 1,2,4-trithiolan (X), 1,2,4,5-
tetrathian (XI), 1,2,4,6-tetrathiepan (VI), lenthionin (V) a hexathiepan (VII).

Pomoci preparativni HPLC byla izolovana majoritni slozka téchto extraktli a
nasledné identifikovana jako lenthionin (V, 1,2,3,5,6-pentathiepan).

U ziskanych extrakti i majoritni slou¢eniny houzevnatce jedlého, lenthioninu (V),
byly prokdzany antimikrobidlni ucinky proti bakteriim Bacillus cereus, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Micrococcus luteus a kvasince Candida albicans.
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Pouzité zkratky

Pouzité zkratky

ATCC American Type Culture Collection

AZT azidothymidin

CCM Ceska sbirka mikroorganismi

CFU colony-forming unit, ¢esky ekvivalent KTJ (kolonie tvofici jednotky)
DCM ex dichlormethanovy extrakt z Lentinula edodes
DEE ex diethyletherovy extrakt z Lentinula edodes
GC plynova chromatografie

GC/MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPLC/DAD vysokoucinné kapalinova chromatografie s detektorem diodového pole
CH chloramfenikol

LE Lentinula edodes ((Berk.) Pegler 1976)

LEN lenthionin (V)

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MPA masopeptonovy agar

MPAG masopeptonovy agar s pridavkem glukozy
rpm pocet otacek za minutu

RVO rotacni vakuova odparka

SUKL Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

T tioconazol

TSA trypton - sjovy agar

TSB trypton - s6jovy bujon

TTP 1,2,4,6-tetrathiepan (VI)
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Tabulka VIII: Seznam uvedenych mikroorganismd.

Bacillus cereus Frankland and Frankland 1887
Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn 1872
Candida albicans (C. P. Robin) Berkhout 1923
Cryptococcus neoformans (San Felice) Vuill. 1901
Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder 1906) Schleifer and Kilpper-Bilz 1984
Escherichia coli (Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919
Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk 1903
Micrococcus luteus (Schroeter 1872) Cohn 1872
Proteus vulgaris Hauser 1885
Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen 1883
Staphylococcus aureus (Rosenbach 1884) De La Fuente et al. 1985
Trichophyton mentagrophytes (C. P. Robin) Sabour. 1895




