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SOUHRN

Cilem této bakalai'ské prace bylo stanoveni obsahu osmi biogennich amint (BA)
a polyaminu (PA) metodou kapalinové chromatografie HPLC, konkrétné tryptaminu
(TRM), 2 -fenylethylaminu (PEA), kadaverinu (CAD), histaminu (HIM), tyraminu
(TYM) putrescinu (PUT), sperminu (SPM) a spermidinu (SPD) ve voln¢ rostoucich
jedlych houbach Ceské republiky. Prace byla zaméfena na mezidruhové rozdily, vliv
stafi a casti plodnic na obsah BA a PA.

Vzorky pochézeji z oblasti Skalka, pfiblizné 16 km zipadné od Ceskych
Budgjovic. V osmnécti zkoumanych vzorcich dosahovaly nejvyssi koncentrace SPD
a PUT. Zmény obsahu BA a PA v plodnicich hiibu dubového (Boletus reticulatus,
Schaeff ) riizného stafi se pohybovaly obéma sméry. Koncentrace PUT a SPD rostly
s vékem plodnice a nejvyssi hodnoty byly naméteny ve starych plodnicich, zatimco
nejvyssi koncentrace PEA a TYM byly zaznamenany u mladych plodnic a postupné
Klesaly. V jednotlivych c¢astech plodnic hiibu dubového (Boletus reticulatus,
Schaeff) byly naméfeny nejvyssi hodnoty SPD ve sporotvorné c¢asti a PUT
Vv klobouku a tfeni. CAD nebyl analyzou vibec zjistén, TRM se vyskytl v malém
mnozstvi u hiibu hnédého (Boletus badius, Fr.) a klouzka sli¢ného (Suillus grevillei,
Klotzsch, Singer), HIM se vyskytl pouze u klouzka kravského (Suillus bovinus,

Pers., Roussel).
Udajti o obsahu BA a PA ve volné rostoucich jedlych houbach je velmi malo,

domnivam se tedy, Ze by zjisténé udaje mohly pomoci rozsifit Gidaje v literatute a

nabidnout moznost dal$iho zaméteni vyzkumu biogennich amind v jedlych houbéch.

Klicova slova: biogenni aminy, polyaminy, volné rostouci jedlé houby



SUMMARY

The aim of this Bachelor thesis was to determine the content of eight biogenic
amines (BA) and polyamines (PA) with liquid chromatography method/HPLC,
concretly tryptamine (TRM), 2-phenylethylamine (PEA), cadaverine (CAD),
histamine (HIM), tyramine (TYM), putrescine (PUT), spermine (SPM) a spermidine
(SPD) in wild-growing edible mushrooms in Czech republic. Thesis was focused on
interspecific differences, the influence of age and parts of fruiting bodies on the
content of BA and PA.

The samples came from the Skalka area, about 16 km on the west from the Ceské
Budéjovice. In the eighteen analyzed samples it reached the highest concentration
SPD and PUT. Changes to the content of BA and PA in fruiting bodies of Boletus
reticulatus various ages ranged both directions. Concentration PUT and SPD
increased with age of fruiting bodies and the highest values were found in the old
fruiting bodies, while the highest concentration of PEA and TYM have been reported
in young fruiting bodies and gradually decreased. In each part of the fruiting bodies
of Boletus reticulatus there was found the highest values of the SPD in spore-forming
parts and PUT in a cape and stipe. CAD was not detected by analysis, TRM occurred
in a small amount in Boletus badius and Suillus grevillei, HIM occurred only in

Suillus bovinus.

Amount of information about the content of BA and PA in wild-growing edible
mushrooms is very few. | believe, that the survey data could help extend the data in
the literature and offer the possibility of further research focus of biogenic amines in

edible mushrooms.

Key words: biogenic amines, polyamines, wild—growing edible mushrooms
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1 Uvod

Biogenni aminy (BA) a polyaminy (PA) jsou latky, které se v lidském téle ucastni
velkého mnozstvi dilezitych metabolickych procest. Pro lidské télo jsou
nepostradatelné, ale ve zvySeném mnozstvi mohou mit pro lidsky organismus toxické
ucinky. Vznikaji Casto v potravindch dekarboxylaci aminokyselin (AMK), coz lze
Vv budoucnu vyuzit ke sledovani nekvalitnich potravin, cerstvosti potravin nebo
Spatnych vyrobnich postupti (Ladero et al., 2010).

Aminy se bézné¢ vyskytuji v mase a masnych vyrobcich, alkoholu,
fermentovanych vyrobcich, syrech, rybach, ale i vovoci a zeleniné. Mnozstvi
vyzkumi zaméfenych na obsah BA a PA v potravindch za posledni roky stoupa, ale
stale chybi informace o vyskytu amind v jedlych houbéch. Z dostupnych informaci
vyplyva, Ze nejvyssiho obsahu dosahuje putrescin (PUT) a spermidin (SPD). Naopak
pod hranici stanovitelnosti nebo na nizkych drovnich se vyskytuji histamin (HIM),
tyramin (TYM), tryptamin (TRM) a kadaverin (CAD) (Kiizek, Kala¢ 1997,
Dadakova et al., 2009).

Cilem této bakalaiské prace bylo sledovani osmi amini — putrescinu (PUT),
spermidinu (SPD), sperminu (SPM), 2-fenylethylaminu (PEA), histaminu (HIM),
tyraminu (TYM), tryptaminu (TRM) a kadaverinu (CAD) v osmnacti druzich volné
rostoucich jedlych hub CR se zaméfenim na mezidruhové rozdily, vliv stafi a &asti
plodnic na obsah BA a PA. Analyza byla provedena pomoci kapalinové

chromatografie s vyuzitim techniky UPLC.



2 Teoreticka Cast

2.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou nizkomolekularni organické baze s alifatickou
(putrescin, kadaverin, spermin, spermidin), aromatickou (tyramin, fenylethylalanin)
nebo heterocyklickou (histamin, tryptamin) strukturou. VSechny BA se podileji na
biologické aktivité. Jsou to produkty bézné metabolické aktivity zvifat, rostlin a
mikroorganismii. Jejich pfitomnost Vv potravinovych vyrobcich je z velké ¢asti
disledkem pfitomnosti mikroorganismti s dekarboxyldzovou c¢innosti: ty zajiStuji
odstranéni alfa karboxylové skupiny z aminokyseliny, ¢imz vznika odpovidajici BA.
Nazev BA je ptifazen v zavislosti na nazvu aminokyseliny, kterd vedla k jeho
vzniku: z histaminu dekarboxylaci vznik& histidin, z tryptofanu tryptamin,
z fenylalaninu fenylethylamin atd. (Ladero et al., 2010).

Tradi¢ni skupina vyzivovych BA se rozdélila na dvé podskupiny v prabehu 90.
let na zaklad¢ jejich odlisného zpusobu tvorby a biologickych roli. V sou¢asné dobé
jsou BA tvofeny pievazné bakterialni dekarboxylaci volnych AMK v nevhodnych
podminkach skladovani a zpracovani biologického materialu. Polyaminy (PA), které
tvofi druhou skupinu, jsou urCeny piedevsim jako pfiirodni slozky vSech zivych
organismul, s pozitivnimi i negativnimi dopady na lidské zdravi za riznych podminek
(Dadéakova et al., 2009).

Obrazek 1: Strukturni vzorce BA a PA
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2.1.1 Biologické u¢inky biogennich amini

Biogenni aminy jsou v malé mife pro t€lo nepostradatelné, jelikoz se podili na
fadé metabolickych procesti. Maji zasadni role ve fyziologii a rozvoji eukaryotickych
bun¢k, mezi nejaktivngj$i BA patii histamin a tyramin. Ve vEét§im mnozstvi se BA
stavaji toxickymi a pusobi jako latky vazoaktivni a psychoaktivni.

Mezi vazoaktivni BA patii napf. tyramin, jehoz zvySené mnozstvi vyvolava
periferni vazokonstrikci, zvySenou srde¢ni ¢innost, zrychlené dychani a zvysenou
hladinu glukozy v krvi. Psychoaktivni BA slouzi jako ptenaSeci v centralni nervové
soustaveé (McCabe-Sellers et al., 2006).



2.1.2 Potraviny s obsahem BA

Biogenni aminy jsou vytvafeny v ruznych potravinaich a népojich a to
Vv nezkvaSenych 1 fermentovanych, hlavné aktivitou hnilobnych bakterii, ale i
nékterych bakterii mlé¢ného kvaseni (Dadakova et al., 2009). Vyskytuji se prakticky
ve vSech potravinach, které obsahuji proteiny nebo volné aminokyseliny a podléhaji
podminkdm, jejichz pasobeni umoziiuje mikrobidlni a biochemickou aktivitu.
Celkové mnozstvi raznych aminti zavisi na povaze potraviny a mikroorganismii. BA
jsou piitomny v Siroké Skale potravinaifskych produktl, vcetné rybich, masnych a
mléénych vyrobcich, vinu, pivu, zelening, ovoci, ofechach a ¢okoladé (Santos, 1996).

Pti piipraveé fermentovanych potravin lze ocekavat ptitomnost velkého mnozstvi
mikroorganismi, z nichz nékteré jsou schopné produkovat BA. VétSina produktt, ve
kterych se vyskytuji bakterie mléného kvaSeni, obsahuji zna¢né mnozstvi
putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu (Santos, 1996).

Mezi potraviny s nejvétsim obsahem BA patii vino (Bodmer et al., 1999), pivo
(McCabe-Sellers et al., 2006), syry a kysané zeli (Santos, 1996), ryby a rybi
produkty, s6jové produkty (Shalaby, 1997).

2.1.3 Mikroorganismy produkujici BA

Podstatnym faktorem pro tvorbu BA v potravinach je ptitomnost mikroorganismui
se schopnosti dekarboxylace AMK. Tato schopnost byla popsana u riznych roda a
kment bakterii a to jak Gram pozitivni, tak Gram negativni (Kala¢, Krausové, 2005).
Na tvorbu aminii ma do zna¢né miry vliv mnozstvi vnitinich a vnéjSich vlastnosti
potravinové matrice, jako je koncentrace volnych AMK, ale také chloridu sodného,
glukozy a pH, tak i interakce ve smiSené mikrobialni flofe (Pircher et al., 2007).
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Tabulka 1 Mikroorganismy produkujici BA a PA podle Shalaby (1997):

Potravina Mikroorganismy Produkované aminy

Ryby Morganella morganii, Histamin,tyramin,
Klebsiella pneumonia, cadaverin, putrescin,
Hafnia alvei, Proteus agmatin, spermin,
mirabilis, Proteus vulgaris, | spermidin
Clostridium perfringenes,
Enterobacter aerogenes,
Vibro alginolytiens,
Bacillus spp.,
Staphylococcus, xylosus

Syry Lactobacillus buchneri, Histamin,
Lactobacillus 30a, L. cadaverin, putrescin,
bulgaricus, L. plantarum, | tyramin,
L. casei, L. acidophilus, L. | B-enylethylalanin,
arabinose, Streptococcus | tryptamin

faecium, S. mitis, Bacillus
macerans,
ropionibacterria

Maso a masné produkty

Pediococcus,
Enterobacteriaceae,
Lactobacillus.
Pseudomonas,
Streptococcus,
Micrococcus

Histamin, cadaverin,
putrescin, tyramin, 3-
fenylethylalanin,
tryptamin

Fermentovana zelenina

Lactobacillus plantarum,
Pediococci sp.,
Leuconostoc mesenteroides

Histamin, cadaverin,
putrescin, tyramin,
tryptamin

Fermentované séjové
produkty

Rhizopus oligosporus,
Trichosporon beiglli,
Lactobacillus plantarum

Histamin, cadaverin,
putrescin, tyramin,
tryptamin

2.2 Polyaminy

Polyaminy (PA) patii ke skupiné BA, které se ucastni mnoha fyziologickych
funkci, zejména v imunité. Tyto chemické slouceniny hraji dileZitou roli pfi ristu
bunék a proliferaci, pro syntézu proteini a nukleovych kyselin. Také se podileji na
opravé extraceluldrniho matrixu, bunécné adheze a nckterych signalnich procest.
Bylo prokéazano, ze PA deprivace inhibuje bunéénou proliferaci a migraci, muze

zpusobit vadny vyvoj embrya, zatimco nadmérné hromadéni indukuje apoptozu a

transformaci bunék (Moinard et al., 2005).

Tti aminy byly klasifikovany jako biologicky aktivni PA: putrescin (PUT),
spermidin (SPD) a spermin (SPM). Putrescin je klasifikovan mezi PA kvuli jeho roli

jako prekurzor pro fyziologické PA (Dadakova et al., 2009).
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Obrazek 2: Schéma biosyntézy PA (Kala¢, Krausovd, 2005)
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2.2.1 Biologické ticinky polyamint
PA jsou vSudypfitomné bunécné komponenty s nékolika intracelularnimi cili véetné NK
a membranovych slozek. Jelikoz jsou velmi vyznamné pro rist bunék, vyskytuji se vysoké

hladiny PA v rychle se dé¢licich bunikach a tkanich, jako jsou nadorové buiky (Kalag,
dusikatymi slou¢eninami, je jejich ptisobeni jako druzi poslové (second messenger),
¢imz zprostiedkovavaji plsobeni vSech zndmych hormonti a rlstovych faktord,
bunécného skladovani je cytosol a jadro, kde jsou zapojeny do DNA a RNA
transkripce a translace (Larqué et al., 2007). PA pool neboli zasoba se udrzuje tremi
zpusoby: endogenni biosyntézou, vyrobou Stfevnimi mikroorganismy a piijmem
z potravy (Dadéakova et al., 2009).

Vsechny buiiky jsou schopné syntetizovat PA, které mohou byt odvozeny i1 od
vngjsich zdroji. PA jsou nezbytné pro udrzeni vysoké metabolické aktivity normalné
fungujiciho a imunonologického systému stieva. SPM a SPD jsou rovnéz zapojeny
V rozvoji sttevni tkané (Santos, 1996).

Pozadavky na PA jsou vyssi v obdobi rastu u mlad’at, ale také v prubéhu starnuti
disledkem sniZzeni aktivity enzymi podilejicich se na biosyntéze PA. Organy
s vysokou obménou bungk, jako slinivka, slezina nebo gastrointestinalni trakt byly
povazované za obzvlasté zavislé na vyzivovych PA (Kala¢, 2006). Vyzivové PA
mohou byt pozadované pii hojeni ran a rastu, dozrdvani a regeneraci stievni sliznice

(Dadékova et al., 2009).
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2.2.2 Potraviny s obsahem PA

PA se nachazeji nejen v potravinach rostlinného ptivodu (ovoce a zelenina), ale
také zivocisného puvodu (maso, ryby, mléko) (Larqué et al., 2007). Nejvyssi obsah
PUT se vyskytuje v potravinach rostlinného puvodu (Moinard et al., 2005), jako je
zelenina a ovocné §tavy (Santos, 1996), naopak nizké hladiny PUT jsou typické pro
dobie oSetfené potraviny Zzivo¢isného puvodu (Kala¢, Krausova, 2005). Mlécné
vyrobky obsahuji hlavné PUT a SPD (Moinard et al., 2005).

Maso je bohaté na SPM (Moinard et al., 2005), ktery zde pfevlada nad PUT a
SPD. Naopak je tomu u potravin rostlinného puvodu, kde se SPM vyskytuje
vV mensim mnozstvi nez zbylé dva PA. Zatimco PUT se zvySuje s bakterialni ¢innosti
béhem nevhodného skladovéani a zpracovani potravin ZivociSného pitvodu, SPD a

SPM pochazeji pievazné ze surovin (Kala¢, Krausové, 2005).

2.3 BA v houbéach

Ackoliv vyzkum obsahu BA a PA v potravinach probiha fadu let o obsahu téchto
latek v jedlych nebo péstovanych houbéch se vi velice mélo.

Dadakova et al., (2009) stanovili obsah osmi biologicky aktivnich BA a PA
V plodnicich 17 druhd volné rostoucich jedlych hub nasbiranych béhem tii po sobé
jdoucich let. Zatimco HIM a CAD nebyly stanoveny, PUT byl aminem s nejvyssim
obsahem nékdy presahujici 150 mg/kg™ Cerstvé hmoty, nejcastéji v druzich &eledi
Boletaceae. Uroven TYM a TRM byla nizka, obvykle do 5 mg/kg™, zatimco PEA se
vyskytoval od nezjistitelnych trovni az do 38 mg/kg™. Obsah SPD byl vyssi nez
SPM, obvykle okolo 10 mg/kg™ gerstvé hmoty a sporadicky nad 100 mg/kg™.

Kala¢, Kiizek, (1997) se zabyvali obsahem BA ve volné rostoucim hiibu
7lutomasém (Xerocomus chrysentereon, (Bull.), Sutara), hfibu hnédém (Boletus
badius, Fr.), klouzku strakosi (Suillus variegatus, (Sw.), Kuntze) a kultivované
pecarce dvouvytrusné (Agaricus bisporus, (J.E.Lange), Imbach). Obsahy HIM a
TYM nebyly detekovéany, zatimco koncentrace PUT byla az 1600 mg/kg™ a CAD az
165 mg/kg? susiny.

Bylo zjiSténo, Ze velky vliv na obsah BA v plodnicich hub mé pocasi. Zatimco
houby rostouci pii vysoké vlhkosti maji vétSsi obsah BA zpusobeny intenzivngjsi
mikrobialni aktivitou, houby rostouci v suchych obdobich obsahuji vice suSiny a
méné BA (Dadékova et al., 2009).
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Vliv stafi plodnice na obsah BA nebyl jednoznacné prokéazan, ale byl zjiStén

vyznamné vyss§i obsah SPD ve sporotvornych ¢astech (Dadakova et al., 2009).

Nejvice udaji o houbach pochéazi zejména z Japonska a jsou zaméteny na druhy
pouzivané v japonské kuchyni. Jedna se ptredev$im o trsnatec lupenity (Grifola
frondosa, (Dicks.), Gray), Supinovku nameko (Pholiota nameko, T. It0), korélovec
jezaty (Hericium erinaceum, (Bull.), Pers.), zampion brazilsky (Agaricus blazei
murill, Peck), penizovku sametonohou (Flammulina velutipes, (Curtis), Singer),
houzevnatec jedly (Lentinus edodes, (Berk.) Pegler), hlivu mackovou (Plerotus
eryngii, (DC.), Quél.) a ciravku vétsi (Tricholoma matsutake, (S. Ito a S. Imai),
Singer) (Nishimura et al., 2005, Nishibori et al., 2005).

Houby jsou povazovany za potraviny s Vysokym obsahem SPD (Nishibori et al.,
2005), oproti tomu SPM byl ve vétsiné ptipadt pod hranici stanovitelnosti, zatimco
PUT a CAD vykazovaly velké kolisani v zavislosti na druzich testovanych hub
(Nishimura et al., 2005).

2.4 Toxikologické u€inky biogennich aminu a polyaminii

Piesto, ze jsou BA zapotiebi v mnoha funkcich lidského organismu, spotieba
potravin s vysokym obsahem miize mit zavazné zdravotni u¢inky (Santos, 1996). Za
normalnich okolnosti béhem procesu pifjmu potravy Vv lidském sttevé je nizké mnozstvi
BA metabolizovano na fyziologicky méné aktivni produkty. Tento detoxikaéni
systétm zahrnuje specifické enzymy, napi. diamin oxidazy (DAO). Pfi piijmu
potravin s vysokym obsahem BA neni detoxikac¢ni systém dostate¢né schopny BA
odstranit. V pfipadé¢ nedostateéné DAO cinnosti zpusobené napi. genetickou
predispozici, gastrointestinalnim onemocnénim, inhibici DAO aktivity v disledku
sekundarnich uc¢inki 1€kt nebo alkoholu nemiiZze dojit k G€innému metabolizovani
BA. Pokud je detoxikace neefektivni, BA se snadno absorbuji a dostanou do

krevniho obéhu, coz vede k toxickym t¢inkum (Bodmer et al., 1999).

2.4.1 Toxicita histaminu
Histamin je nejjedovatéjsi amin detekovany v potravindch, jako jsou ryby, syry,

vino a masné vyrobky. Toxikologicky G¢inek zavisi na koncentraci HIM, pfitomnosti
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dalSich riznych amind, aktivit¢ aminooxidazy a stfevni fyziologii jedince (Santos,
1996). Mezi nejznaméjsi potraviny spojené Sotravou HIM patii ryby celedi
makreloviti (Scrombidae) napi. makrela a tunak a také zrajici syry (Shalaby, 1997).
Z tohoto diivodu EU stanovila limit HIM v rybach na 200 mg/kg™. Intoxikace se
vyznacuje inkubacni dobou v rozmezi od né€kolika minut az hodin s pfiznaky, které
jsou obvykle patrné jen na nékolik hodin (Rauscher et al., 2009).

HIM uplatiiuje své toxikologické ucinky interakci s dvéma typy receptort (H a Hz)
na bunécné membrany lidi a jinych sav¢ich druhti, vyvolava dilataci perifernich krevnich
cév, kapildr a tepen, coz vede k hypotenzi, navalim a bolesti hlavy (Santos, 1996).
Charakteristické kozni projevy jsou vyrazky, kopfivka, lokalni zanét a otok.
Gastrointestinalni zapojeni se vyznacuje nevolnosti, zvracenim, prijmem a abdominalni
kie¢i. Ve vaznych ptipadech doslo k bronchospasmu a dusnosti (Shalaby, 1997).

Poziti potraviny s obsahem histaminu mtze zptsobit syndrom podobny alergii
(nesnasenlivost HIM). Kromé peroralné¢ podané davky ma prvorady vyznam stav
sttevnich a jaternich regulacnich systému: stievni absorpce HIM je regulovana
enzymem monoaminooxidazou (MAO) uvoliiovanym z enterocyti tenkého stieva do
lumen stfeva. V disledku toho mohou vysoké hodnoty traviciho HIM a poruchy nebo
snizena aktivita MAO mit za nasledek vysoky HIM v krvi, coz pfetizi vnitini jaterni

inaktivaéni systém (Rauscher et al., 2009).

2.4.2 Toxicita tyraminu

Tyramin patii mezi vazoaktivni aminy. Jeho vyznam v potravinach je pfedev§im
kvuli toxikologickym dasledktim. Nejen, ze je sam o sobé& slab¢ toxicky, ale reaguje
s inhibitory monoaminooxiddzy (MAOI), léky jejichz kombinace s potravinami
obsahujicimi TYM muze vyvolat hypertenzni krizi. TYM pusobi hlavné neptimo
tim, Ze uvoliluje noradrenalin od sympatického nervového systému, ktery zptsobuje
zvySeni krevniho tlaku, periferni vazokonstrikci a zvySenou srde¢ni Cinnost. Také
rozsifuje zornicky, zpisobuje slzeni, slinéni a zvysuje hladinu cukru v krvi. Syr byl
zpoc¢atku jidlo spojované se zvySenim krevniho tlaku zaznamenanym u pacienti
podstupujicich 1écbu MAOI, proto je zvySeni krevniho tlaku po poziti potravin
s obsahem TYM znamo jako ,,reakce na syr*. Reakce na syr mize zpusobit silné
bolesti hlavy, mize vyvolat krvaceni do mozku nebo srde¢ni selhani (Shalaby,

1997).
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2.4.3 BA jako karcinogeny

Aminy byly zkoumany jako mozné mutagenni prekurzory, protoze nékteré aminy
mohou vytvafet nitrosoderivaty nebo pusobit jako prekurzory pro jiné slouceniny
schopné tvofit nitrosaminy. Ty jsou karcinogenni pro rizné¢ druhy zvifat a
pfedstavuji potenciondlni riziko pro zdravi ¢lovéka. PUT a CAD jsou zahiatim
ptevedeny na pyrrolidin a piperidin, z nichz zahtatim vznikaji N-nitrosopyrrolidin a
N-nitrosopiperidin. Ostatni nitrosovatelné aminy, které tvofi nejznamé;jsi
karcinogenni N-nitrosaminy jsou sekundarni aminy jako agmatin, spermin a
spermidin (Shalaby, 1997).

Kvili ucasti na ristu bun¢k a poliferaci se PA vyskytuji v rychle se délicich
nadorovych bunkach. LéKy ovlivitujici biosyntézy PA a jejich biologické role maji
znacny potencidl jako terapeutickd cinidla, ale nadorové builkky maji schopnost
vychytavat extracelularni PA, dietni a produkované gastrointestinalnimi bakteriemi a
kompenzovat ucinky terapeutickych ¢inidel. PA deprivace kombinujici inhibici PA
syntézy v nadorovych burikach a sniZeni hlavnich exogennich zdroji v¢etné potravin

se ukazala jako slibna terapeuticka strategie (Kala¢, Krausova, 2005).

2.5 Houby

Houby jsou velkou skupinou zivych organismu diive fazenych mezi rostliny, od
kterych se odliSuji zejména absenci chlorofylu. ProtoZze nejsou schopné
fotosyntetické asimilace jako zelené rostliny, piijimaji organické latky jako zdroj
uhliku a energie. Patfi mezi vyznamné rozkladae a parazity, dalezité jsou i

v nékterych odvétvich potravinaistvi a prumyslu. VétSina druht jsou mutualisté, ziji

symbioticky s cévnatymi rostlinami nebo fasami (Svréek, Vancura, 1987).

2.5.1 Jedlé houby

Jako jedlé houby se oznacuji ty druhy hub, které po dostatecné tepelné tprave
(vafeni, smazeni, peCeni) nevyvolavaji zadné zdravotni potize. Syrové houby by se
nem¢ly jist viibec, jelikoZ 1 malé davky syrovych plodnic nékterych béznych druhti
hub, které po tepelném zpracovani snime bez potizi, vyvolaji po poziti prudkou

nevolnost, napiiklad vaclavky (Svréek, Vancura, 1987).
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Praktické pouziti hub jako potraviny mé v €eskych zemich dlouho tradici, je
dolozeno kuchynské vyuzivani nasimi pfedky jiz koncem minulého tisicileti. Mezi
nejvyuzivanéjsi druhy, které se oznacuji jako ,,staroCeské®, patii pfedevSim razné
druhy hiiba (Boletus), kiemenace (Leccinum), kozéky (Leccinellum), Spicky
(Marasmius), pravé ryzce (Lactarius), lisky (Cantharellus), hlivy (Pleurotus) a
smrze (Morchella). Rada z tradi¢né shiranych konzumnich hub je v soucasné dobg
vzacna nebo patii k ohroZzenym druhtim, proto byl vypracovan seznam 220 dosud se

hojné vyskytujicich druht na tizemi Ceské Republiky (Keizer, 2005).

2.5.2 Hribovité

Houby patfici do této Celedi patii mezi nejhledanéjsi. U houbail jsou nékteré
druhy velice cenény obzvlasté pro svou velikost, kdy plodnice mohou vazit i
kilogram a vice. Vyskytuji se pfevazné v humusu Vv lesich, kde jsou vazany na urcité
stromy nebo kefe, jelikoZ je u nich vyvinuta silnd mykorrhiza. Nejvice rostou po

teplych destich od 1éta az do podzimu a jsou rozsiteny kosmopolitné (Cejp, 1958).

Hiib smrkovy (Boletus edulis, Bull.)

Hiib smrkovy je nejoblibengjsi a nejpopularnéjsi houba rostouci na izemi Ceské
republiky a fadi se do skupiny tzv. pravych hiibi. Mykorrhiticky je vazan na smrk,
vyjimecné¢ se muze objevovat v listnatych a smiSenych lesich. Roste hojné
v podhorskych a horskych smréinach, obvykle 2 — 3 tydny po vydatnéjsich destich
(Svrcek, Vancura, 1987).

Kloubouk (5 — 20 cm) je v mladi polokulovity, pozdéji lehce sklenuty az plochy,
za vlhkého pocasi mirné slizky. Barva je nahnédld aZz cernohnéda. Rourky jsou
v mladi bélavé, pozdéji zlutavé az Zluto-zelenavé. Tren je v mladi biichaty, pozdéji
kyjovity nebo valcovity, bélavy az svétle hnédy, v horni ¢asti s nendpadnou belavou

sitkou. V mladi ma tvrdou duzinu, pozdéji se stava vatovitou (Hagara, 1993).
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Obrazek 3: H¥ib smrkovy (Dadakovd, 2014)

Suchohfib hnédv ( Boletus badius, Fr.)

Suchohtib hnédy se sbira jako dobra jedla houba, jeho ptednosti je to, Ze roste az
do pozdniho podzimu a hlavné, Ze je zifidka napaden larvami hmyzu. Roste hojné
Vv jehli¢natych, zvlasté podhorskych lesich. Nékdy vyrtstd pfimo naspodu kmenti
nebo ztrouchnivélych patezich, ale i ze zetlelych smrkovych $isek (Svréek, Vancura,
1987).

Klobouk (4 — 15 cm) je polokulovity az téméf plochy, kaStanové hnédy az
Cernohnédy. Rourky jsou bélavé az nazloutlé, pozdéji zluto-zelenavé, které po
otlaceni zeleno-modra. Tien je pevny, jemné vlaknity, obvykle hnédo-Cervenavy.
V mladi ma tvrdou a maslovitou duZzinu, ktera pozdéji dfevnati, na fezu v mladi a za

vlhka vyrazné modra (Hagara, 1993).
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Obréazek 4: Suchoh¥ib hnédy (Dadakova, 2014)

Klouzek strako$ (Suillus variegatus, (Sw.), Kuntze)

Klouzek strako§ oznacovan také jako Hiib strako$ je houbou borovych lesli na
kyselém podkladu, zejména piskach. Roste od srpna do fijna, Casto v masach.
V nékterych krajich je s oblibou sbiran, piredevsim mladé plodnice jsou vydatné a
dobré. Vétsinou je tazen do cCeledi htibovité, ale v nekteré literatufe se objevuje
v Celedi slizékovité (Svrcek, Vancura, 1987).

Klobouk (5 — 12 c¢m) je polokulovity az polstafovity, barva zemlové hnédava az
nazloutle olivova. Rourky maji Sedozluté az hnédo-olivové usti. Tren je hladky,
nazloutly az hnédocerveny. DuZina je masitd a Stavnata, nazloutld aZ svétle

oranzova, na fezu slabé modra (Hagara, 1993).

19



Obrazek 5: Klouzek strakos (Dadakova, 2014)

2.5.3 Pecarkovité
Tyto lupenité houby vétSich rozmért 1ze nalézt od kvétna do listopadu, zejména
na susSich mistech. Patfi mezi kulinafsky velmi oblibené. Vyskytuji se zejména

v mirném pasmu severni polokoule (Cejp, 1958).

Bedla vysoka ( Lepiota procera, (Scop.), Singer)

Bedla vysoka je jednou z nejvétsich lupenitych hub. Roste obvykle ve skupinach
v obdobi vrcholiciho léta, zejména na sussich mistech smrkovych a smiSenych lesu.
Ke sbéru se doporucuji plodnice jesté s uzavienym kloboukem nebo klobouky
dospélych plodnic (Svréek, Vancura, 1987).

Klobouk (10 — 25 cm) je v mladi vej€ity a uzavieny, pozdé&ji kuzelovity, nakonec
sklenuty az plochy, s tmavym hrbolkem a pokryty Supinami. Lupeny jsou vysoke,
hust¢ a mekké, v mladi zakryté zavojem, pozdg&ji se Zlutavym az hnédavym
zbarvenim. Tien je valcovity, v mladi vatovity, poté duty, po roztrhani zavoje se
vytvaii velky posuvny prsten s roztfepenym okrajem. Duzina v klobouku je vatovita

a mekka, ve tieni tuha az dievnata (Hagara, 1993).
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Obrazek 6: Bedla vysoka (Dadakova, 2014)

2.6 Analytické metody

BA se v potravinach stanovuji ze dvou divoda: zaprvé kvili zhodnoceni jejich
mozné toxicity a za druhé kvili jejich vyuZiti ke stanoveni jakosti potravin. Pro
analyzu BA se vyuZivad né€kolik metod: chromatografie na tenké vrstvé, iontova
chromatografie, plynova chromatografie a ptredev§im vysokotéinna kapalinova
chromatografie. Dobrych vysledkt 1ze dosahnout i pomoci kapilarni zonové
elektroforézy. Jelikoz jsou aminy silné organické baze, je velmi uzite¢né vyuzit tuto
funkci Kk separaci od matrice vzorku. Pro tento ucel se jako extrak¢ni Cinidlo Siroce
vyuziva kyselina chlorista (Dadakova et al., 2009).

Chromatografie je jednou z nejvyznamnéjsich analytickych a separa¢nich metod.

Umoznuje déleni, identifikaci a stanoveni velkého poctu organickych latek, které
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jsou obsazené v nejruznéjSich ptirodnich 1 technickych smésich V Sirokém

koncentra¢nim rozmezi (Sima, K¥izek, 2015).

2.6.1 Chromatografie na tenké vrstvé

TLC (thin layer chromatography) je zalozena na opakovaném rozdélovani
chromatografované latky mezi dvé faze, z nichZ jedna je nepohybliva. Muze jit o
rozdélovani mezi fazi pevnou a kapalnou nebo mezi dvé faze kapalné (Cifka et al.,
1965).

Chromatografie na tenké vrstvé se provadi na deskach, na kterych je nanesena
tenka vrstva sorbentll. Nejcastéji se pouziva chromatografie LSC s oxidem hlinitym
nebo silikagelem jako sorbentem (Sima, Kiizek, 2015).

(Lapa-Guimaraes, Pickova, 2004) pouzili ke stanoveni osmi biogennich amint
TLC techniku se systémem rozpoustédel chloroform-diethylether-triethylamin (6:4:
1) a nasledné smési chloroformu a triethylaminu (6:1). Po oddéleni byly aminy

kvantifikovany pomoci fluorescen¢ni denzitometrie pii 330 nm.

2.6.2 lontova chromatografie

U iontové chromatografie (IEC) nebo také ionexové chromatografie je
stacionarni fazi ionex a metoda slouzi k Separaci ionti. Méni¢e kationti (katex)
nesou zaporny naboj a obsahuji kyselou funkéni skupinu, ménice aniontl (anex)
nesou kladny naboj a obsahuji bazickou funkéni skupinu. Ton obsazeny v ménici je
vyménén za ion v mobilni fazi nebo ve vzorku a tak dochazi k separaci (Mikes,
1961).

Analyticka kolona se plni mé&ni¢em iontli s malou kapacitou, coZ umoziuje pouZit
k separaci mobilni fazi s nizkym obsahem elektrolyti. Supresorova pomocna kolona
je plnéna ménicem kationtd, jako elektrolyt se zde pouzivd hydrogenuhli¢itanového
tlumivého roztoku, ktery umozni vodivostnimu detektoru detekovat vodivejsi anionty
V separované smési s pomérné velkou citlivosti. IEC Ize pouzit k analyze kationu, ale
pfevazuje analyza anorganickych aniontt, naptiklad v destové, pitné nebo povrchové
vodé (Sima, Kiizek, 2015).

(Favaro et al., 2007) za pouziti gradientu vodného roztoku kyseliny
methansulfonové analyzovali BA v Cerstvém a zpracovaném mase, jejichz detekéni

limity byly niz$i (7 — 21 mg/kg) nez u jinych chromatografickych metod.
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2.6.3 Plynova chromatografie

GC (Gas chromatography) je metoda neobycejné citliva, rychla a jednoducha a
poskytuje s kvalitativnimi daty i data kvantitativni, pfitom si vysta¢i s nepatrnym
mnozstvim vzorktl. Princip déleni spociva stejn€ jako u jinych chromatografickych
metod v rozdélovani slozek smési mezi pohyblivou a nepohyblivou bazi. Pohyblivou
fazi tvoii nosny plyn a nepohyblivou tuhy absorbent nebo kapalina, zakotvena faze
nanesena na pevném nosi¢i (Mikes, 1961).

Aplikaéni oblast GC zahrnuje Siroké spektrum pievdzné organickych latek,
zejména tékavé a tepelné stalé latky. GC je zvlasté vhodna pro analyzy
uhlovodikovych smési v potravindiském pramyslu, analyzy polutantli Zivotniho
prostfedni, stanoveni rezidui polychlorovanych bifenyld, herbicidi a fady dalSich
zdravotné vyznamnych latek (Sima, K¥izek, 2015).

BA se stanovuji v odvozenych forméch, jako je trifluoracetyl, trimethylsilyl, nebo
2,4-dinitrofenyl derivaty. Detektory pro stanoveni BA pomoci GC jsou vodivostni,
plamenové-ionizacni a detektor s eletronovym zéchytem (Karovi¢ova, Kohajdova,

2003). V posledni dobé¢ se standardem mezi detektory stadva hmotnostni spektrometr.

2.6.4 Kapilarni zénova elektroforéza

CZE (Capillary Zone Electrophoresis) neboli zonova kapilarni elektroforéza je
analyticka technika, pii které je separace zalozena na rozdilné pohyblivosti
v elektrickém poli na zakladé rozdilnych naboju a provadi se jako volna
elektroforéza bez nosice v tenké kapilare (Klouda, 2003).

Pti CZE jsou rezervoary s tlumivym roztokem propojeny kapilarou vyplnénou
rovnéZ tlumivym roztokem. B&zné kapilary maji vnitini primeér 25 az 75 pm. Hlavni
vyhodou kapilarni elektroforézy je moznost vyuZzivat pro separaci vysoké napéti az
k hodnotam 30 kV, pticemz bézné elektroforéze by pii takovémto napéti dochazelo
k ohfevu tlumivého roztoku. Do znatné miry se shoduje s kapalinovou
chromatografii ¢i tuto techniku vhodné dopliiuje, avSak oproti HPLC je d¢lici
ucinnost CZE podstatné vyssi. Metoda CZE je vhodna piedevsim pro oddéleni
ionogennich latek a nachazi uplatnéni pii separaci organickych kyselin,
aminokyselin, fenoll, cukrd, 1é¢ivych latek a mnoha dalsich, zvlasté organickych
latek (Sima, Ki¥izek, 2015).
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Aromatické a heterocyklické aminy nevyzaduji pied pouzitim CZE derivatizaci,
jelikoz absorbuji UV svétlo, coz umoznuje jejich pfimou detekci. (Kvasnicka,
Voldiich, 2006) vyvinuli piimou, citlivou a rychlou kapilarni elektroforetickou
metodu s vodivostni detekci pro stanoveni BA v potravinaiskych vyrobcich za méné
nez 15 minut.

Pro elektroforetickou analyzu ostatnich amin je tfeba provést derivatizaci.
(Kovécs et al., 1999) pouzili k derivatizaci vzorki ¢inidlo AccQ (6-aminoquinolyl-
N-hydroxysukcinimidyl-karbamat). Separace PUT, SPM, SPD, HIS, CAD, TYM a

TRM byla dosazena béhem 30 minut s dobrou opakovatelnosti a linearitou.

2.6.5 Kapalinova chromatografie

Princip HPLC (high-performance liquid chromatography) a podstata separa¢nich
dé&ji se v zéasad¢é nelisi od GC. Hlavni rozdily oproti GC spocivaji v minimalni
kompresibilit¢ mobilni faze, malém vlivu teploty na separaci a velmi vyznamné
aktivni uloze mobilni faze. HPLC zahrnuje vSechny chromatografické zplisoby
separace, kdy je mobilni faze kapalna.

Vyhodou HPLC je Casto Setrn&jsi stanoveni zejména organickych latek oproti
GC, kdy se slatkami pracuje obvykle za zvySené teploty. Pouziti HPLC je
vyhodné&jsi spiSe pro hiife té¢kavé latky tam, kde vznikaji problémy s GC. Slozky,
které béZznymi detektory pro HPLC nelze detekovat, se pievad&ji na snadno
detekovatelné derivaty. Tato metoda se dnes Siroce vyuZziva v pramyslu,
zdravotnictvi, farmacii a mnoha dalsich oborech (Sima, Kfizek, 2015).

JelikoZ jsou aminy silné organické baze, je velmi uZitecné vyuzit tuto vlastnost
k separaci od matrice vzorku. Pro tento ucel se jako extrakéni €inidlo Siroce vyuziva
kyselina chloristé. Pti pouziti HPLC vétSinou nelze stanovit BA piimo, proto je tieba
aminy nejdifive derivatizovat. Jako derivatiza¢ni c¢inidlo se nejCastéji pouziva

dansylchlorid (Dadakova et al., 2009).

2.6.6 Ultra vykonna kapalinova chromatografie
UPLC (ultra-performance liquid chromatography) je nova kategorie kapalinové
chromatografie, ktera si zachovava prakti¢nost a principy HPLC a zéaroven zvysuje

celkové prokladané atributy rychlosti, citlivosti a rozliSeni. Pfi pouziti &astic
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s velikosti mensi nez 2 um je mozné plné vyuzit chromatografické principy k
separacim s pouzitim krat$ich kolon, nebo vyssi pratoky mobilni faze pro zvyseni

rychlosti s vynikajicim rozliSenim a citlivosti (Mayer et al., 2010).
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3 Cil préace
1. Vypracovani literarni reSerSe na téma obsah BA a PA v potravinach.
2. NavrZeni a provedeni experimentll, ve kterych se zkouma obsah BA a PA
Vv druzich voln¢ rostoucich jedlych hub.
3. Stanoveni vlastniho obsahu BA a PA ve vzorcich volné rostoucich jedlych
hub metodou UPLC.
4. Vyhodnoceni ziskanych vysledk.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité laboratorni pomiicky, chemikalie, pFistroje a zarizeni
Pro analyzu BA a PA byly krom¢ béznych laboratornich pomucek, chemikalii a
laboratorniho skla pouzity nésledujici piistroje, chemikalie a zafizeni. Veskeré

pouzité chemikalie byly analytické Cistoty.

Chemikalie

Putrescin dihydrochlorid, Fluka, Buchs, gvycarsko
Kadaverin dihydrochlorid, Fluka, Buchs, Svycarsko
Histamin dihydrochlorid, Fluka, Buchs, ngcarsko
Tyramin hydrochlorid, Fluka, Buchs, Svycarsko
Tryptamin hydrochlorid, Fluka, Buchs, Svycarsko
1,7 — heptandiamin, Fluka, Buchs, gv;’/carsko
Spermidin trihydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko
Spermin tetrahydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko
Fenylamin hydrochlorid, Sigma Aldrich, Némecko
Dansylchlorid, Sigma Aldrich, Némecko

Prolin, Fluka, Buchs, Svycarsko

Heptan, Fluka, Buchs, §V§/carsk0

Acetonitril, Merck, Némecko

Uhlicitan sodny, Penta, Chrudim, CR

Uhlicitan draselny, Penta, Chrudim, CR

Kyselina chlorista, Acros, Geel, Belgie

Hydrogenuhli¢itan sodny, Lach — Ner, Neratovice, CR

Pristroje a zarizeni

Ttepacka LT2, Kavalier Sazava, CR

Odstiedivka Sigma 2 — 5, Némecko

Thermovap, Ecom, CR

Kapalinovy chromatograf (RR — LC), Agilent Technologies, USA
Filtr ze skelnych vlaken Z7, Filpap. Stésti, CR

Mlynek Grandomix GM 200, Retsch, Némecko
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4.2 Odbér vzorki

Pro stanoveni obsahu BA a PA byly zvoleny druhy jedlych hub, které rostou
b&zné v Ceské Republice a jsou pravidelng sbirany.

Odbérové misto — Skalka je soustava kopct s nadmotskou vyskou okolo 700
m.n.m, piiblizné 16 km zapadné od Ceskych Budg&jovic. Oblast je lesnicky vyuZzivana
a patii Kk oblibenym lokalitam pro sbér hub.

Na stanovisti dominuje zhruba padesatilety porost borovice lesni (Pinus
sylvestris, L.) s ob¢asnym zastoupenim habru obecného (Carpinus betulus, L.) a
buku lesniho (Fagus sylvatica, L.). Podrost je druhové malo pestry, pievlada
brusnice bortvka (Vaccinium myrtillus, L.). Primérna ro¢ni teplota je asi 6°C a

primérné ro¢ni srazky 560 mm.

Plodnice byly shromazdény rano v den, kdy neprselo, béhem vegeta¢niho obdobi
Cervence a srpna 2014. Plodnice poSkozené hmyzem a okousané sliméky nebo
dal$imi zvifaty byly odstranény. Pida na povrchu neposkozenych tél byla ocisténa
nozem z uslechtilé oceli a houby byly umistény do kose, aby se zabranilo poruseni
tkané. Druh houby byl ovéfen pomoci atlasu hub (Hagara, 1993). Odebrané plodnice
byly roztfidény s ohledem na naplanované experimenty. U kazdého druhu jedlé
houby bylo odebrano vzdy tolik plodnic, aby vysledny primérny vzorek po tUpravé

vazil alespont 250 g.

Mezidruhové rozdily:

U kazdého druhu jedlé houby byly pro tento ucel odebrany plodnice rizného

stadia vyvoje, pii kterych je houba konzumovana.

Vliv stafi plodnice:

Modelovym druhem v tomto experimentu byl hiib dubovy. VSechny plodnice

daného druhu byly rozdé€leny na tfi vékové kategorie: mladé, stfedni a staré.

Vliv ¢asti plodnice:

Modelovym druhem toho experimentu byl opét hiib dubovy. Byly vybrany tfi
dostate¢né velké plodnice, které byly peclivé rozdéleny na ¢asti odpovidajici tieni,

sporotvorné vrstveé a klobouku.
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Vsechny potizené vzorky byly nakrajené na platky s maximalni tloustkou 5 mm
a okamzit¢ zmrazené na -16°C. Zmrazené vzorky byly do 1 mésice po odbéru
lyofilizovany na -60°C pfi tlaku 0,25 kPa po dobu 24 hodin. Lyofilizovany materiél
byl homogenizovan na laboratornim mlynku a pfipraveny material byl uchovavan
VvV uzaviené plastové vzorkovnici az do analyzy. Veskery material byl lyofilizovan

proto, ze Cerstvé houby jsou neudrzné a rychle podléhaji zkéze.

4.3 Analyza PA a BA metodou HPLC

4.3.1 Extrakce —tuhé vzorky
Extrakce byla provedena podle publikovaného postupu (Dadakova et al., 2009).

Postup extrakce:

Byl navazen lg lyofilizovaného vzorku hub do 50 ml plastové odstfed’ovaci
kyvety, nasledné bylo piidano 3,5 ml vnitfniho standardu HEP (400 ml.I* roztoku
heptandiaminu v 0,6M roztoku Kkyseliny chloristé). Smés byla 30 minut
homogenizovana pii pokojové teploté na trepacce LT 2, poté byla odstiedéna na
odstfedivee 10 minut pii 3500 otdCkach a na zavér byl supernatant prefiltrovan pies

papirovy filtr.

Derivatizace:
Byl napipetovan 1 ml extraktu hub (v 0,6M roztoku kyseliny chloristé) a nasledné

zneutralizovan 1,5 ml uhli¢itanového extraktu, ktery se vzdy pfipravuje Cerstvy.

Pocet vzorkt 1 2 4 5 6 8 10
(9) K2COs 0,666 1,332 1,998 2,664 3,33 4,664 6,328
(ml) AB 2 4 6 8 10 12 14
Ptiprava roztoku AB:

A: Na,CO3 2,65 gad 50 ml
B: NaHCO 3 4,2 gad 100 ml

pH pufru B bylo nastaveno pomoci pufru A na hodnotu 9,2, poté bylo ptidano 2

ml derivatiza¢niho ¢inidla (dansynchlorid o koncentraci 5 mg/ 1 ml acetonu),
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ptipravuje se vzdy Cerstvy. Smés byla 20 hodin tfepana ve tmé pii laboratorni
teploté. Nasledovalo piidani 200 um prolinu (0,1 g prolinu/l ml vody) a extrahovani
3 ml heptanu s 2,5 minutovym pievracenim. Byl odebran 1 ml heptanoveého extraktu,
nasledn¢ odpaien do sucha pod dusikem a rozpustén v 1,5 ml acetonitrilu. Na zavér

byl rozpustény odparek prefiltrovan pies sklenény filtra¢ni papir.

4.3.2 Analytickd koncovka

Analyza derivatizovaného vzorku, ktery obsahuje dansylderivaty pifitomnych
amind, byla provedena metodou kapalinové chromatografie s vyuzitim UPLC
techniky. Provedeni odpovidalo publikované metodé (Dadakova et al, 2009).

K analyze byl pouzivan kapalinovy chromatograf vybaveny bindrni pumou,
zafizenim na odplynéni mobilnich fazi, autosamplerem, termostatem kolon a diode-
array detektorem. Separace analyti probihala v chromatografické koloné (Agilent
Zorbax Eclipse XDB-C18, 50 mm x 4,6 mm ID, s velikosti ¢astic sorbentu 1,8 pm).
Kolon¢ bylo ptedfazeno filtraéni zafizeni pro ochranu kolony (tzv. in-line filter).
Vlastni chromatografickd separace byla uskute¢néna s pouzitim mobilnich fazi A
(100% acetonitril) a B (50% acetonitril) a gradientové eluce podle nasledujiciho

programu:

Schéma gradientu:

0-2min A 40%, B 60%
2-3min A 40-80%, B 60-20%
3-4min A 80-90%, B 20-10%
4-6 min A 90-95%, B 10-5%
6-7 min A 95-40%, B 5-60%
7-12 min A 40%, B 60%

Rychlost pratoku mobilni faze byla béhem celé analyzy konstantni a cinila
Iml/min. Kolona byla termostatovana na 25°C, objem nastfiku ¢inil 5 ul a jednotlivé

analyty byly detekovany pfi vinové délce 225 nm.
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Obréazek 7: zaznam standardu amint
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Tabulka 2: Meze stanovitelnosti amind v susiné (mg/kg™)

LOQ | TRM PEA PUT CAD HIM | TYM SPD | SPM

mg/kg 2,9 2,5 2,1 1,9 19 3,3 1,2 3,7

Zpracovani dat

Naméfené zaznamy byly vyhodnoceny pomoci programu ChemStation3,0
forLCsystems (Agilent Technologies). Obsah BA a PA byl stanoven metodou vnéjsi
kalibrace pomoci kalibra¢nich zavislosti. Pro vypocet obsahii BA a PA byly pouZzity

nastroje programu MS Office Excel.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Obsah BA v druzich

Ze sledovanych aminti byly v osmi vzorcich lupenatych hub naméfeny hodnoty
PUT, TYM, SPD a SPM, s ob¢asnym vyskytem PEA — viz tabulka 3. CAD, TRM a
HIM se pohybovaly pod hranici stanovitelnosti. Nejvyssi obsah byl naméten u SPD,
konkrétné u bedly vysoké a to 1320 mg/kg susiny, zatimco Dadakova et al., (2009)
naméfili obsah SPD 867 mg/kg suSiny. Dal§im aminem s vysokym obsahem byl PUT
a to 874 mg/kg susiny u muchomurky plavé. Nejvyssi hodnota TYM byla 53 mg/kg
u bedly vysoké, 192 mg/kg susiny SPM u ¢echratky ¢ernohnédé.

U 10 vzorkl hub s rourkami byly naméteny hodnoty PEA, PUT, TYM, SPD a
SPM, s ob¢asnym vyskytem TRM a HIM, hodnota CAD se pohybovala pod hranici
stanovitelnosti, viz tabulka 4. Nejvy$$i hodnota PEA byla naméfena u §iSkovce
¢erného a to 682 mg/kg susiny, stejné tak nejvyssi obsah TYM — 74,2 mg/kg susiny.
Nejvyssi hodnota PUT byla 2260 mg/kg susSiny u suchohiibu babky. Kala¢, Kiizek,
(1996) naméfili obsah PUT 565 mg/kg susiny u klouzka strakose, zatimco hodnoty
naméfené v této praci dosahovaly niz§ich hodnot a to 409 mg/kg susiny. Obsah SPD
byl 4020 mg/kg susiny u hiibu kovaie, Dadakova et al., (2009) naméfili u stejného
druhu houby obsah SPD téméf o polovinu méné — 2219 mg/kg suSiny. Nejvyssi
naméfend hodnota SPM byla 90,5 mg/kg suSiny u hiibu dubového.

Tabulka 3: Obsah BA v lupenatych houbach (mg/kg™)

PEA PUT TYM SPD SPM
Muchomirka 79,8+£1,6 269+4,9 45,3+2,8 995+57,1 23,1485
riuzovka
Muchomurka plava | 276+1,4 874155 15,9+0,4 868+49,1 *
Ryzec syrovinka * 27,9+0,3 18,4+12,5 344+0,7 29,6+18,5
Bedla vysoka * 576+4,5 53+9,9 1320+11,7 19,5+1,8
Cechratka * 696+9,8 LOQ* 209+7,5 192+3,7
¢ernohnéda
Holubinka * 30,145,3 16,6+0,1 584+20,9 38,5+0,4
mandlova
Liska obecna * 55,4+2,2 * 244+0,7 79,8+0,5
Ryzec smrkovy 30,4+0,01 | 45,4+1,8 32,6+1,2 552+5,5 60,9+2,4

*hodnota je mensi nez LOQ dané latky
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Tabulka 4: Obsah BA v houbéch s rourkami (mg/kg™)

TRM PEA PUT HIM TYM SPD SPM
H¥ib * 243+14, | 1400£89, * 36,2120 | 780+51,3 | 90,5+4,7
dubovy 1 7 2
H¥ib * 98,1+3 | 2080+16, * 23,846 | 4020+16, | 40,7+19,3
kovar 2 7
Suchohfib * 704+£25, | 2260£31, * 40,711, | 1460433, | 31,8+0,1
babka 5 2 4 2
Klouzek | 98,1+3 | 45,612, | 554,6+10, * 30,542, | 272+13,4 | 38+2,4
sliény 7 9 7 2
Sikovec * 682+13, | 9351224 * 74,213, | 445£15,9 | 70,5+7,4
derny 5 9
Klouzek * 48,7£2 | 988+21,9 * 13,840, | 409+8,3 | 71,6+11,8
strakos 6
H¥ib * 35,941, | 2190+89, * 13,142, | 1240467, | 63,7+2,7
borovy 4 9 5 8
H¥ib * 194+3,1 | 1150+14, * 22,140, | 42748,2 | 62,5+2,3
dutonohy 7 9
Klouzek * LOQ* | 642+0,9 | 3,945, 12+2 38116 46,9+7,1
kravsky 5
Suchohi¥ib | 95+0,9 | 187+1,7 | 1380458, * 25,846, | 1250+120 | 44,4+6,8
hnédy 7 5

*hodnota je mensi nez LOQ dané latky

5.2 Vliv stari plodnice na obsah BA

Pfi analyzovani plodnic rizného staii hiibu dubového byly naméfeny nejvyssi

hodnoty PUT 1670 mg/kg susiny, SPD 536 mg/kg susiny a SPM 67 mg/kg suSiny u

nejstar$ich plodnic, naopak nejvyssi hodnoty PEA 227 mg/kg susiny a TYM 11,9

mg/kg susSiny byly zaznamenany u plodnic nejmladsSich, hodnoty TRM, CAD a HIM

se pohybovaly pod hranici stanovitelnosti — viz tabulka 5. V tabulce lze také vidét, ze

mnozstvi BA je prokazatelné ovlivnéno stafim plodnice. Na obrazcich ¢. 8, 9 a 10

vidime jednotlivé zaznamy analyzy vzorkd.
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Tabulka 5: Obsah BA v plodnicich rizného stari hiibu dubového (mg/kg™)

Mlady Stiedni Stary
PEA 227+19 56,8+0,11 57,3+0,2
PUT 1200+1,9 1220+11,3 1670+7,5
TYM 11,9+1 11,3+0,9 10,9+1,3
SPD 414+18,3 520+0,2 536+5,6
SPM 34+4.7 53,6123 67+13,4

Obrazek 8: Zaznam analyzy amini mladych plodnic
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Zkratky viz legenda obrazku ¢.7.

Obrézek 9: Zaznam analyzy amini stiedné starych plodnic
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Zkratky viz legenda obrazku ¢.7.
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Obrazek 10: Zaznam analyzy amini staré plodnice
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Zkratky viz legenda obrazku ¢.7.

5.3 Zavislost vyskytu BA na ¢asti plodnice

Pii analyzovani jednotlivych ¢asti plodnic hiibu dubového byly zjistény velké

vykyvy v danych ¢astech houby. Napiiklad nejvyssi naméfena hodnota PUT - 2420

mg/kg susiny byla naméfena Vv tfeni, zatimco v rourkach prokazatelné ptevladal SPD

- 1210 mg/kg susiny. V Klobouku opét ptevladal PUT — 2050 mg/kg, naopak hodnota

SPD dosahovala jen 133 mg/kg suSiny. PEA a TYM doséahly nejvyssich hodnot

Vv klobouku a to 79,5 mg/kg suSiny a 15 mg/kg suSiny, nejvyssi obsah SPM byl

naméfen v rourkdch — 103 mg/kg susiny. Hodnoty TRM, CAD a HIM se pohybovaly

pod hranici stanovitelnosti, viz tabulka 6.

V tabulce 1ze vidét, Ze nejvyssi obsah SPD je vazan na sporotvornou ¢ast

plodnice, k cemuz dospéli i Dadakova et al., (2009) pii analyze jinych druhti hub. Na

obrazcich ¢. 11, 12 a 13 mzeme vidét zdznamy analyz vzorkd jednotlivych casti

plodnice.

Tabulka 6: Obsah BA v jednotlivych &astech houby (mg/kg?)

Tren Rourky Klobouk
PEA 77,3+4,7 * 79,5+0,6
PUT 2420+141 185+4,3 2050£10,9
TRM 13,9+19,6 * 15+1,2
SPD 198+3,9 1210+6,9 133+3,7
SPM 71,317 103£2,5 96,9+12,8
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Obrazek 11: zaiznam analyzy amini v téeni
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Zkratky viz legenda obrazku ¢. 7.

Obrazek 12: zaiznam analyzy amini v rourkach
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Zkratky viz legenda obrazku ¢. 7.

Obrézek 13: Zaznam analyzy amina v klobouku
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Zkratky viz legenda obrazku ¢. 7.
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6 Zavér

Cilem této bakalaifské prace bylo stanoveni obsahu osmi BA a PA, konkrétné
tryptaminu (TRM), 2-fenylethylaminu (PEA), kadaverinu (CAD), histaminu (HIM),
tyraminu (TYM), putrescinu (PUT), sperminu (SPM) a spermidinu (SPD) ve volné
rostoucich jedlych houbach CR. Prace byla zaméfena na mezidruhové rozdily, vliv
stafi a ¢asti plodnic na obsah BA a PA.

Podle dostupnych informaci ziskanych ze studii dosahuji nejvyssich obsahi
v houbach aminy PUT a SPD, zatimco CAD, HIM, TRM a TYM se v houbach
nevyskytuji viibec nebo na velmi nizkych trovnich. Vice informaci k obsahu BA a
PA se v literatufe prozatim nevyskytuje.

Pfi této praci bylo zkoumano osmnéct druhti volné rostoucich jedlych hub
ziskanych sbérem z odbérového mista Skalka, piiblizné 16 km zapadn& od Ceskych
Budéjovic.

Nejvyssi hodnoty naméfené pii zkoumani rozdilt mezi druhy byly u SPD —
4020 mg/kg susiny hiibu kovaie a 1320 mg/kg susiny bedly vysoké, PUT — 2260
mg/kg susiny suchohiibu babky a 874 mg/kg suSiny muchomurky plavé. Hodnoty
TYM byly 53 mg/kg suSiny bedly vysoké a 74,2 mg/kg suSiny SiSkovce ¢erného, u
kterého byla naméfena i1 nejvyssi hodnota PEA — 682 mg/kg suSiny. SPM doséahl
nejvysSich hodnot 192 mg/kg suSiny u ¢echratky ¢ernohnédé a 90,5 mg/kg suSiny u
hfibu dubového. Hodnoty CAD, TRM a HIM se pohybovaly pod hranici
stanovitelnosti nebo se objevily jen ziidka.

V rizné starych plodnicich modelového druhu hiibu dubového nejvyssich
hodnot dosahoval PUT 1670 mg/kg susiny, SPD 536 mg/kg susiny a SPM 67 mg/kg
suSiny u nejstarsich plodnic, oproti tomu nejvyssi hodnoty PEA 227 mg/kg suSiny a
TYR 11,9 mg/kg suSiny byly zaznamenany u nejmladsich plodnic. TRM, CAD a
HIM se pohybovaly pod hranici stanovitelnosti. Z dat vyplyva, Ze obsah BA
V houbach je ovlivnén jejich statim.

V jednotlivych ¢astech plodnic hiibu dubového se vyskytovaly nejvyssi hodnoty
PUT — 2420 mg/kg susiny ve tfeni, ve sporotvorné ¢asti prevladal SPD - 1210 mg/kg
a v klobouku opét PUT — 2050 mg/kg susiny. Hodnoty TRM, CAD a HIM se
pohybovaly pod hranici stanovitelnosti.
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