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Uvod

Rod  Ophiocordyceps  pozostdva z  priblizne
140 druhov hub, z ktorych vSetky parazituji na rdznych
druhoch hmyzu'. Najznamejsi je Ophiocordyceps sinensis
(Berk.), ktory rastie v nadmorskych vyskach od 3000 do
5000 metrov nad morom, najmd v provincii Yunnan
v Cine, ako aj v Tibete, Bhutine a Nepale. Ophiocor-
dyceps sinensis (Berk.) je hlavnou liecivou hubou v tradic-
nej ¢inskej medicine od 15. storocia, ked’ ju prvy krat opi-
sal tibetsky lekar Nyamnyi Dorje’. Zivotny cyklus O. si-
nensis pozostava zpohlavného (teleomorfa) a nepo-
hlavného $tadia (anamorfa). Hostitel'ské larvy motyla
z ¢elade Hepialidae, najmé druhu Thitarodes armoricanus,
su infikované sporami huby. Vznikd hubové mycélium,
ktoré nasledne infikuje larvu preckavajicu tibetska zimu
pod povrchom zeme. O. sinensis sa postupne zaéne rozras-
tat’ na ukor vnutorného tkaniva larvy, ktoré je nasledne
kompletne nahradené hubovym tkanivom — mycéliom.
Zaciatkom leta je mozné pozorovat plodnicu (stromu)
vyrastajucu z hlavy larvy, ktord produkuje spéry do okolia
atie mozu infikovat dalsie larvy a cyklus sa opakuje’.
Tradi¢na ¢inska medicina pouziva Ophiocordyceps sinen-
sis na lie¢bu problémov s plicami a respiraénym systé-
mom, hyposexualitou, hypolipidémiou, oblickami, pece-
nou, srdcom a imunitnym systémom. Okrem toho sa pou-
ziva na liecbu réznych foriem rakoviny, ako aj doplnok pri
chemoterapii a radioterapii. V Tibete sa pouziva na opi-
tovné ziskanie Zivotnej sily po roznych chorobach*®. Zvy-
Seny dopyt po plodniciach O. sinensis spolu s ich vysokou
hodnotou vedie k nadmernému zberu a devastacii ich pri-
rodzeného biotopu s negativnymi ddsledkami pre miestnu
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ekoldgiu. Z tohto dovodu sa zacali vyvijat’ nové metody,
ktoré by uspokojili dopyt po tychto hubach. Jednou
zmoznosti sa ukazal produkény kmen Cs-4 (jeden
z prvych izolovanych kmenov O. sinensis pouzivanych na
kultivaciu), ktory bol nasledne vybrany pre komercnu vy-
robu. Jeho medicinsky potencidl bol testovany a na zékla-
de zistenej Gginnosti a bezpe¢nosti bol v Cine schvaleny
v roku 1988 ako lick pod nazvom Jin Shui Bao®®. Tento
izolovany kmen bol spociatku povazovany za rovnaky ako
prirodné kordycepsy. V roku 1982 bol vsak identifikovany
ako samostatny druh Paecilomyces hepiali. Vyskum, ktory
porovnaval chemické zlu¢eniny a farmakologicku aktivitu
hub O. sinensis a P. hepiali, preukézal, ze P. hepiali ma
vdcSie mnozstvo siedmych esencidlnych aminokyselin,
ako sa nachadza v O. sinensis. Na§ sucasny vyskum sa
zameriava na testovanie kultivacie dvoch kmenov O. sinensis
a jedného kmena P. hepiali fermentaciou v tuhom skupen-
stve na dvoch poddruhoch ryze. Hlavnym cielom tohto
vyskumu je stanovenie antioxidacnej a antimikrobidlnej
aktivity metabolitov izolovanych z lie¢ivych hub druhov
O. sinensis a P. hepiali.

Experimentilna ¢ast’
Huby

Pouzity produkény kmen huby Paecilomyces hepiali,
znadmy aj ako Cs-4, pochadza od firmy Aloha Medicinals

Inc. (Carson City, Nevada) a uchovavany je na sladovom
kvasnicovom agare (MYA) pri 4 °C firmou Mykoforest

Vel¢ice  (Slovensko) pod  katalogovym  Cislom
MFTCCB023/0216. Boli pouzité aj dva produkéné kmene
Ophiocordyceps sinensis (MFTCCBO026/0216

a MFTCCBO025/0216), taktiez poskytnuté firmou Myko-
forest VelCice. Vsetky kultury boli v ramci aktudlneho
vyskumu pestované v Petriho miskach na MYA agare
(20 g sladového extraktu, 2 g kvasnicového extraktu a 20 g
agaru na liter destilovanej vody) pri 22 °C, v tme po dobu
14 dni.

Priprava substratu

RyZa Oryza sativa L. je zakladnou potravinou pre
vacsinu obyvatel'stva na Zemi a obsahuje dva hlavné pod-
druhy: lepkavy, gulaty Oryza sativa L. var. japonica
(pestovany v suchs$ich oblastiach najmé v Japonsku, ale aj
v inych &astiach Azie) a nelepkavy, dlhozmny Oryza sati-
va L. var. indica (rozSireny v nizinnych, tropickych oblas-
tiach Azie)'°. Tieto sa bezne vyskytuju aj na slovenskom
trhu. 100 g ryze bolo prevarené v Cistej vode a po odstre-
deni bolo ziskané 180 g substratu, ktory bol potom sterili-
zovany pri 121 °C pocas 2 hodin.

Kultivacia
Po vychladnuti na izbovi teplotu bol substrat inokulo-

vany inokula¢nym roztokom, ktory bol pripraveny
z 3 g glukozy, 3 g sacharozy (Merck, Bratislava, Sloven-
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sko), 1 g sojového peptonu, 2,5 g kvasinkového extraktu
(Biolife, Taliansko), 1g fosfore¢nanu draselného,
0,5 gsoli Epsom, 0,5 g dihydratu chloridu vépenatého,
0,01 g heptahydratu siranu Zeleznatého, 1 mg pentahydratu
siranu med’natého (Merck, Slovensko), 0,1 g tiamin hyd-
rochloridu (Sigma-Aldrich Co., Louis, MO) a 3 kuskov
(4 x 4 mm) Ophiocordyceps sinensis alebo Paecilomyces
hepiali kultiry z Petriho misky. Substrat bol inokulovany
3 mililitrami inokula¢ného roztoku a potom pretrepavany
pri 120 ot./min pri 22 °C v 500ml Erlenmeyerovej banke
obsahujticej 200 ml Zzivného roztoku po dobu 7 dni. Zivny
roztok bol pripraveny z kvasnicového extraktu (8 gl™),
dihydrogénfosforecnanu draselného (1 g ™, hydrogénfos-
fore¢nanu draselného (2 g1™), glukozy (8 g1™') a siranu
hore&natého (1 g17).

Nasledne prerastal v inkubatore 30 dni pri 22 °C, pri
striedani rezimu 12 hodin svetlo a 12 hodin tma. Vzorky
boli vysuSené pri 40 °C v suSicke APT Line (Binder
GmBH, Tuttlingen, Nemecko) a rozomleté v SM-100 mly-
ne (Retch Co., Haan, Nemecko).

Metody kultivacie st zalozené na klasickych postu-
poch publikovanych v odbornej literature'"'?, ako aj na
skusenostiach pestovatelov najméd z firmy Mykoforest
VelCice.

Chemikalie

Chemikalie boli pouzité v komer¢ne dostupnom stave
bez dalSicho Cistenia: DPPH-2,2-difenyl-1-pikryl-
-hydrazylovy radikal (Sigma Aldrich, Bratislava, Sloven-
sko), metanol 99,9%, (Sigma Aldrich, Bratislava, Sloven-
sko), DMSO - dimetylsulfoxid (Sigma Aldrich, Bratisla-
va, Slovensko), DMSO-ds — deuterovany dimetylsulfoxid
(Merck Millipore, Darmstadt, Nemecko).

Extrakcia

10 g kazdej vzorky 1J-61 v 50 ml 99,9% metanolu
bolo vystavené mikrovinnému Ziareniu o vykone 600 W
po dobu 2 min. Pouzilo sa mikrovinné zariadenie Mono-
wave 300 (Anton Paar, GmbH, Rakusko) s nastavitelnym
mikrovinnym vykonom (od 100 do 900 W). Vzorky boli
nasledne prefiltrované (filtracny papier, KA 1, Papimna
Perstejn s.r.o., Ceskd republika) a filtraty boli odparené
dosucha na rota¢nej vakuovej odparke VWR IKA-RV 10
(VWR International GmbH, Rakusko).

Antioxidac¢na aktivita

Na meranie antioxidacnej aktivity bol pouzity Cerstvo
pripraveny zasobny roztok stabilného DPPH radikalu
o koncentracii 0,2 mmol I"'. Meranim celého spektra
(A =200-900 nm) bola najvysSia hodnota absorbancie
roztoku DPPH zistena pri vinovej dizke 517 nm. UV/Vis
spektra boli merané na spektrofotometri Libra S12
(Biochrom Ltd., EVISA) v 1cm kyvetach pri teplote miest-
nosti, v 99,9% metanole. Pri priprave vzoriek pre stanove-
nie antioxidacnej aktivity boli vSetky extrakty rozpustené
v Cistom 99,9% metanole (1 ml). Absorbancia zasobného
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roztoku DPPH bola merana po zmieSani 1 ml zasobného
roztoku o koncentracii 0,2 mmol I"' s 1 ml 99,9% meta-
nolu pri vlnovej dizke 517 nm oproti zodpovedajiicemu
slepému roztoku, ktorym bol ¢isty 99,9% metanol. Percen-
tudlna inhibicia vol'nych DPPH radikdlov bola vypocitana
na zéaklade nasledujicej rovnice:

I1=(AB-AS/AB)x 100 (1)
kde 7 je antioxidacna aktivita v %, AB je absorbancia za-
sobného roztoku DPPH o koncentracii 0,2 mmol ! zriede-
ného 1 ml 99,9% metanolu, AS je absorbancia vzorky po
30 minatach inkubécie v tme pri teplote 25 °C. Vysledky
antioxidacnej aktivity vzoriek 1J-61I sa uvadzaju ako hod-
noty ICsy (koncentracia extraktu, ktord spdsobuje 50%
stratu aktivity DPPH radikalu). Vsetky merania vychytava-
nia stabilného DPPH radikalu boli uskuto¢nené v r6znych
koncentraciach extraktov: 10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,625;
0,312 20,156 mg ml™".

Antimikrobidlna aktivita

Na testovanie antimikrobialnej aktivity bol pouzity
agarovy difuzny test'’. Baktérie Staphylococcus aureus
(CCM 4223, ATCC 29213) a Escherichia coli
(CCM 3988, ATCC 10536) boli ziskané z Ceskej zbierky
mikroorganizmov, Brno. Baktérie boli kultivované v BHI
bujone (Brain Heart Infusion broth, Oxoid) pri 37 °C po
dobu 20 hodin. Po kultivécii boli baktérie nariedené vo
fosfatovom fyziologickom roztoku na 0,5-1,0 stupen
McFarlandovej zakalovej stupnice. Z tejto suspenzie bol
odobraty 1 ml apreneseny do 100 ml vytemperovaného
tekutého agaru (Standard plate count agar, Oxoid). Do
Petriho misiek s priemerom 9 cm bolo vyliate 20 ml tohto
agaru. Po stuhnuti boli do agaru vyrezané jamky s prieme-
rom 0,5 cm, do ktorych sa aplikovalo 50 pl vzorky 1J-61
(35 mg z kazdého extraktu sa rozpustilo v 200 pl DMSO),
50 ul gentamicinu o koncentracii 50 pgml™ (pozitivna
kontrola) a 50 pl DMSO (negativna kontrola). Po 24 hodi-
nach inkubacie pri 35 + 2 °C boli zmerané priemery inhi-
bi¢nych zon (mm, IZD — priemer inhibi¢nych zén). Na
vypocet relativneho priemeru inhibi¢nej zény v percentach
bol pouzity vzorec:

RIZD = (IZDyzorka — 1ZDbwmso) / IZDgenmramicy % 100 (2)

Vysledky a diskusia

Tabul’ka I obsahuje oznacenie vzoriek, kmen, pouzity
substrat a hodnoty vytaznosti pre jednotlivé extrakty hub
pripravené mikrovinnou extrakciou. Vytaznost' extraktov
bola stanovena zpodielu odparenej hmotnosti extraktu
k hmotnosti praskovej formy vzoriek O. sinensis resp.
P. hepiali.

Ako vyplyva ztab.I, substrat pripraveny z Oryza
sativa L. var. indica vykazoval pre vSetky kmene vyssiu
percentualnu vytaznost v porovnani so substraitom Oryza
sativa L. var. japonica. Mozeme predpokladat, Ze za po-
zorované rozdiely vo vytaznostiach mézu byt zodpovedné
podmienky pripravy ryZzovych substratov, resp. rozdielne
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Zakladné udaje o vzorkach hub, kmeni, pouzitom substrate a vytaznosti pripravenych extraktov (%)

Vzorka Kmen Substrat Vytaznost’ [%]*
1J O. sinensis MFTCCB026/0216 Oryza sativa L. var. japonica 0,67 + 0,02
21 0. sinensis MFTCCB026/0216 Oryza sativa L. var. indica 0,94 + 0,05
3] O. sinensis MFTCCB025/0216 Oryza sativa L. var. japonica 2,92 +£0,07
41 O. sinensis MFTCCB025/0216 Oryza sativa L. var. indica 3,76 £ 0,05
5] P. hepiali MFTCCBO023/0216 Oryza sativa L. var. japonica 2,19+ 0,06
61 P. hepiali MFTCCB023/0216 Oryza sativa L. var. indica 4,28 £0,05

*Vytaznost extraktov je stanovend ako priemerna hodnota z troch opakovanych extrakeii

varianty ryze. Rozdielne zastipenie chemickych latok, ako
su napriklad aminokyseliny, sacharidy, lipidy, sterolové
zlu¢eniny'* medzi tymito dvoma variantami ryze, moze
vplyvat na vysledni rozdielnu vytaZnost' extraktov
v prospech indického substratu. Je vSak tazké Specifiko-
vat,, ktoré¢ konkrétne chemické zluceniny su za takéto po-
zorované rozdiely zodpovedné. Rozdiely vo vytaznostiach
boli zistené aj vramci jednotlivych kmenov. U kmena
O. sinensis MFTCCB025/0216 v porovnani s kmeiom
O. sinensis ~ MFTCCBO026/0216  bola  zaznamenana
v priemere 4krat vysSia vytaznost. Taktiez aj u kmena
P. hepiali boli zistené vyssie hodnoty vytaznosti, porovna-
tel'né s kmetiom O. sinensis MFTCCB025/0216.

Tabul’ka II sumarizuje vysledky antioxidacnej aktivi-
ty vzoriek 1J-6I pripravenych pomocou mikrovinnej ex-
trakcie.

Ako vyplyva z tab. II, metanolovy extrakt vzorky 5J
(P. hepiali, Oryza sativa L. var. japonica) vykazuje naj-
vy$$iu antioxidaénu aktivitu ICso = 5,16 £ 0,01 mg ml™".
Naopak, najmenej aktivnou vo vychytavani DPPH radika-
lu sa ukazala vzorka 41 ICso = 9,49 + 0,01 mg ml™', kme#

Tabulka I1

O. sinensis, Oryza sativa L. var. indica. Za tento vyrazny
rozdiel v antioxidacnej aktivite je zodpovedny rozdielny
kmen hub, ako aj pouzity substrat. Ak vzajomne porovna-
me rovnaké kmene hub, tak pozitivny vplyv na antioxidac-
nu aktivitu bol vyraznejsi pri pouziti substratu Oryza sati-
va L. var. japonica. Z porovnani hodndt ICsg jednotlivych
typov substratov jasne vyplyva, ze antioxidacna aktivita sa
u vietkych troch kmetiov lisi v priemere o 1,74-3,31 mg ml™".

NMR analyza

'H, "*C NMR spektra (ppm) sa merali na NMR spek-
trometri Varian VNMRS (600 MHz, Palo Alto, Kalifornia,
USA) pri laboratornej teplote v DMSO-ds, 0,6 ml. Prirade-
nie signalov proténov a uhlikov sa uskutoénilo z 'H, "*C,
COSY, HSQC, HMBC a DEPT spektier. NMR analyzou
bolo identifikovanych Sest’ majoritnych chemickych zluce-
nin (kyselina olejova, kyselina linolova, kyselina octova,
kyselina jantdrovd, mocovina, D-manitol). Integraciou
odlisenych protonovych signalov sa stanovil pomer hlav-
nych chemickych zlu¢enin v zmesnych spektrach extrak-

Hodnoty antioxidacnej aktivity a hodnoty ICsy extraktov O. sinensis a P. hepiali 1J-6I pripravenych mikrovinnou extrak-

ciou po 30minutovej inkubacii v tme pri 25 °C

Vzorka/koncentracia Antioxida¢na aktivita [%]*

[mg ml™'] 17 21 37 41 51 6l
10,000 50,81 62,40 74,35 55,14 85,70 58,34
5,000 29,70 39,20 48,36 20,90 72,10 30,00
2,500 21,60 20,22 25,20 11,33 43,10 17,50
1,250 7,41 8,00 10,60 6,10 22,00 3,91
0,625 0,00 2,43 0,00 0,10 10,20 0,00
0,312 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,156 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ICso[mg mI™']° 9,30£0,01 7,56 + 0,01 6,28 £ 0,01 9,49 + 0,01 5,16 £0,01 8,47+0,01

*Je priemerna antioxidagna aktivita, ziskana ako priemer z troch opakovanych merani absorbancie pri vinovej dizke
517 nm pre DPPH radikal, ®sa uréuje z nameranych tidajov ako linearna funkcia I (%) = f (koncentracia) pomocou progra-

mu Microsoft Excel
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Pomer majoritnych chemickych zligenin stanoveny z 'H NMR spektier extraktov 1J-61

Vzorka Integrovan4 intenzita odliSenych signalov
kyselina olejova kyselina linolova  kyselina octova  kyselina jantarova mocovina D-manitol

I 1,00 0,99 0 0 0 0

21 1,00 0,77 0,16 0 0 0,62
3] 1,00 0,64 0 0 0,22 0

41 1,00 0,78 0 0 0,98 0

5] 1,00 1,04 0 0 2,02 0

61 1,00 0,60 0 0,10 0,30 0

tov 1J-61 (tab. III). Integrovali sa nasledujice protonové
signaly: kyselina olejova (2,15 ppm, triplet, 2H); kyselina
linolova (2,73 ppm, triplet, 2H); kyselina octova
(1,90 ppm, singlet, 3H); kyselina jantarova (2,25 ppm,
singlet, 4H); mocovina (5,50 ppm, Siroky singlet, 4H);
D-manitol (3,61 ppm, dublet dubletu, 2H).

Ako je uvedené v tab.IIl, hlavnymi zliceninami
v extraktoch 1J-6I boli kyselina olejova, kyselina linolova
a mocovina. Z literatiry je zname, Ze konjugované izomé-
ry kyseliny linolovej vykazuju antioxidaéné vlastnosti'>'¢,
pricom jednym zo spdsobov zvySenia koncentricie ®-3
polynenasytenych mastnych kyselin je tvorba komplexu
s mocovinou'®. Podla Luisa Vazqueza'® mo&ovina tvori
inkluzivne komplexy s linearnymi uhlovodikovymi re-
tazcami, ktoré maji viac ako 6 atdomov uhlika. Mocovina
krystalizuje v hexagonalnej ststave. Vnutri krystalovej
sustavy sa vytvara siet’ kanalov s priemerom 8 az 12 A,
Priestor je dostato¢ne velky pre molekuly s dlhymi re-
tazcami'”. Najlepsiu schopnost’ deaktivovat’ DPPH radikél
mala vzorka 5J (P. hepiali MFTCCB023/0216, Oryza
sativa L. var. japonica), ktora tiez obsahovala najvysSie
mnozstvo mocoviny, ¢o potvrdzuje uvedeny vyskum. Tre-
ba vSak zohladnit, Ze v extraktoch 1J-6I bola chemicka
Struktara stanovena len u majoritnych chemickych zluce-
nin. V extraktoch boli pritomné aj iné latky, ktoré sa nam
zial' pre ich minimélne mnoZstvo nepodarilo identifikovat.

Nevylu€ujeme, Ze aj iné chemické zluceniny mozu prispie-
vat’ k antioxidacnej aktivite jednotlivych extraktov 1J—6I,
a u takychto zmesi chemickych latok sa moze uplatnit’ aj
synergicky efekt, ktory méze ovplyvnit' vyslednt antioxi-
dacnu a antimikrobialnu aktivitu.

Antimikrobialna aktivita

Styri extrakty zo iestich testovanych vzoriek boli
biologicky aktivne, potlacali rast baktérii Escherichia coli
a Staphylococcus aureus. Vysledky ukazuju, Ze antimikro-
bidlna aktivita alkoholovych extraktov vzoriek 1J, 21, 3]
a 6l na kmen baktérii Staphylococcus aureus sa pohybova-
la v rozmedzi 50-183 % RIZD. Tie isté extrakty vykazo-
vali antimikrobialnu aktivitu aj na kmen baktérii Esche-
richia coli, kde sa hodnoty RIZD pohybovali od 83 do
250 % (tab. IV).

V priemere bola lepsia inhibicia extraktmi pozorova-
nd na kmeni baktérii Escherichia coli v porovnani
s baktériami kmena Staphylococcus aureus. Literatira
uvadza antimikrobialnu aktivitu vodnych alebo metanolo-
vych extraktov kmetia Cordyceps’®™. Zhang® opisuje
antibakterialny mechanizmus G¢inku polysacharidov izolo-
vanych z kmena Cordyceps na baktérie kmena E. coli
a S. aureus. Polysacharidy patria medzi bioaktivne latky
av hubach O. sinensis a P. hepiali hraji doleziti ulohu

Tabulka IV
Antimikrobialna aktivita extraktov 1J—61 testovanych na kmenoch baktérii S. aureus a E. coli

Vzorka Priemer inhibi¢nej zony IZD" [mm] [% RIZDA]

S. aureus E. coli S. aureus E. coli

1J 10 9 166 150
21 11 5 183 83
3] 3 15 50 250
41 0 0 0 0
57 0 0 0 0
61 9 9 150 150
Gentamicin® 6 6 100 100

* Koncentracia gentamicinu (50 pg ml™"), *IZD — priemer inhibiénych zén, °RIZD — relativny priemer inhibi¢nej zony
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z hl'adiska ich farmakologickych vlastnosti***. Na zaklade
uvedenej literatury a skutocnosti, Ze polysacharidy boli
potvrdené aj v naSich vzorkach 1J—6I pomocou '"H NMR
(oblast’ 3,5-4,5 ppm), mozeme dospiet’ k zaveru, Ze poly-
sacharidy st pravdepodobne zodpovedné za antimikrobialnu
aktivitu extraktov pripravenych z O. sinensis a P. hepiali.
Nemdzeme jednoznacne vyvodit zaver, Ze v zavislosti
od kvantity polysacharidov je zavisla aj antimikrobialna
aktivita testovanych extraktov. Ta zavisi hlavne od che-
mickej Struktary daného polysacharidu a jeho mechanizme
ucinku na inhibiciu rastu baktérii kmena S. aureus
a E. coli. Samotné stanovenie chemickej Struktiry polysa-
charidov prostrednictvom NMR analyzy je vel'mi kompli-
kované a bude predmetom d’alSieho vyskumu. Ak by sme
porovnali extrakty, ktoré vykazovali najvyssiu antioxidac-
na aktivitu s ich antimikrobialnym wG¢inkom, tak mdzeme
pozorovat’ protichodny trend (¢im vysSia schopnost’ ex-
traktu vychytavat’ DPPH radikal, tym nizSia antibakterial-
na aktivita). Samozrejme, za antioxidany ucinok su
po chemickej stranke zodpovedné iné chemické zluceniny,
ako za antimikrobidlnu aktivitu. Rovnako, ako pri antioxi-
dacnej aktivite sa moze uplatnit’ na vyslednej aktivite aj
synergicky efekt jednotlivych latok v extraktoch®, tak
predpokladame, ze tento efekt zohrava dolezitd tlohu aj
pri antimikrobidlnej aktivite. V zmesnych spektrach ex-
traktov 1J-6I sa nachédzali aj iné chemické zliceniny, no
stanovenie ich chemickej Struktiry pomocou NMR nebolo
mozné vzhladom na ich miniméalne mnozstvo. Mdzeme
vSak predpokladat’, ze aj iné chemické latky mozu prispie-
vat’ réznou mierou k antimikrobidlnemu ucinku testova-
nych extraktov.

Zaver

Praca sa zaoberd Studiom dvoch kmenov liec¢ivych
htab druhu Ophiocordyceps sinensis a druhu Paecilomyces
hepiali, ktoré boli kultivované na dvoch ryzovych substra-
toch — Oryza sativa L. var. indica a Oryza sativa L. var.
Jjaponica. U pripravenych metanolovych extraktov bola
stanovend ich antioxida¢na aktivita DPPH metédou. Ex-
trakt 5J (P. hepiali, Oryza sativa L. var. japonica)
s hodnotou ICsy = 5,16 + 0,01 mg ml™ sa ukazal ako naj-
ucinnejsi extrakt pri vychytavani stabilného radikalu. Tes-
tovanim antibakteridlnej aktivity s pouZzitim kmetiov bak-
térii S. aureus a E. coli bolo zistené, ze extrakt 3J (O. si-
nensis, Oryza sativa L. var. indica) je najucinnej$im ex-
traktom pre inhibiciu rastu baktérii £. coli (250 % RIZD).
Na stanovenie chemickych zlicenin v extraktoch 1J-61
bola pouzitd 1D a 2D NMR spektroskopia, ktord potvrdila
pritomnost’  kyseliny olejovej, kyseliny linolovej
a mocoviny, ako majoritnych latok v réznych pomeroch.
V izolovanych extraktoch boli pritomné aj minoritné che-
mické zliceniny a polysacharidy, ktorych chemickt Struk-
taru sa nam nepodarilo stanovit. Ako sa ukazuje, prave
tieto latky mozu zohravat' dolezita ulohu pri vyslednej
antibakterialnej aktivite extraktov a ich identifikacia moze
viest’ k objasneniu kvalitativnych vztahov medzi Strukta-
rou a predpokladanym biologickym ucinkom.
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Zoznam skratiek

COSY homonukledrna korelacna spektroskopia
(homonuclear correlation spectroscopy)

DEPT prenos polarizacie z citlivejsieho jadra (‘H)
na menej citlivé (**C) (distortionless
enhancement by polarization transfer)

E. coli Escherichia coli

HMBC heteronukledrna viacvdzbova korelacia
(heteronuclear multiple bond correlation)

HSQC heteronuklearna jednokvantova spektroskopia
(heteronuclear single quantum coherence
spectroscopy)

I Indica (Oryza sativa L. var. indica)

1Csg inhibi¢na koncentracia

1ZD priemer inhibi¢nych zon

J Japonica (Oryza sativa L. var. japonica)

O. sinensis Ophiocordyceps sinensis

P. hepiali  Paecilomyces hepiali

RIZD relativny priemer inhibi¢nej zony
S. aureus  Staphylococcus aureus
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L. Ungvarska MaPucka®, A. Uhrinova®, J. Harva-
nova®, L. Tkacikova®, and M. Pavlik® (“ Department of
Chemistry, Biochemistry and Biophysics, University of
Veterinary Medicine and Pharmacy in Kosice, Slovak Re-
public, * Department of Microbiology and Immunology,
University of Veterinary Medicine and Pharmacy in
Kosice, Slovak Republic, © Department of Integrated For-
est and Landscape Protection, Faculty of Forestry, Tech-
nical University of Zvolen, Slovak Republic): Antioxidant
and Antimicrobial Activity of Ophiocordyceps sinensis
and Paecilomyces hepiali Extracts

The paper deals with the study of two strains of me-
dicinal fungi of the genus Ophiocordyceps sinensis and
Paecilomyces hepiali, which were cultivated on two rice
substrates — Oryza sativa L. var. indica and Oryza sativa
L. var. japonica. For the methanol extracts prepared, the
antioxidant activity was determined by the 2,2-diphenyl-1-
-picryl-hydrazyl free radical method. Extract (P. hepiali,
Oryza sativa L. var. japonica) with 1Cso = 5.16 = 0.01
mg ml™ was the most effective one in scavenging a stable
radical. Testing the antibacterial activity against S. aureus
and E. coli, the extract (O. sinensis, Oryza sativa L. var.
indica) was found as the most effective to inhibit the
growth of E. coli bacteria (250 % relative inhibition zone
diameter). 1D and 2D NMR spectroscopy was used to
identify chemical compounds in the six extracts prepared
from two strains of O. sinensis and one strain of P. hepiali,
which confirmed the presence of oleic acid, linoleic acid
and urea in various ratios.

Keywords: Ophiocordyceps sinensis, Paecilomyces hepi-
ali, antioxidant and antimicrobial activity
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