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Souhrn

Tato prace byla zaméfena na prorustani mycelia dievokazné houby na
substratech oSetfenymi riznymi koncentracemi hypermanganu a siranu manganatého.
Tyto latky by mohly zajistit rychlejsi a lepsi kolonizaci substratu. Pro tuto praci byla

pouzita nejoblibengjsi dfevokazna houba hliva Gstti¢na — Pleurotus ostreatus.

Cilem této prace bylo zalozit n¢kolik pokusii a porovnat aktivitu ristu mycelia
na rizné oSetfenych substratech. Hlavni sloZkou substratu byly lisované pelety
Z pSeni¢né slamy, které byly oSetfeny destilovanou vodou a 2, 6, 10, 14, 18 a 20moly
hypermanganu a siranu manganatého. Praci tvoii Spokust, u vSech 5- ti pokusech byla
méfena a porovnana aktivita ristu mycelia hlivy ustficné na substratech oSetfenych

vySe uvedenymi koncentracemi siranu manganatého a hypermanganu.

Dalsim cilem bylo stanoveni aktivity ligninolytickych enzymt, lakazy a
dependentni Mn — peroxiddzy v substratech prorostly myceliem hlivy a ur¢it jestli
aktivita lakazy a Mn — peroxidazy byla ovlivnéna piidanim danych koncentraci

hypermanganu a siranu manganatého.

Pti vysledném zpracovani dat bylo prokézéano, ze koncentrace hypermanganu a
siranu manganatého vyrazné ovliviiuje aktivitu rastu mycelia Pleurotus ostreatus.
Mycelium hlivy prokdzalo velmi rychly rGst na substratech oSetfenych 6moly
hypermanganu a 6moly siranu manganatého. Velmi podobnych vysledkii vykazovalo
mycelium na substratech oSetfenych 2moly hypermanganu. Substrat oSetfeny 2moly
siranu manganatého melo slabsi vliv na aktivitu mycelia. Na substratech oSetienych
pouze destilovanou vodou se myceliu hlivy nijak vyrazné nedatilo. Pomaly rlst
mycelia hlivy by zaznamendna na substratech s koncentraci 18 a 20moly. Z grafii
méfeni aktivity ligninolytickych enzymi nebyly zjiStény vyznamné rozdily u aktivity
lakdzy a Mn — peroxidazy. Aktivita lakdzy se snizovala se stafim a délkou proristani
mycelia. Nejvyssi aktivita lakazy byla na zaCatku proristani, pfi odebrani vzorkid po

22dnech.



Nizsi aktivitu vykazovalo mycelium na konci prortstani, u vzorkli odebranych
po 36dnech. Podobnych vysledki bylo zjisténo i u Mn — peroxidazy, rozdilem bylo, ze

Mn peroxiddza dosahovala vyssi aktivity nez lakéaza.

Klicova slova: Hliva ustfi¢na, Pleurotus ostreatus, Ié¢ivé houby, rist mycelia

mangan, enzymaticka aktivita, lakdza, mangan peroxidaza, organickd hmota,



Summary

This work was focused on the penetration of mycelia decaying fungi on
substrates treated with various concentrations of permanganate and manganese sulfate.
These substances could provide faster and better colonization of the substrate. For this
work were used the most popular decaying fungi Oyster mushroom - Pleurotus
ostreatus.

The aim of this study was to establish a number of experiments and compare
the activity of mycelial growth on different substrates treated . The main component of
the substrate were extruded pellets of wheat straw, which have been treated with
distilled water and 2, 6, 10, 14, 18 and 20 moles of permanganate and manganese
sulfate . The work consists of 5 trials , with all 5 - experiments was measured and
compared to the activity of oyster mushroom mycelium growth on substrates treated
with the above mentioned concentrations of manganese sulfate and permanganate.

Another objective was to determine the activity of ligninolytic enzymes ,
laccase and Mn -dependent - peroxidase substrates streaky oyster mycelium and
determine whether the activity of laccase and Mn - peroxidase was affected by the
addition of the concentrations of permanganate and manganese sulfate.

When the final processing has been shown that concentrations of permanganate
and manganese sulfate significantly affects the activity of mycelia growth of Pleurotus
ostreatus. Mycelium Oyster showed very rapid growth on substrates treated with 6
moles 6 moles permanganate and manganese sulfate . Very similar results showed
mycelium on substrates treated with 2 mol permanganate. A substrate treated with 2
moles of manganese sulfate was weaker effect on the activity of the mycelia. The
substrates treated with only distilled water mycelium oyster not significantly failed.
Slow growth of mycelium would oyster recorded on substrates with a concentration of
8 to 20 moles. The graphs measuring the activity of ligninolytic enzymes were no
significant differences in the activity of laccase and Mn - peroxidase. Laccase activity
decreased with age and length of penetration of mycelia. The highest laccase activity
was at the beginning of penetration , with sampling after 22 days. Low activity

exhibited mycelium at the end of penetration , on samples taken after 36 days .



Similar results were found also in Mn - peroxidase difference was that Mn peroxidase

reaching higher activity than the laccase

Keywords: Oyster mushroom, Pleurotus ostreatus, medicinal mushrooms |,

manganese, mycelium, enzymatic activity , organic matter



R UV 0 ] 5 OSSO PP PP POPUPPPUPR 1
2 CILPRACE A HYPOTEZA......ouiiiimiiitieieiei ettt 2
3 LITERARNI RESERSE. ..ottt ettt enee 3
3.1 CHARAKTERISTIKA RODU PLEUROTUS ... s 4
3.1.1 Obsahové Idtky a 1ECIVE UCINKY AUD ..........cccvveeeeiiieeeiiee et 6
3.1.2 Druh PlEUIOtUS OSTIEATUS ......cceeeeeeeeeee ettt e e e e 10
3.1.3 HiStOri@ PESTOVANT NIIVY.....cccceeeeeeeeiiee ettt e e ettt a e e e e ssataa e e e e e e ssassaeees 11
3.1.3.1 Historie pestoVANi hlIVY V& SVELE .........cceeiiiiiiiiiee ettt e e e s srre e e e e e e e eraraeee e e s ennnaaees 11
3.1.3.2 Historie PEStOVANT hliVY U NAS.......ccuiiiiieeiccciiieee ettt e e et e e e e e srrre e e e e e e snasaaeeeeeennnnnnnes 12
3.1.4 Fyziologické poZadaVKy RliVY.............ccceeeeueeeiieeeeeeeeeteee ettt tsea e e e e s 13
3.1.4.1 Teplota

312 PH oottt ettt ettt ettt e et et et eu ettt ettt ettt et es ettt en et eaeneeae
BLLA.3 SUBTIO ettt e b e e b e e a e et e e b e e nbr e e nneereeeane 14
3144 OXid UNTICIEY -.veeieeiiee ettt ettt sttt st e sb e bt e s e st esabeesabeenbreesneeeneeeane 14
3. 1.5 SUDSEIALY PIrO RIIVU ... 15
3.1.5.1 PHIPrava SUDSTIATU ...eeieiiiiiiieee ettt e sttt e e e e e s e eatba e e e e e e eeaaasaeeeeesessssasaseeeeeenssrnnes 16
3.1.5.2 PESEEDNT JEANOTKY ...eeiiiiiiiiiiiiee ettt e e e et e e e e e e e etbaeeeeeesettasaeeeeeeeessssaseeeesansrrenes 17
301.5.3 PEIETY. . oveoeeitaiseisees sttt 17
3.1.5.4 SIAMENE PRIETY....uuveiieeiiieiiiee e e e e eectte e e e e eectrre e e e e e e s ettraeeaeeeeastaaaaeeeeeaassaaaaaeeeeeaisrarareeeeeannrreees 17
3.2 CHARAKTERISTIKA MANGANU L..uutiiiiiiiiiiii s s 18
3.2.1 USINKY MANGANU VE VYZIVE I ...ttt 19
3.2.2 P(s0beni Mmanganu Na FOSEINY.............ceeeceveeeeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeciiseeeeeeeeesssissaaeseeeesessssseens 20
3.2.3 Manganu ve vyZivé hospodarskyCh ZViFQt..............ccuuuieiiiiiiisiiiissesieessssseeesessesesssssssssnnns 21
BLB ENZYMY s 21
3.3.1 FOIrmMQ G VYSKYE @NZYMU ...evveeeeeieeeieeeeeeeceeeeeee e e eettetataae e e e estssaaaa e e e e esssassaeaaeeeesssssssees 22
I I I [ ] PN 23
3.3.3 LiGNOIYLICKE @NZYMY......uvvrrnieeiiiiiei s nan 25
3.3.30L LAKAZA ettt et e s st e s e e s ba e e e s abaee e e 25
3.3.3.2 Mangan — dependentni PEroOXIAAZA ... ...ceiiiruiiiiieeeiieiiieeee e eeriiee e e e e srireee e e e e s e s ibareeeeesssnaereees 25
3.3.3.3 LiGNIN PEIOXIAAZA. ..veeeieiiiiiiiiieee ittt e e e e sttt e e e e e ssttet et e e e e s snatbeeeeeessssassaeeeesssnssnsnaeeessnnnsssenes 27
3.4 HOUBY BILE A HNEDE HNILOBY ....evttteeeeieiiiriteeeeeeesiiitieeeeeeesssinrraeeeeessssnnrraeeeeesssssnnraeeeeeeessannnnneeas 28
3.4.1 Charakteristika hub Bilé RNiloDy....................uuueeueuieeeiniiiiiieeseesseeesssssseenns 28
3.4.2 Charakteristika hub hNEdeé RNilODY...................euueeeeeuuueieiiiiiiiiiieeeseeessesseeenns 29
4 MATERIAL AIMETODIKA . ....coiiiietetetieeeete ettt ettt e sttt eae st et besess s e tetesesessesesetesesessesesesesis 30
4.1 VARIANTA C. 1: POSTUP PRIPRAVY — RUSTOVE ZKOUSKY ....evvvvereeseiiinrireeeeesessinieeeeeessssnnrneeeeessssnnnnneees 30

4.2 VARIANTA €. 2: POSTUP PRIPRAVY — STANOVENT AKTIVITY ENZYMU 1evvuneiernnneieiieeeerieeserneererineeresnneeresnnnens 33



4.3 MERENI A STANOVEN{ AKTIVITY LIGNOLYTICKYCH ENZYMU .. ..eeeiieiiiiiieeeeeeeeeiiieeeeeeeeeasnnnneeeeseeesssnnaseeassens 35
4.4Pokus €. 1: VLIV PRIDAVKU MANGANISTANU DRASELNEHO NA RUST MYCELIA A ROZKLAD ORGANICKE HMOTY
HOUBOU PLEUROTUS OSTREATUS «.eetueeeetuiesestuieeessueesstnneesstneesstuesestnessssnneessnnnessmnoneesssanesrmneneesnnnns 41
4.5Pokus €.2 A €. 3: VLIV PRIDAVKU MANGANISTANU DRASELNEHO A SIRANU MANGANATEHO NA RUST MYCELIA A
ROZKLAD ORGANICKE HMOTY HOUBOU PLEUROTUS OSTREATUS ..vvuueeettueeeesteesestnesesnnsesssnnsessnsesssnnsessnnnns 42

4.6 Pokus €. 4 A €. 5: VLIV PRIDAVKU MANGANISTANU DRASELNEHO A SIRANU MANGANATEHO NA RUST MYCELIA A

ROZKLAD ORGANICKE HMOTY HOUBOU PLEUROTUS OSTREATUS, POUZITI SADBY NA MM MEDIU ,,KIRK”. .......... 44

5 VYSLEDKY wooeeveueiteteeeteee et et et et et ete et et et ete et ete et ete s eteseeteae et ese et et eas et eaeeteteesete et eteneeteteeaereeeereneeteneeee 45
5.1 STATISTICKE VYHODNOCENT ..t tteettttuieeeeeeetttnaieeeeeeensnnnsseseeseeanssssasesesesssunnssseesennsssnnnseeeseensssnnnseeeenes 45
5.2 RUSTOVE ZKOUSKY MYCELIA ... e s s 48
5.2.1 Pokus ¢. 1: Vliv koncentraci hypermanganu na rist mycelia Pleurotus ostreatus.............. 48

5.2.2Pokus ¢. 2 a ¢. 3: Vliv koncentraci manganistanu draselného a siranu manganatého na rist
mycelia a rozklad organické hmoty houbou Pleurotus oStreatus .................eeeeeeeevvevveveeveveveennnns 51
5.2.3Pokus ¢. 4 a ¢. 5 : Vliv pfidavku manganistanu draselného a siranu manganatého na rdst

mycelia a rozklad organické hmoty houbou Pleurotus ostreatus, pouZiti sadby na MM médiu

KT ettt ettt et tee e e et ee et et ———e e e e et —————aaaartb————————— 56

5.3 MERENI A STANOVEN( AKTIVITY LIGNOLYTICKYCH ENZYMU . 1uuuueeiieeeriiiiieeeeseeerriieeeeeeseessrnneseesseesssnnnneeessens 59
B DISKUZE ..ottt ettt e ettt e e e e e e e bt e e e e e e e et b e e e e e e e e e e bbb e eeee e e et b reeeseea bt aeeeaerarraan 62
T ZAVER oottt ettt ettt ettt ettt e e 67
8  SEZNAM LITERATURY ... .oiittittiiee et eeettitiie e e e e ettt ee e e e e e e eetb b eaeeeeeseaa b e seeeseeasbaaseeessesstaaneeesseensrnen 68
G PRILOHY ettt ettt ettt et e et et et et e s ae st et e et eae st e st et eaeete st et eneereeeesaenes 1
9.1 PRILOHA C. 1: FOTODOKUMENTACE v1vuuetevtueresseeeesssanessssnsessssneessssnsessssnsessssnsessssnsesssnnserssnnserssnnserssnneens 1
9.2 PRILOHA €. 27 TABULKY tevtuueeettieeeetsueeersueeeessneeesssneeesssneesssnsessssssessssnsessssnsessssnsersssnserssnneerssnrersrneens 5
0.3 PRILOHA €. 31 GRAFY oiittiieeiitiieeetiieeettee s sttt eeessaeesataeesstaeesssaeessnaeesssaseesssnreesssnneesstnreessnnreessnnns 17
9.3.1 GIQfY MEFENT FUSTU ...vveveeee et e e ettt e e e e ettt aa e e e e et aaaeeeessssssaaaaaeeesssssssnees 17

9.3.2 Grafy statiStickENo VYROANOCENI ..............uuueeueuiiniiiiiiiiiessssssssssssesesaas 18



1 Uvod

Houby tvofi asi ¢tvrtinu biomasy Zemé. Péstovani a produkce jedlych a
lécivych hub neustdle stoupa po celém svété, Péstované houby jsou soucasti
potravinaiského trhu, tak i nemalou soucasti trhu s dopliiky stravy, kde je uplatnéni
hub stale vétsi. Jsou ptirodnim 1é¢ivem uz po dobu 5000let. Patii mezi né dievokazné,
saprotrofni houby rostouci v ptirod¢ vétsinou na odumielém dieve, lesnich, hoblinach

a rozlozené biomase. Diky jejich rozkladu ziskavaji tyto houby Ziviny pro sviij vyvoj.

VétSina druhtit hub obsahuji biologicky aktivni polysacharidy a nékteré druhy
obsahuji 1 protinadoroveé a stimula¢ni latky pro lécbu nadorovych onemocnéni, zvysSeni
aktivity imunitniho systému a dalSich nemoci. Hlavnim nejrozsifenéjSim péstovanym
druhem je hliva ustfi¢na (Pleurotus ostreatus), houzevnatec jedly (shiitake - Lentinula

edodes) a zampion dvouvytrusy (Agaricus bisporus ).

Hliva ustiicna je stale oblibenéjSim péstovanym druhem a to zejména pro
vysoky obsah 1é€ivych latek v plodnicich, které se vyuzivaji jako doplné€k stravy a pro
jeji jednoduché péstovani v domacich podminkach. Hliva Ustfi¢na nachdzi uplatnéni
jak Vv potravinaiském, tak i ve zdravé vyzivé a je cennym zdrojem bilkovin pro

vegetariany.



2  Cil prace a hypotéza

Cilem prace je zjistit, do jaké miry ovliviiuje mangan v ruzné form¢ intenzitu
ristu a enzymatickou aktivitu mycelia hub Pleurotus ostreatus a rozklad organické

hmoty substratu.

Hypotéza: Riizné koncentrace hypermanganu a siranu manganatého prukazné

ovlivni schopnost mycelia houby Pleurotus ostreatus kolonizovat péstebni substrat.



3 Literarni reSerse

Houby tvoii asi ¢tvrtinu biomasy zemé. Jsou piirodnim lé¢ivem uz po dobu
5000let. Mohou zlepsit zdravi lidi, posilit imunitu ¢lovéka a pouZzivaji se pro léceni a

prevenci nemoci v modernim svéte.

Houby jsou jednou z nejpocetnéjsich, nejvyznamnéjsich skupin eukaryotickych

heterotrofnich organismui (Kalina a Vana, 2005).

Tvofti nedilnou soucast nasi Zivé prirody a jejich péstovani v poslednich desetiletich je
také dileZitym odvétvim zemédé€lské vyroby. Lidé fadu z nich vyuzivali nejen jako
potravinu, ale i pro lécivé ucinky jiz v davnovéku, a to v mnoha oblastech svéta

(Valigek, 2011).

V piirodé jsou houby skvélou recyklaci. Zivi se, ale také pomahaji rostlinam
ziskat ziviny, které potiebuji. Houba rozklad4d organickou hmotu do podstatnych
prvkl. Podle nedavnych odhadi Hawkswortha (2001), existuje vice nez 1,5milionu
druht hub na Zemi. Houby tvoti 14,000, mozna az 22,000 znamych druhi, ale to
muize byt méné nez 10% z celkového poctu za predpokladu, ze podil uzitecnych hub
mezi neobjevenymi druhy bude 5%. Mohou byt i tisice dosud neobjevenych druhi,
které budou moznym piinosem pro lidstvo. Odhaduje se asi, ze je 700 jedlych druhti a

50 jedovatych druht.



3.1 Charakteristika rodu Pleurotus

Taxonomické zaiazeni:

Rise: Fungi (Houby)

Oddéleni: Basidiomycota (Houby stopkovytrusné)
Podkmen: Agaricomycotina

Ttida: Basidiomycetes (Stopkovytrusné)

Podtiida: Agaricomycetidae (Houby rouskaté)

Rad: Agaricales (PeCarkotvare)
Celed”: Pleurotaceae (Lupenotvaré)
Rod: Pleurotus (Hliva)

Odd¢leni: Basidiomycota — Stopkovytrusné houby

Toto odd¢leni je charakterizovano zpiisobem pohlavniho rozmnoZovani.
Karyogamie 1 meidza probihaji v bunce zvané bazidie (odpovidajici meiosporangiu);
haploidni bazidiospory (meiospory) se tvofi exogenné na sterigmatech (stopeckach),

vyristajicich na bazidii nejcastéji po ¢tyfech (Kalina a Vana, 2005).

Ttida: Agaricomycetes (syn. Basidiomycetes)

VétSina zastupcet tvoii bazidiomata (plodnice), 1 kdyz ty mohou nékdy chybét.
Do této tfidy fadime vétSinu mykorhiznich hub, zndmych jako tzv. makromycety

(Kalina a Vana, 2005).

Podtiida: Agaricomycotidae

Vyvojové odvozenéjsi, homogenni skupina; vétSina charakteristik je jiz

jednotna, ustalena a pro tuto skupinu specificka.



Rad: Agaricales

vvvvvv

jednd o saprotrofy na rostlinnych zbytcich, ptdni saprotrofy, difevni houby, slabé
parazity nebo mykorhizni houby. Rada druhi patii k jedlym, &asto sbiranym houbam,

naopak sem patii i nebezpeéné jedovaté houby (Kalina a Vana, 2005).

Celed”: Pleurotaceae

Houby celedi Pleurotaceae maji plodnice pleurotoidni, drobné az velke,
samostatné nebo ve shlucich, klobouk je hladky u n€kterych druhii vldknity, lamely

sbihavé s celistvym okrajem. Tfen je centralni, excentricky bo¢ni nebo chybéjici
(Hrouda, 2001).

Rod: Pleurotus

Hlivy zatazujeme mezi gymnokarpni druhy kloboukatych hub, coZ znamena,
ze v prabéhu vyvoje plodnice nejsou jeji lamely nikdy kryty obalem. Tato skute¢nost
je dulezitd z praktického hlediska ptedevsim proto, ze jiz mladé plodnice uvoliuji
spory z postupné zrajicich lamel. Vyjimkou je pouze hliva ¢epicata (Pleurotus
calyptratus Lindb. Apud. Fr. Sacc), u niz jsou v mladi lupeny kryté ¢aste¢nym obalem
(Jablonsky a Sasek, 2006).

Hlivy jsou kosmopolitni houby, rostouci na vSech kontinentech. Pro hlivy je
typicky tien, masity klobouk, sbihavé lupeny. Barvu maji rozlisnou dle druhu,
podobn¢ jako strukturu a chut’ (Ginterova, 1985). Hlivy jsou saprotrofni, plodnice
rostou nad sebou ve skupinach na kmenech odumielych a zivych stromt (pfedevs§im
tvrdé dievo, ale n€kdy 1 na jehli¢nanech) a zpusobuji bilou hnilobu. Plodnice vytvaii

na podzim, v zime a brzy na jafe jsou Casto a Siroce rozsifené v Severni Americe (Kuo,

2005).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=cs&prev=/search%3Fq%3Dpleurotus%2Bostreatus%26biw%3D1012%26bih%3D476&rurl=translate.google.cz&sl=en&u=http://www.mushroomexpert.com/glossary.html&usg=ALkJrhhc7e3a8ObMrPLO68NbMieuLz34Rw#saprobe

rrrrr

3.1.1 Obsahové latky a 1é¢ivé uc¢inky hub

Houby jsou povazovany za vhodny zdroj stravitelnych bilkovin (Chang a
Miles, 1989). V piirod¢ je sbirano nespocéet druhti hub pro jejich rozlicné 1é¢ivé
vlastnosti, ale také pro jejich mozZnou vyuzitelnost jako halucinogeni a
psychostimulant kvuli cemu se staly dillezitou soucasti v etnomedicine (1é¢itelstvi) od

nepaméti lidstva (Subramanian, 1995, Borchers a J., 1999).

Lécivé houby dokdzou modulovat (Gprava aktivity) imunitni systém, snizovat
krevni tlak, sniZzovat koncentraci glukézy a lipidd v krvi, mohou inhibovat rozvoj
nadorti, zanétd a rozvoj mikroorganismi. Moderni véda identifikovala v houbach

rizné aktivni slozky (Jong, Donovick , 1989 In: Kues , 2000).

V moderni medicin€ se dnes vyuzivaji polysacharidy hub, naptiklad lentinan a

schizofilan s protinadorovymi vlastnostmi (Wasser 1999).

Ackoli hliva patii k nejzndméjSim péstovanym houbam, pfesto neni vefejnost
dostatecné informovana o jejich léc¢ivych vlastnostech. Analyzy prokazaly vysoky
obsah IéCivych latek v plodnicich. V tom je hliva srovnatelna s Siitake, jejiz 1éCivé

vlastnosti jsou znadmy po nékolik staleti (Jablonsky a Sasek, 2006).

Podle Valicka (2011) plodnice hlivy ustticné maji vyrazné protinadorové
ucinky, uzivaji se vSak i v prevenci kardiovaskuldrnich chorob (infarkt myokardu,
mozkové piihody), ale také pii artritidé 1 osteoporoze a vleklych zanétech. Zjistény
byly i tonifikacni ucinky pii fyzické i duSevnim vycerpani a pozitivni vliv pti procesu
starnuti. Plisobi dobie rovnéz pii chiipce, rozedmé plic, angin€, astmatu a nachlazeni.
Snizuji hmotnost, zlepsuji rist vlasi a kosti, podporuji tvorbu bun¢k kostni dien¢,

zvysuji pocet bilych krvinek. Uzivaji se pti ztuhlosti Slach, svali a koncetin.

Cerstvé plodnice hlivy maji asi 2,5% bilkovin, 5% sacharidi a pouze 0,1 —
0,2% tuku, Sirokou S$kalu aminokyselin, zvlasté kyselinu glutamovou. Dale je
obsazeno asi 18 mastnych kyselin, z nichZ tvoii aZ 55% kyselina linoleova a 40%
kyselina olejova. V plodnicich byl zjistén lovastin, dale lektin a pfedevsim specificky
B — (1,3) — D — glukan, nazyvany pleuran s vyraznymi protinddorovymi ucinky

(Valigek, 2011).



Naopak Breene 1990 uvadi, ze obsah bilkovin v houbach se muze lisit o 10 —
40% v susing. Cerstvé houby obsahuiji 3 — 21% sacharidt a 3 — 35% vlékniny v suging.
Valicek (2011)uvadi, ze u hub jsou pfitomny i steroly (napf. ergosterol), vitaminy
skupiny B, vitamin C, K a P. Specificky je i obsah kyseliny listové (vitaminu B9) u
hlivy ustficné. Kyselina listova podporuje rust mladych bungk, a to i v kostni dfeni.
Jeji nedostatek zptisobuje snizeni poctu bilych krvinek, poruchy riistu kosti a vlasi a
také zanétlivé zmény na pokozce dutiny ustni (afty). U Siitake je pfitomny purinovy
alkaloid eritadenin, ktery méa schopnost nastavit spravnou hladinu cukru a cholesterolu

v Kkrvi.

Déle je u hub obsazeno antibiotikum pleurotin, vykazujici antimikrobidlni a
protirakovinnou aktivitu, také betain, histamin, adenin a ethylamin. Velmi cenny je 1
obsah vlakniny tvofené hlavné chitinem, ktery zachycuje cholesterol. Z mineralnich
latek je to predevSim draslik, zelezo, fosfor, ze stopovych prvka potom hlavné selen,

zinek, bor, jod, méd’, kobalt, molybden aj. (Valicek, 2011).

Vyhodnost hub jako soucasti lidské vyzivy vyplyva hlavné z bilkovinného
slozeni houbového mycelia. Je pravda, ze bilkoviny hub se svym aminokyselinovym
sloZzenim, hlavné, ale obsahem esencidlnich aminokyselin se vice podobaji bilkovindm
zivo¢iSnym nez rostlinnym, ale pfece jen ndzev " maso lesa " se v celkovém srovnani

ukazuje jako neodpovidajici (Ginterova, 1992).

Zatimco celkovy tuk v houbach obsahuje vSechny hlavni skupiny lipida, véetné
volnych mastnych kyselin (mono-, di-a triglyceridu), steroly, estery steroli a
fosfolipidy jsou obsaZeny v mensi mife a to 2-8 % z hmotnosti susiny. Neni pochyb o
tom, ze jedlé, Cerstvé nebo jinak zpracované houby obsahuji urcit¢é mnozstvi
nutri¢nich latek, proto jsou zdrojem potravy pro vétSinu lidi, ale mohou byt

vyznamnou sloZzkou potravy i pro vegetariany (Breene, 1990).



Druhy hub Penizovka Koralovec Shiitake Hliva
sametonoha jezaty ustiiéna

Protivirové X X X
Protibakterialni X X X
Protizanétlivé X X X

Protirakovinné X X X X
Snizovani stresu X

Posilujici Cinnosti jater X

Posilujici ¢innost ledvin X

Zvysovani libida X

Imunomodulaéni X X X

Kardiovaskularni choroby X
Posileni nervové ¢innosti X X
Snizovani cholesterolu X X X
Snizovani krevniho tlaku X

Tab. 1 Uginky vybranych 1é¢ivych hub podle Stametse 2000, Wasser a Weise 1999




Naopak, houby s pfihlédnutim k celkovému slozeni, obsah suSiny a
mineralnich latek se podobaji spiSe zeleniné. Ginterova (1985) uvadi pro srovnani

latkové slozeni riznych zemédelskych komodit v tabulce €. 2.

Slozka v % Hliva Zampion Spenat Vepiové maso | Hovézi maso
ustiiéna dvouvytrusy

voda 87 90 93,4 47,5 72

dusikaté latky 54 4,8 2,2 14,5 21

tuky 0,2 0,4 0,3 37,3 55

glycidy 5,2 35 1,7 - 0,5

vlaknina 1 0,8 0,5 - -

Mineralni latky 1 0,8 1,9 0,7 1

Kalorie v 100 g 28 34 25 380 141

Tab. ¢. 2. Latkové sloZeni jednotlivych komodit

Nékteti autofi (Seelkopf,1955 a Schuster, 1957 In: Ginterova 1985) uvadéji, ze
v nékterych jedlych houbach je obsah lysinu, argininu a histidinu srovnatelny z jejich
zastoupeni V mase a vV mléce. Pro ilustraci uvadime obsah aminokyselin v submersnim
pésténém myceliu Pleurotus ostreatus, houby, na niz je tato kompilace nejvice

zameérena.



aminokyselina % na suSinu aminokyselina % na susinu
asparagova 2,4 leucin 3,6
glutimova 2,6 fenylalanin 0,7
Serin 2,8 metionin 0,6
Glycin 2,2 lyzin 1,8
Treonin 2,9 tyrozin 1,6
Alanin 21 histidin 1,4
Valin 1,8 arginin 1,8
Prolin 2,6 tryptofan 0,2

Tab.3. Aminokyselinové slozeni vypéstovaného mycelia Pleurotus ostreatus dle
Gonzales (1993)

3.1.2 Druh Pleurotus ostreatus

Hliva ustti¢na (Pleurotus ostreatus) patii mezi nejznaméjsi dievokazné houby.
V prirod¢ roste na kmenech a pafezech listnatych stromt. V dneSni dobé je také

péstovana na upravenych lignocelulézovych substratech (Strmiskova a kol., 2006).

Dtevokazna lupenitd houba s Sedavym masitym kloboukem, ktery je 5 — 35cm
Siroky, lasturovity, bokem pftirostly nebo protazeny v kratky tien. Plodnice tvofi
obvykle bohaté trsy sefazené stupnovit¢ nad sebou. Mladé kloboucky jsou
bochnic¢kovité s podvinutym okrajem. Pokozka je hladka a lysa, od Sedé, ptes
Sedohnédou, bridlicovitou az po Cernou barvu, jen u tfené béle plstnatd, lupeny bilé
nebo naSedlé. Trenl je 1 — 4cm dlouhy a az 2cm tlusty, vélcovity, dole kyjovité
zdutely, bily nebo nasSedly. Roste v mirném klimatickém pdsu, a to na mrtvych i
zivych kmenech, které poSkozuje bilou hnilobou. Plodnice se objevuji od podzimu do

jara, tj. v dobé kdy jiné houby nerostou (Vali¢ek, 2011).
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3.1.3 Historie péstovani hlivy

Podle Valicka (2011), je sbér této houby zalezitosti mnoha staleti, vzdyt’ se o ni
hovoii v jedné z basni z obdobi dynastie Sung (960 — 1279).

V literatute se uvadi, ze jiz pred staletimi si lidé pfinaseli hlivu, podobné jako
jiné druhy hub osidlujici dievo, domi i se substratem. Dievo umistili na vlIhéim misté

a pak zde sbirali houby n&kolik let (Jablonsky a Sasek, 2006).

v

Kdysi byla ziejm¢ vyhledavanéjsi jako dnes. D4 se to odvodit uz 1 z nazvu
hliva, gliva, ktery tvoii zédklad pro vSeobecné oznaceni hub v n€kterych slovanskych

feCech a nafecich (Ginterova, 1985).

S produkénim péstovanim hlivy ustficné se vSak zacalo pomérné pozde¢, a to

teprve v poloviné minulého stoleti v Evropé (Mad’arsko, Italie) (Valicek, 2011).

3.1.3.1  Historie péstovani hlivy ve svété

Jablonsky a Sasek (2006) podobné uvadgji, ze produkéni péstovani zahajili az
mad’arsti mykologové v poloviné 60. let. V té dobé zakladali v Podunajské niziné
velké plantaze Spalki piredevSim topolového dieva, naockované podhoubim hlivy
ustfitné. Pouze jedina sklizenn do roka, nevyznamné hospodarské vysledky, kolisava
jakost plodnic poskozenych Zzivoc¢iSnymi Sktidci a v neposledni fad¢ 1 nedostatek
vétstho mnozstvi topolového dieva zdjemce z fad produkcénich péstiteli odradily od

dalSiho péstovani timto zptisobem.

Pocatkem 70. let zacali hlivu péstovat 1 v Italii, a to na pSenicné slamé a
kukutfi¢nych vietenech. Pro pfipravu substratu vyuzili zapafovaci tunely pouzivané
K piipravé Zampionového substratu a péstovani hlivy se rozsitilo do ¢etnych sezonnich
staveb, jako jsou driibezarny, foliovniky a dalsi ptistiesky (Jablonsky a Sasek, 2006).

V 80. letech se rozsifilo péstovani tropickych druhti hliv na riznych

rostlinnych odpadech v Indii, Malajsii a dalSich zemich jihovychodni Asie.

V roce 2011 se vypé&stovalo ve svété 4 300 000 tun hlivy a hlavnim svétovym
vyrobcem se stala Cina. V Evrop& jsou nejvétsimi producenty Italie, Francie,

Mad’arsko a Polsko (Jablonsky a Sasek, 2006).
11



Chang (2013) uvadi, ze vroce 1997 se na svétové produkci hub podilely
asijské staty 74,4%, Evropa 16,3% a Jizni Amerika pouze 1,0%. Takto nizké procento
produkce bylo zplisobené neznalosti lidi, Ze houby mohou hrat zésadni roli ve vyzivé a

zdravi ¢lovéka.

3.1.3.2  Historie péstovani hlivy u nas

Vyzkum v CSSR zaginal nahodné pii hledani dlouhodobé perspektivy
biotechnologického oddé¢leni Vyzkumného ustavu LIKO v Bratislavé. Bylo to na
zaklad¢ pozoruhodnych vysledktl indickych autorii uvetejnénych v roce 1964, kteti
stanovili chemické slozeni nékterych hliv péstovanych na ryZzové sldmé (Ginterova,

1985).

Technologicky postup vyroby sadby a péstovani hliv v Ceskoslovensku

vyvinula RNDr. Anastazia Ginterova z Bratislavy (Jablonsky a Sasek, 2006).

Dle A. Ginterové (1985) v Ceskoslovensku vzhledem k tradi¢né zdlouhavym
realizacim vyzkumnych vysledki otevieli prvni farmu na péstovani hliv v srpnu v roce
1973 v JZD Liptal, okres Vsetin. Technologie byla primitivni a kapacita farmy mala.
O dva roky pozdéji otevieli dalsi farmu v JZD Sokolovo, Bohdalice, okres VySkov.
Zde méli zkuSenosti z Liptadlu a ve spolupraci s Ing. Ryznerem mohli postavit

technologii na leps$i uroven.

Podobné popisuje pocatky péstovani hlivy Jablonsky a Sasek, (2006), kdy v
Ceské republice byla koncem 60. let vysazena prvni velkoplantaz $palki
naockovanych myceliem hlivy v JZD Liptal u Vsetina. Zde byl také pozd¢ji poprvé
pouZit zptsob péstovani hlivy na slamé a kukuti¢nych vietenech. V roce 1975 zahéjila
provoz péstirna hlivy JZD Sokolovo Bohdalice v Kojatkach, kde Ing. Rudolf Ryzner

poprvé uplatnil velkovyrobni systém plodicich stén ve velkych paletach.

V 80. letech pak byl zahéjen provoz v dalSich podnicich, kde se substrat
ze slamy tepelné oSetfoval v tunelu a osdzeny plnil do pytli. Po roce 1989 bylo mnoho
péstiren hlivy zruSeno z diivodu zastaveni Cinnosti zpracovatelského primyslu, na

ktery byl odbyt plodnic hlivy pfednostné orientovan.
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K omezeni péstovani hlivy vté dobé pfispéla i skutecnost, ze primitivni
podminky pfi ptipravé substratu zpiisobovaly kolisavou kvalitu substratu, coz cinilo
vyrobu nerentabilni. ZvySeny zdjem o hlivu pfinesly nové poznatky o 1éCivych
vlastnostech houby z posledni doby. V soucasné dob¢ se poptavka po hlivé zvysuje
(Jablonsky a Sasek, 2006).

3.14 Fyziologické pozadavky hlivy
3.141 Teplota

Pro kli¢eni spor je optimalni teplota 28°C. Pfi teploté 20°C je rust mycelia
zpomaleny, coz kulturu hlivy muize znevyhodnit proti nékterym kompeti¢nim
mikroorganismiim. Rust mycelia se zcela zastavi pti 5°C. Mycelium neposkodi ani
mraz. Substrat kolonizovany myceliem hlivy mtze byt vystaven teplotdm pod nulou a
po zvySeni teploty mycelium opét zacina rist a kultura vytvari plodnice. Problémy ¢ini
zejména v letnim obdobi prehfivani prorustajicitho substratu v intenzivni kultufe
v disledku zvySené aktivity mycelia houby. Vime, ze mycelium hlivy odumira, pokud

je vystaveno teploté nad 32 — 35°C v zdvislosti na vlhkosti substratu.

V pribehu tvorby plodnic ma hliva ustfi¢na, plicni a mackova sva
teplotni maxima, ktera pokud jsou ptekrocena, zcela znemozni nasazovani plodnic.
Optimalni nasazovani zarodki plodnic hliv ustficné probiha pii teploté¢ 8 — 12°C a
zcela se zastavuje, jakmile teplota piresdhne 15°C. Hliva ustfi¢na vytvarii plodnice i
Vv teploté nad 15°C, pokud ji vystavime pfedem tzv. chladovému Soku, kdy substrat
prorostly podhoubim umistime v teploté 5°C po dobu nékolika dnli. Mnohdy staci
K tvorbé plodnic vystavit kulturu hlivy Gstficné snizené no¢ni teploté 12 — 13°C pii
trvalé denni teploté 20°C. Nové vyslechténé kmeny vSak toleruji béhem tvorby
plodnic teploty vy$si nez pivodni hliva ustfi¢na a to 15-20°C (Jablonsky a Sasek,

2006).
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3142 pH

Optimalni hodnota pH béhem rtstu podhoubi hlivy ustticné je v rozmezi 5,5 —
6,5. Rust mycelia mimo rozmezi uvedenych hodnot je zpravidla pomalejsi. Pfi
pripravé substratu se nékdy upravuje jeho pH ptidavkem vapence (mleté kiidy) na
hodnotu 5,5 — 5,6 pH. V pribéhu rastu mycelia se pH v substratech méni. V prabéhu
kolonizace se pH substratu snizuje s ohledem na tvorbu organickych kyselin myceliem
houby. V povrchové vrstvé substratu, kde se nasazuji plodnice, jsou hodnoty pH

podstatn& niZ$i nez ve vnitinich vrstvach (pH 4 — 4, 5) (Jablonsky a Sasek, 2006).
3.1.43  Svétlo

Béhem kolonizace substratu hliva osvétleni nevyzaduje, avSak podobné jako u
vétSiny hub rostoucich na dieveé je béhem nasazovani a vyvoje plodnic potfebna urcitd
intenzita osvétleni. Pro vyvoj normalné vyvinutych plodnic je dostate¢na intenzita
osvétleni 100 - 400 luxt (mefeno na povrchu substratu) po dobu 12hodin za den. Pii
vyssi teploté, kdy plodnice rostou rychleji, ma hliva vétS$i naroky na osvétleni (az
1000luxit) nez pii nizkych teplotach. Na nedostatek osvétleni reaguje plodnice tvorbou
protahlého tifené¢ a zakrnélého klobouku. V tplné tmé se vytvaieji misto plodnic
temnostni formy pfipominajici tvarem kvétdk. Optimdlni osvétleni mi vliv na
vybarveni klobouku. Pfi niz$i intenzit¢ osvétleni maji plodnice svétlou barvu

(Jablonsky a Sasek, 2006).
3.1.44  Oxid uhli¢ity

V pribéhu vyvoje se kultura hlivy vyznaCuje zcela odliSnymi naroky na
koncentraci oxidu uhli¢itého v prostiedi. Béhem kolonizace (proriistani) substratu
dosahuje mycelium nejvyssi rychlosti ristu, pokud je v substratu koncentrace 2000 —
3000 ppm oxidu uhli¢itého. Vysokd koncentrace oxidu uhli¢it¢ho potlacuje rlst
konkurencnich zelenych plisni. Proto se folie na povrchu péstebnich bloka ¢i pytlich

perforuji jen ¢astecné, aby se v substratu udrzela vyS$si koncentrace CO».
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Béhem vyvoje plodnic reaguji jednotlivé kmeny hlivy na koncentraci CO;
rozdilné. Nejcitlivéjsi na CO, jsou kmeny HK35 a P24, které jiz pti 800 ppm maji
niz§i vynos. Nejveétsi toleranci vykazuji kmeny P20 a PX, u kterych se sniZzeni vynosu

projevilo az pii koncentraci CO, 1500 ppm.

V priibéhu nasazovani a vyvoje plodnic je tieba péstirnu hlivy intenzivnéji
vétrat a to vice nez zampionarnu. Pii koncentraci oxidu uhli¢itého, kterd prevysuje
stanovend rozmezi, se vyvijeji deformované plodnice — protahlé tfené Sroubovité
stocené, klobouk zakrnély nalevkovitého tvaru, duznina mékka (Jablonsky a Sasek,

2006).

3.1.5 Substraty pro hlivu

V piirod¢ roste hliva ustficnd vétSinou na odumielém dievé. Hlivy rychle
rostou 1 na raznych organickych odpadech, jako je slama, kukuficna vietena,
hrachovina, pazdefi, vojtéskové seno nebo papir. Suroviny, na kterych hlivy rostou,
muzeme charakterizovat jako lignocelulézvé odpady, tedy latky obsahujici lignin,
celulozu a hemicelulozu. Predpokladem je, aby tyto netradi¢ni materialy pro péstovani
hlivy byly pfedem tepeln¢ oSetfeny — pasterizovany, piipadné sterilizovany.
K rozkladu lignocelulézovych odpadi vyuziva hliva systém piislusnych enzymi

(Jablonsky a Sasek, 2006).

Podle Changa (2013) je technologie péstovani hliv odlisna pro rtizné druhy
metod. Tyto technologie musi byt provedeny spravné pro dobry vynos a upraveny
piedevsim podle mistnich klimatickych podminek, dostupnosti materialu pro substrat a

podle pouziti daného druhu hub.

Podle Ginterové (1985) je hliva organizmus nendro¢ny na substrat. Vyplozeny
hlivovy substrat byl pokusné vyuzivan jako krmivo pro hospodaiskéd zvifata. Pfi
sledovani a zpracovani vyplozeného substritu, se zaméfujeme predev§im na takové
materialy, které by jako krmivo byly neSkodné i bez hlivy. Prorlstani mycelia houby
povazujeme za zuSlechtovaci biotechnologii, ktera zlepSuje vlastnosti tohoto
materidlu. Jde napiiklad o slamu (pSeni¢na a reznd), o kukuficnd vietena, o zbytek

rostlin po péstovani krmného bobu apod.
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Vsechny tyto materialy se vhodné fyzikaIn€ upravi a stanou se substratem pro
hlivu. Yamasaki et al. (2003) pouzil jako substrat pro hlivu smés z 70% travy, 30%
kavovych slupek s pridavkem 2% Ca (OH); a vse nechal kompostovat v dfevénych
prepravkach a doSel kzavéru, ze Pleurotus ostreatus Ize péstovat na
lignocelul6zovych, nekompostovanych a nepasterizovanych substratech s poc¢ate¢nim

pH 8,7.

3.1.5.1 Priprava substratu

Hliva je aerobni organismus a pro svij rust potfebuje kyslik. Materidl
piipraveny na substrat musi byt vzduSny, vlhky a objem materialu nesmi byt ptilis
velky (napf. dlouha stébla slamy). Ekonomickym zdjmem je, aby se z minimalniho

prostoru ziskal maximalni uzitek (Ginterova, 1985).

Podle Stametse (2000) se substrat (napi. slama s vlhkosti kolem 14%) necha
nasdknout vodou, tak aby obsah vody v substratu ¢inil 72 — 76%. Poté probéhne

sterilizace pfi 110 — 115°C v autoklavu nebo sterilizace parou.

Tepelnym oSetfenim zbavime substrat zarodk jinych mikroorganismii a

usnadnime tak prortstani podhoubi hlivy (Jablonsky a Sasek, 2006).

Contreras (2004) uvadi, ze pfipraveny substrat (travy, kukufi¢ny klas,
kukufi¢nd sldma, kdvové slupky) se ponofi do vody s obsahem 0,5% vapna, bez
dalsiho tepelného zpracovani. Cas ponofeni substratu je v rozmezi 0 — 48hodin.

Vlhkost substratu se musi udrzet tak, aby se zamezilo Sifeni bakterii v substratu.

Substraty, nesmi byt zkontaminované cizorodymi latkami, které by na jedné
strané prekazely péstované houb€, nebo na druhé strané by tim byli ohroZeni dalsi
konzumenti (napt. tézké kovy). Piirodni materialy, které ptichdzeji v tivahu jako
substrat pro hlivu, mohou obsahovat rizné biologické neéistoty (zarodky hmyzu a

mikroorganismy).

Jedna z metod ptipravy substratu doporucuje nechat po pasterizaci namnozit
Vv substratu nékteré bakterie rodi Pseudomonas, Bacillus a streptomycety, protoze
produkty téchto mikroorganismi potlacuji rist zelenych plisni a jejich biomasu

vyuziva podhoubi hlivy.
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Spravné promichana sadba hlivy se substratem je dalSi zarukou rychlého
prorustani substratu. Ke kolonizaci substratu pfispiva i zvySend koncentrace oxidu

uhli¢itého a optimalni teplota 24 — 28°C (Jablonsky a Sasek, 2006).
3.1.5.2  Péstebni jednotky

Substrat plnime do rdznych péstebnich jednotek, kterymi mohou pytle,
slisované bloky zabalené¢ do samosmrstujici folie, péstebni palety ve tvaru valct ¢i
plodicich stén. Velmi dilezity je pomér substratu na 1 m? nebo na objem mistnosti.
Nejlepsi podminky pro rozvoj plodnic jsou 80 — 100kg na 1m? nebo 4 pytle na 1m?
podlahové plochy (Jablonsky a Sasek, 2006).

3.1.5.3  Pelety

Pelety jsou vysoce stlacené vylisky vélcovitého tvaru, nejCastéji vyrabény
V priméru 6 mm a riznorodé délce 5 — 40mm. Kromé dfevnich pelet se také na trhu
objevuji pelety rostlinné, kiroveé, raselinové a pelety z dalSich materialt, jako je

biomasa a jejich vzajemnych smési — tzv. smésné pelety (Stupavsky, 2010)).

Podle serveru Varmeco.cz biomasa je téméf jakakoli hmota organického
ptvodu, at’ uz rostlinného ¢i Zivocisného. V souvislosti s energetickymi zdroji se
vétSinou jedna o dievni odpad, sldmu a dalSi zemédélské zbytky a odpady, ale i

exkrementy uzitkovych zvitat.

Suché biomasa, coz je napiiklad dfevni a suchy rostlinny odpad, se vétSinou
zpracovava suchymi procesy (spalovani ¢i zplyiovani), dale lisovani olejii a jejich

uprava napiiklad pii vyrobé bionafty.
3.1.5.4  Slaméné pelety

Slaméné pelety se vyrabéji lisovanim vstupni vysuSené suroviny (slamy) na
prstencové nebo ploché matrici bez dalSich ptidavnych smési, pojiv nebo lepidel.
(Stupavsky, 2010). Tyto pelety se vyuZzivaji jako topné pelety pro jejich vysokou
vyhtevnost. Dale se vyuzivaji jako podestylka pro hospodarska a uslechtild zvirata

(Varmeco.cz).
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3.2 Charakteristika manganu

v v . v v . 2+ A4+ roov v
V piirodé se mangan vyskytuje ve form¢ slou¢enin Mn“", Mn™ a méné Casto

také Mn®*. Je relativng koncentrovan v n&kterych hydrotermalnich loziscich.

Mangan je hned po Zeleze druhym nejrozsitenéjsim tézkym kovem v zemské
kare. Je to tvrdy, kiehky kov. V Cisté formé ma sttibrobilou barvu, jinak je ocelové

Sedy, podobny zZelezu. Je to Spatny vodic tepla a elektrické energie.

V béZzném Zzivoté se patrné nejcasteji setkdme se slouceninami sedmimocného
manganu — manganistany. Manganistany se piipravuji oxidaci manganint. Napiiklad
hypermangan (manganistan draselny) je fialova latka, kterd se dobie rozpousti ve

vode.

Obsah veskerého manganu v pudé kolisa v rozmezi 0,01 — 0,29%. Vrchni
vrstva pudy v disledku biologické akumulace obsahuje vice manganu nez pidotvorny
substrat. Maximalni obsah manganu se vyskytuje v plidiach na vyvfelinaich a
sedimentech. V pisé¢itych pudach a solnych ptudach obsah klesa az na pouhé stopy
(Richter, 2007).

Podle Bencko et. al.(1995) jsou zdroji manganu Vv Zivotnim prostiedi jeho rudy,
tak 1 produkty lidské ¢innosti, konkrétn¢ odpady z vyroby manganu, feromanganu a
jiné metalurgické odpady, vyfazené suché galvanické ¢lanky. Hodnoty manganu
v ovzdusi se pohybuji na trovni 6. 10 — 9 mg/m3. V pracovnim prostiedi jsou jeho
koncentrace fadoveé vyssi a dosahuji az desitek mg/m3. V potravinach se obsah Mn
pohybuje v rozmezi desetin a desitek (vyjimecné i stovkach) mg/kg. Primérny obsah

Vv zivé hmot¢ suchozemskych rostlin se udadva na irovni 30mg/kg.

Siran manganaty je anorganickd, manganatd sil kyseliny sirové v podobé

prasku svétle razové barvy. Tato latka se pouziva pti galvanickém pokoveni, a dale na

vvvvvv

vytvarena pii ¢isténi manganu, zejména od Zelezitych slou¢enin Bencko et. al., 1995).
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3.2.1 U¢inky manganu ve vyzivé lidi

Mangan je stopovy prvek, ktery je soustfedén v mitochondriich, zejména v
bunkach hypofyzy, jater, slinivky, ledvin a kosti. Ovliviiuje syntézu
mukopolysacharidii, stimuluje jaterni syntézu cholesterolu a mastnych kyselin, dale je
kofaktorem mnoha enzym, véetné arginazy a alkalické fosfatazy v jatrech (AMA

Drug Evaluations Annual)

Kofaktor enzymu je latka, ktera tvofi s fetézcem aminokyselin tzv. slozené
enzymy, bez téchto latek enzym neni funkéni) oznaceného jako glukosyltransferaza,
ktery je nezbytny pro syntézu latek (mukopolysacharidi glukosaminoglykant)
(Bencko et al. 1995).

Mangan je obsazen v naSem organizmu a jeho pravidelny pfisun v potravé_je
dulezity z nékolika divodt. Mangan je prvek, ktery je zaroven pro télo nezbytny ale i
potencialn€ toxicky. V organismu hraje vyznamnou roli v fadé fyziologickych
pochoddt, kterych se ucastni bud’ jako souc¢ést enzymu (napft. v antioxida¢nich dé&jich)
nebo jejich aktivator (napf. enzymi podilejicich se na metabolismu cukra,

aminokyselin a cholesterolu (Andrt, 2011).

Mangan patii mezi tézké kovy, které clovek do jisté miry potiebuje. V lidském
téle je mangan pfitomen v koncentraci kolem 0,65 mg/kg. Je prvkem dilezitym pro
krvetvorbu a podili se na spravném vyvoji mezibunécné hmoty, kosti a chrupavek.
Pomaha také hlidat hladinu cholesterolu v Krvi, rovnéz ovlivituje rist lidského plodu,

vyvoje organi a spravnou funkci vnitfniho ucha diilezitého pro udrZzovani rovnovahy.

V udajich o pfijmu manganu potravou se zna¢né rtizni. Zatimco nékteré zdroje
uvadéji rozmezi 2 — 9mg. Bencko et al. (1995) udavaji 5 — 1000mg z pitné vody, 2 — 8
mg z potravy a 0,5 — 2 mg z ovzdusi. Minimalni ddvka potiebnd pro zdravy vyvoj
organismu je 2 — 3 mg/den. Mangan je dulezity pro c¢innost mozku, pomaha k
zabezpeceni spravné struktury kosti, pfispiva k ptekondvani unavy, zlepSuje pamét,
zvySuje celkovou odolnost nervil, podporuje svalové reflexy a poméaha vyuzit vitamin
C. Co se tykd vstfebavani do organismu tohoto prvku, muZi obecné vstfebavaji
mangan hiife neZ zeny. Vstfebavani manganu z potravy miZe narusit soucasny obsah

zeleza. Absorpce manganu je naopak zvySena, je-li Zeleza nedostatek (Andrt, 2011).
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3.2.2 Pusobeni manganu na rostliny

Mangan se fadi k t&Zkym koviim, které rostlina piijima jako kationt M"** |

zvlasté pti vyssi kyselosti pidy. V rostlindch se pohybuje jako Mn — chelat prevazné
V Iyku cévnich svazki a ovliviiuje metabolismus TAA a dusiku. (Kincl a Krpes,

2000).

Vanék a kol., 2007 uvadéji, ze obsah manganu v rostlinach se pohybuje ve
znacném rozpéti, obecné je dan stanovistém, pH pldy a rostlinnym druhem. Rostliny
péstované na kyselejsich stanovistich vykazuji vyssi obsah Mn. Pohyblivost manganu
Vv rostlinach je omezend, Mn je obtizné transportovan ze starSich organti, proto jeho
opétovné vyuziti v mladych organech je redukované. Mangan se UCastni fizeni
oxidacnich, reduk¢nich a karbonylacnich procesi pti tvorbé glycidii a bilkovin, dale se
ucastni fosforylacnich reakci a aktivuje enzymy Ucastnici se oxidace kyseliny o —
ketoglutarové , dekarboxylace kyseliny oxalatové a oxaljantaroveé.

Mangan je dulezitym prvkem pii fotosyntetickych pochodech (fotolyze vody) a
chloroplastti a pfi tvorbé bunéénych membran. Jeho nedostatek zplsobuje omezeni
syntézy bilkovin, vitaminu C a chlorofylu. Nadbytek manganu se vyskytuje jen na

siln¢ kyselych ptidach.

Podle Hejndka a kol.(2007) nedostatek manganu ve vyzivé rostlin vede
k zeslabeni jeji fotosyntézy a dychani. Viditelné piiznaky zptisobuji inhibici rustu,
chlor6zy a nekrozy u mladych lista, opad lista.

Co se tyce vlivu manganu na péstované houby byly ¢inény pokusy s pfidavkem
sloucenin obsahujici stopovy prvek mangan, jehoz cilem bylo zvysit vynos plodnic
hlivy. Tak napt. Nevel (2012) ptiddval do substratu urcité davky siranu manganatého

(170, 255 a 340 ppm) a zkoumal jeho vliv na vynos plodnic hlivy.

Ptidavek siranu manganatého byl obcfas ptidavan také v produkénich

vyrobnach substratu hlivy v Holandsku (Jablonsky, 2013 osobni sdé¢lent).
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3.2.3 Manganu ve vyzivé hospodaiskych zvirat

Mangan je pro organismus zvifat nenahraditelnym prvkem. Je soucasti systému
nékterych enzymil, zacastiuje se v procesu tkanového dychani a pti jeho nedostatku v
krmné davce je mozné pozorovat zpomaleny rust, deformace kostry, zintenzivnéni

rustu patniho kloubu, které je oznacovano jako peroza.

Snizeni hladiny manganu v organismu zvifat je provazeno také poruchami
pohlavnich funkci a zpomaleni ristu. U nosnic dochazi ke snizeni snasky vajec, jejich

oplozenosti a lihnivosti, poruse tvorby skotapky vajec aj. (pivovarskekvasnice.cz)

3.3 Enzymy

Chemické reakce v zivych objektech probihaji 10krat rychleji nez v systémech
nezivych, a to diky biokatalyzatorim oznaCovanych jako enzymy. Enzymy jsou
molekuly bilkovin, které jsou uspoiddany tak, aby pusobily specificky, ménily

rychlost chemickych reakci a regulovaly svou aktivitu (Musil a Novakova, 1990).

Vzéijemnou reakci mezi skupinami bilkovinné molekuly a substratem (latka,
kterda je vazéna v molekule pomoci aminokyselin) dochazi k pfeméné substratu na
jinou latku — produkt. Diky rozmanitosti struktury bilkovin, umoZziuje existenci

velkého mnozstvi enzymi, specifické pro jednotlivé substraty.

Enzymy mohou obsahovat skupiny, které nejsou slozkami z aminokyselin a
podileji se na katalytickych reakcich, koenzym a prostetické skupiny. Enzymy
katalyzuji jen metabolické reakce, které jsou termodynamicky mozné, reakce
exergonické. Endergonické déje probihaji jen tehdy jsou - li sdé&ji exergonimi
(Rosypal, 1998).

Podle Hordka (2002) na aktivitu enzymut, ma vliv fada faktori. PfedevSim
teplota, pH, koncentrace substratu, enzymu a reak¢niho produktu, dale ptitomnost
modifikatorti (aktivatori a inhibitori). VSechny tyto faktory ptisobi v organismu
spole¢né, vzajemné se prolinaji a vytvaii ptfirozené optimalni podminky pro ¢innost

enzymi.
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Musil a Novakova (1990) pisi, ze pH optimum je takova hodnota pfi niz je
aktivita enzymu optimalni a nad touto hodnotou nebo pod ni aktivita enzymu klesa. Za
fyziologické teploty aktivita enzymu stoupd, ale nad urcitou teplotou je enzymoveé
katalyzovana reakce ovlivnéna denaturaci bilkovinné ¢asti. VSechny enzymy nejsou

stejn¢ citlivé na zmény teploty

3.3.1 Forma a vyskyt enzymii

Houba Pleurotus ostreatus ma nutri¢ni a 1é¢ivé vlastnosti, které jsou zavislé na
kolonizovaném substratu. V ptirod¢, tato houba roste na mrtvém dievée, ale miize byt i
uméle péstovana na zemédélskych odpadech (kavové slupky, piliny eukalyptu, bagasa
z cukrové titiny). Degradace téchto zemédélskych odpadii zahrnuje nékteré enzymové
komplexy tvofené z oxida¢nich ( lakédza , mangan peroxidaza a lignin peroxidazou) a

hydrolitckych enzymt (celuldzy, xylanaza a tanaza) (Luz a Nunes, 2012).)

Jednou z hlavni sloZzek dieva, lesni hrabanky a dalSich typa rostlinné biomasy
je ligninoceluléza. Podrobné popisuje i1 Baldrian a spol. (2005), Ze houby zptsobujici
bilou hnilobu se vyznacuji jedine¢nym souborem extracelularni oxidazy a peroxidazy,
které jim umoznuji ucinné rozkladat lignin. Skutecnosti je, ze ligninolytické enzymy
rozkladaji Sirokou Skalu organickych sloucenin strukturné podobnych ligninu. Mezi n¢
patfi i xenobiotika jako polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly,
syntetickd barviva a vybuSniny,(které pfitahuji zvlastni pozornost ke studiu

ligninolytickych enzymt uz v poslednich dvou desetileti).

Daleko mén¢ je zndmo o extracelularnim systému pouzivanym houbami bilé
hniloby, rozkladajici celulézu a hemiceluldzu, které jsou hlavnim zdrojem uhliku pro
mycelium hub. U druhd hub, které byly pouzity pro in situ biodegradaci (
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor a Pleurotus ostreatus) jsou
doposud omezené informace o produkci celulolytickych a hemicelulolytickych

enzymu a jejich regulaci ptitomnosti kovii v substratu (Baldrian a spol., 2005).
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V minulosti byla velkd pozornost vénovana vlivu tézkych kovi na houby bilé
hniloby. Tézké kovy mohou byt pro bilé plisn¢ toxické a mohou mit vliv i na jejich

rust, aktivitu extracelularnich enzymi a na vyzivu v ptdé (Baldrian a spol., 2005).

Podle mista piisobeni se enzymy dé¢li na intracelularni a extracelularni.
Intracelularni enzymy jsou vétSinou uvniti builky ve vazané formé. Extraceluldrni

enzymy jsou z bun¢k vylu¢ovany (Gymbos.cz).

3.3.2 Lignin

Lignin je organicka latka, ktera vaze bunky, vlakna a cévy, které tvoii dievo a
ligninové prvky rostlin, naptiklad ve slamé. Po celuléze je lignin nejrozsifenéjSim
obnovitelnym zdrojem uhliku na Zemi. Neni moZzné ur€it pfesnou strukturu ligninu
jako chemické molekuly. VSechny ligniny vykazuji ur€ité rozdily Vv jejich chemickém
slozeni. (ili-lignin.com).

Lignin je velmi rezistentni k mikrobialni degradaci, protoze je jen malo
organismu, které¢ jsou vybaveni vlastnim biodegradacnim systémem, ktery by byl

schopny rozklddat substrat stakovym nedostatkem struktury a prostorové

pravidelnosti (Kirk et. Farell, 1987).

Podle Baldriana (2008) je rozklad ligninu katalyzovan sadou oxidaz a
peroxidaz s pomoci enzymu poskytujicich hydroxylové radikaly, organické kyseliny a
arylalkoholy. Slozeni lignolytickych systémut je tedy velmi slozité a specifické. Je
vSak zfejmé, ze mikroorganismy jsou schopny rozkladat lignin stejné€, jako celulozu,

hemicelulozu.

Martens a Zadrazil (1998) uvadéji, Ze je pii rozkladu ligninu ve dievé
zapojeno mnoho enzymdi, o jejichz pisobeni na lignin je prakticky mdlo znamo.
Pfesto, ze cast téchto enzymi je zvana “lignindza”, doposud se nepodafilo
enzymaticky rozlozit lignin bez pfitomnosti houbového mycelia. Ligninazy jsou
inaktivovany v pfitomnosti ligninu béhem 20 minut, protoZe aktivita jednotlivych
enzymu je ovlivnéna geneticky-druhovymi vlastnostmi a podminkami, ve kterych se
houba nachézi (teplota, slozeni plynné faze - obsah kysliku a oxidu uhli¢itého,

ptitomnost Zivin atd.).
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Obrazek €. 1: Schéma ligninu a jeho béznych vazeb.
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Obrazek ¢. 2: Schéma rozkladu lignocelulézy pomoci lignolitickych enzymu

houbovym myceliem
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3.3.3 Lignolytické enzymy

Tato skupina enzymil je v ptirod¢ velmi universalni a nachazi uplatnéni v celé
fad¢ pramyslového odvétvi. Lignolytické enzymy se podileji na degradaci komplext
ligninu a studie prokazaly, ze velké mnozstvi ligninocelulézovych zbytkid jsou

k dispozici pro vyrobu lignolytickych enzymi ( K.N.Niladevi, 2009).

3.3.3.1 Lakaza

Lakéza je zndma po mnoho let v rostlinach, houbach, hmyzu a nedavné dobé
byla nalezena i v bakteriich. Lakaza vykazuje nizky redukéni potencial, i pfesto mtize
oxidovat Sirokou Skalu substrati. Lakazy jsou produkovany houbami bilé hniloby
Basidiomycetes (stopkovytrusné) a tadou Ascomycetes. (vieckovytrusné) a jejich
molarni hmotnost se pohybuje kolem 50 — 70 kDA a kyselym pH (3 — 6 (Baldrian,
2008).

Kolackova (1999) uvadi, ze lakaza se Casto pouziva jako enzym slouzici
K rozliseni, zda se jedna o houby bilé hniloby, které ji zpravidla syntetizuji nebo o
houby zpravidla hnddé hniloby, které lakdzu nevytvaieji. Casto také zalezi na
chemickém slozeni média, na kterém jsou kultury hub péstovany a na kterém se potom
pomoci, barvicich technik, enzymy dokazuji. Je zajimavé, Ze hlavné¢ mineralné¢ chuda
media, provokuji houby k syntéze riznych enzymt.

Podle Mayer a Staples (2002) se lakéza podili na pigmentaci spor plisni, na
dfevnaténi bunécnych stén, dale je pouzita pii delignifikaci bilé hniloby dieva a je
soucasti bioremediacnich procesii za ucelem ochrany zivotniho prostfedi zpiisobené

pramyslovymi odpady vod.

3.3.3.2 Mangan — dependentni peroxidaza

Mangan peroxiddza je nejCast¢jSi lignin modifikujici peroxidaza, ktera je
produkovana téméf vSemi houbami bilé hniloby a houbami kolonizujici pidy. Tyto

houby vylu€uji Mn — peroxiddzu do svého mikroprostiedi (Hofrichter, 2002).
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Podle Baldridna (2008) maji mangan peroxidazy vyssi molekulovou
hmotnost (47 — 60 kda) nez lignin peroxidazy. Mangan peroxidazy jsou schopny
oxidovat fenolické substraty, nejéastéji oxidd Mn?* na kationt Mn**, ktery je
stabilizovan organickymi kyselinami. Chelat Mn* je difuzni a mize oxidovat Sirokou
Skdlu substratii, vcetné fenold, nefenolovych aromatickych skupin, karboxylovych
kyselin, thiolii a nenasycenych mastnych kyselin. Tato oxidace muze vést

k mineralizaci a rozkladu ligninu.
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Obrazek ¢. 3: Katalyticky cyklus mangan dependentni peroxidazy
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Obrazek €. 4: Cyklus Mn - dependentni peroxidazy
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3.3.3.3  Lignin peroxidaza

Podle Kolackové (1999) lignin peroxidaza je schopna depolymerizovat lignin
(Stépeni nefenolickych podjednotek ligninu), oxidovat a depolymerizovat skalu dimert
a oligomeru strukturné ptibuznych ligninu a déle katalyzovat produkci aktivniho druhu

kysliku O, za ucasti H,O,. Obsahuje Fe protoporfinu jako prostetickou skupinu.

Bylo zjisténo, ze rychlost rozkladu ligninu je mnohem vétsi v pritomnosti

vvvvvv

mangan dependentni peroxidaza (Jong et. al. 1989).

Piontek (2001) uvadi, Ze lignin peroxidaza se nachdzi v rostlinnych bunéénych
sténach a je schopna oxidovat aromatické slouceniny s redoxnim potencidlem vysSim

nez 1.,4.

Podle Baldriana (2008) maji lignin peroxidazy molarni hmotnost kolem 40 kDa
a velmi nizké pH (2,5 — 3).

BStructural character
(A)

(A)Lignin peroxidase (B)Horseradish peroxidase

Obrazek €. 5 Schéma Lignin peroxidazy
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3.4 Houby bilé a hnédé hniloby

34.1 Charakteristika hub bilé hniloby

Houby bilé hniloby (white rot fungi) jsou schopné rozkladat vSechny slozky
dfeva (celuldza a lignin). Dfevo jejich pisobenim ziskava bilou barvu v dasledku

prorastani bilého houbového mycelia (Baldrian, 2008).

Tyto houby produkuji rizné isoformy extracelularnich oxiddz vcetné lakazy, Mn-
peroxidazy a lignin peroxidazy, které se podileji na degradaci ligninu v jejich

ptirozeném ligninolytickém substratu. (Wesenberg, 2003)

Podle degradace ligninu délime tyto houby do dvou skupin. Prvni skupina hub
degraduje lignin zaroven S celulézou a nachazi se predev§im v tvrdé Casti dieva,
vyjime¢né v mekké ¢asti dieva. Do této skupiny patii Irpex lacteus, Phanerochaete
chrysosporium a Heterobasidion annosum. Druha skupina hub. je schopna degradovat
lignin selektivné a nachazi se v tvrdé i mékké casti dieva, jsou to napt. Pleurotus sp,
Ganoderma australe, Phlebia tremellosa, Ceriporiopsis subvermispora. (Pofizka,
2012).

Jiné rozdéleni hub bilé hniloby do ¢ty skupin na zakladé produkce

lignolytickych enzymti navrhnul Baldrian (2008):
1. houby produkujici lignin peroxidazu, Mn-peroxidazu a lakazu
2. houby produkujici Mn-peroxidazu a lakazu
3. houby produkujici ligninperoxiddzu a lakazu
4. houby produkujici pouze lakazu.

Univerzalni peroxidaza byla izolovana z Pleurotus spp. a dalsich
stopkovytrusnych houbach. Byla popsana jako tieti typ lignolytickych peroxidaz,
kombinujici vlastnosti lignin peroxidazy, mangan peroxidazy a mikrobialni

peroxidazy oxidaénich fenolickych sloucenin.
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3.4.2 Charakteristika hub hnédé hniloby

Dievo je specificky materidl, ktery je velmi odolny proti mikrobidlnimu
rozkladu. Hmota, ze které se dievo sklada, obsahuje polysacharidy, zejména celulozu
a lignin. Houby hnéd¢ hniloby pouze polysacharidy, lignin ve dfevé zastava (Baldrian,
2009).

Houby hnédé hniloby obsahuji omezeny pocet dievokaznych Basidiomycetes,
které zplsobuji rychlé poskozeni dieva depolymerizaci slozky celulozy. Pri
depolymerizaci celulézy dochazi ke ztrat¢ hmotnosti dieva, v pokrocilém stadiu

k rozkladu, ke ztraté celuldzy a modifikaci ligninu (K. Kleman — Leyer a spol., 1992).

Baldrian (2009) uvadi, kdyz houba hnéd¢é hniloby kolonizuje naptiklad patez,
kde ma dostatek uhliku pro rist biomasy, ale postrada dalsi ziviny, jako je dusik nebo
fosfor, mize vyslat svoje vlakna do pudy, kde je téchto prvki dost, a pfetransportovat
si je do pafezu. Tyto houby umi také zZivit svoje mycelium v pomérné¢ chudém ptidnim

prostiedi tim, co ziska rozkladem dfevni hmoty z patezu.

Mezi houby zpisobujici hnédou hnilobu patii z téch u nas nejrozsifenéjsich
napt. Troudnatec pasovy (Fomitopsis piniola), Hnédak Schweinitziv (Phaeolus
schweinitzii, sirovec zlutooranzovy (Laetiporus sulphures) a biezovnik biezovy
(Piptoporus betulinus) (Kolatik, J. a spol, 2005).

Podle Baldriana (2009) je nejnebezpecnéjsi houbou hnédé hniloby dievomorka
domaci (Serpula lacrimans), které se lze tézko zbavit. Pro svij rdst potfebuje
pomérné¢ malo vody a vodu si dokaze sama i1 vyprodukovat v prubéhu rozkladu, tzv.
metabolickou vodu. Metabolicka voda vznika chemickymi procesy pti rozkladu dieva.
Dtievomorka je schopna vodu také transportovat svymi vlakny ze vzdalenéjSich mist,

kde je vody dost.
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4  Material a metodika

Dievni houba - Pleurotus ostreatus kmen 35 byla kultivovana na substratech
obohacenych a neobohacenych solemi obsahujicimi mangan o rtznych koncentraci
(siran manganaty, manganistan draselny neboli hypermangan). V pokusu byla
sledovana rychlost kolonizace substratu myceliem této houby. V pribéhu kolonizace
byly odebrany vzorky substratu, ve kterych byla stanovena aktivita vybranych enzymu

a ubytek organické hmoty.

Pouzity kmen: Pleurotus ostreatus

Pro tuto praci byla pouzita houba Pleurotus ostreatus kmen 35, ze sbirek
VURYV Praha Ruzyné.

Hypermangan

Vyuziti v Iékatstvi jako desinfekce a antiseptikum, lé¢ba plisnovych infekci,

ktize a 1éCba alergické reakce pii barveni vlasu.

Siran manganaty

Pouziva se v tiskaiské barvé, pro vyrobu oxidu manganatého, barveni

porcelanu, ve farmaceutickém primyslu a v krmivu pro hospodarska a drobna zvirata.

4.1 Varianta . 1: Postup pripravy — rustové zkousky

Zrnita sadba

Zmitd sadba houby byla pfipravena z pSenice, kterd byla povafena ve vode¢.
Béhem varu, po nabobtnani obilek pSenice se voda scedila a obilky byly proprany
studenou vodou. Poté po okapani obilek byla pfiddna saddra s praSkovou kiidou.
Nosi¢em byly zaplnény sklenice do ® /4 lahve uzavieny vatovymi zatkami a zakryty

alobalem. Lahve byly vysterilizovany pti 120 °C po dobu 2 hodin.
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Po ptirozeném zchladnuti byl nosi¢ za aseptickych podminek naockovan blockem
agaru s myceliem Pleurotus ostreatus. Po dobu rdstu mycelial4 dnti ve tmé a pii
teplot¢ 24 - 27 °C byla sadba v lahvich 2x protfepavana. Ptipravend sadba byla
skladovana pfi teploté 2 - 5 °C.

Slaméné pelety

Pelety jsou granule ziskané¢ vysokotlakym lisovanim lignocelul6zového
odpadu. Vyuzivaji se jako topné pelety pro jejich vysokou vyhievnost a jako

podestylka pro hospodaiska a uzitkova zvitata.

Chemikalie pro pripravu substratu

- Destilovana voda
- Manganistan draselny - hypermangan

- Siran manganaty

Pristrojové vybaveni

- Flowbox
- Autoklav
- Klimatiza¢ni box BINDER KBW 400

- Laboratorni susarny

Postup pripravy substratu pro ristové zkousky

U kazdé varianty jsme pouzili 250g slaménych pelet, které jsme zalili
(ohtatym) roztokem 0,5 1 vody a danym mnoZzstvim hypermanganu nebo siranu
manganatého. Pouze u 7. varianty jsme zalili pelety pouze horkou vodou, tato varianta
je kontrolni. Po n€kolika hodinach, kdyz jsou pelety dokonale rozpustény, jsme takto
pfipraveny substrat fadné promichali, a naplnili do zkumavek po 4 ks od kazdé

varianty a zkumavky uzavteli hlinikovou fo6lii.
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Kazdou zkumavku jsme fadné oznacili ptislusnym cislem varianty. Zbyly substrat od

kazdé¢ varianty jsme pouzili ke stanoveni pH substratu.

Oznacené zkumavky jsme podrobili sterilizaci v autokldvu a po zchladnuti
substratu (nasledujici den) jsme zaoCkovali substrat zrnitou sadbou Pleurotus
ostreatus na povrch. O¢kovani probihalo v sterilnim prostfedi ve flowboxu, kde jsme
pomoci sterilni 1zicky odebirali zrnitou sadbu a pokladali na povrch piipravené
zkumavky. Zkumavku jsme ptikryly hlinikovou folii, kterou jsme zajistili gumickou,
aby se zabradnilo kontaminaci z prostfedni. ZaocCkované zkumavky se ulozily do

klimatiza¢niho boxu pti 24°C, kde substrat proristal.

V pribéhu proristani jsme hodnotili intervaly pfirastka, které jsme
zaznamenavali podél stény zkumavek, kazdé méteni jinou barvou, pro dobré rozliSeni
terminu méfeni pfi vyhodnocovani vysledkii. Métfeni prorustani ptirGstkd koncilo
v okamziku, kdy mycelium v prvni ze zkumavek dorostlo ke dnu sklenice. Poté
pomoci pravitka jsme méfili jednotlivé piirastky, vzdy na dvou stranach (osach) u

kazdé zkumavky a zapisovali do tabulky pro dal$i vyhodnoceni.

Stanoveni pH substratu

Ze zbylého substratu pii piipravé zkumavek se z kazdé varianty odebralo 50 g
substratu, ktery se smichal se 100 ml destilované vody a po vyluhovani (30 — 60min)

se zjistilo pH substratu.

Stanoveni susiny a vlakniny

Po 21dnech, po ukonceni prorastani substratu se vybrala od kazdé varianty
jedna zkumavka a z ni se odebralo ze dvou rtznych mist cca 50 g prorostlého
substratu. Tento vzorek se nechal v susarné susit pfiblizn¢ 1 den pfi teploté 105 °C. Po
ususeni se material zvazil a vypocitalo se procento susiny, ze kterého se vypocitalo

procento vldkniny v materidlu.
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4.2 Varianta ¢. 2: Postup pripravy — stanoveni aktivity
enzymu
Zivné medium — agar

Pro vSechny varianty pokusti bylo pouzito standardniho zivného média -
sladovy agar, ktery byl vyroben z 1l vody, 20g agaru a 20g sladového vytazku.

Sterilizovany sladovy agar byl nalévan do Petriho misek.

Chemikalie pro pripravu substratu

MM medium ,, Kirk®:

(Tien a Kirk, 1988), pH=4,5

- Glukoza — 10g/I

- bazalni roztok — 100ml/1I

- 2,2 dimethylkcinat 1,49/

- Thiamin HCI (100mg/) — 10ml/I
- Tartrat amonny — 0,1¢g/I

- Stopové prvky — 60ml/1l

*Bazalni roztok (1L): KH,PO, — 20g
MgS0O,.7H,0 — 59
CaCl,.2H,0 — 1g
Stopové prvky — 100ml
*Stopove prvky (1L): MgS0,4.7H,0 — 39
MnS0O,4.1H,0 — 0,59
NaCl - 1g
FeS0,.7H,0 - 0,19
CoCl,.6H,0 - 0,1g

ZnS0,4.7H,0 - 0,19
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CuS04.5H,0 - 0,19
CaCl,.2H,0 - 0,19
H3BO3; — 10mg
Nitrilacetat — 1,5¢

Purf : 80ml pro extrakci

- 8,9g octan sodny

- 3,0g kyselina octova

- 1000ml destilovana voda

Pristrojové vybaveni

- Flowbox

- Autoklav

- Klimatiza¢ni box BINDER KBW 400
- Laboratorni tfepacka

- Jednohlavova pipeta

Priprava substratu pro stanoveni aktivity enzymiu

Aktivita enzyml se meétila ze substratu ockovaného myceliem narostlym na
Kirkové mediu. Pfipravené medium jsme naplnili do Erlenmayerovych ban¢k 250 ml a
nechali vysterilizovat v autoklavu. Nasledujici den jsme do sterilniho media
zaocCkovali houbovou kulturu a nechali po dobu 15dni kultivovat. Mezitim jsme si
ptipravili zkumavky se substratem stejnym zpisobem jako u pfedeslé varianty pokusu
S vyjimkou, ze uprostfed jsme udélali pomoci sklenéné ty€inky diru az na konec
zkumavky. Takto pfipravené zkumavky jsme ockovali ve flowboxu ve sterilnich

podminkach.

Baikky s Kirkovo mediem byly porostlé myceliem, které tvofilo malé
chuchvalce, shluky. Shluky jsme pomoci specidlniho mixéru zhomogenizovali. Takto

pfipravené inokulum jsme pomoci pipety ockovali zkumavky se substratem.
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Zkumavky se =zakryli hlinikovou folii, zagumickovali a nechali prorust

Vv klimatiza¢nim boxu pii 24° C.

Poté se z kazdé zkumavky 0,1,2,3,4,5,6 odebraly dva vzorky po 5g a to z 22.
dne méfeni a 36. dne méteni. Enzym byl vytfepavan z prorostlého substratu do pufru o
pH a to tak, ze do vSech 14kadinek jsme ptidali pfedem ptipraveny pufr. Kadinky se
oznaéily dle ¢isla zkumavky/dne méfeni; 0/22 a 0/36. Po dobu 30min jsme v
kadinkach vytfepali vyluh ze substratu pro pufr na tiepacce. Vznikly supernatant byl
ziskan filtraci ptes filtracni papir do plastovych zkumavek (falkont), abychom ziskali
material pro stanoveni aktivity enzymti. Ampulky jsme oznacili pfisluSnym métenim

jako u kadinek.

4.3 Meéreni a stanoveni aktivity lignolytickych enzymii

Méiena byla aktivita lignolytickych enzyma v substratu prorostlém Pleurotus

ostreatus po rtizném zpusobu oSetteni substratu (KMnO4 vs. MnSQOy).

Pouzité chemikalie:
ABTS (2,2 azinobis — 3- ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO, 2H,0)
Dihydrat siranu manganatého (MnSQ,4. 2H,0)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO,)
DMAB (3-dimethylaminobenzoova kyselina)
EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina)
Kyselina citronova (citrat)
Kyselina jantarova (sukcinat)
Kyselina mlécna (laktat)

Kyselina octova (acetat)

35



MBTH (3methyl-2-benzothiazolinon-hydrazon-hydrochlorid)
Octan sodny

Peroxid vodiku

Roztoky:

Pufr pro extrakci slamy (octanovy pufr 160 mM, pH 5,0)

8,9 g octan sodny
3,0 g kys. octova

1000 ml destilovana voda

Roztok DMAB (25 mM)

0,0826 g DMAB

20 ml fosfatovy pufr

Roztok MBTH (1 mM)

0,0043 g MBTH

20 ml destilovana voda

Roztok MnSQO4. (2 mM)

0,0169 g MnSO.. 2H,0

50 ml destilovana voda

Roztok EDTA (2 mM)

0,074 g Na; EDTA 2H,0

50 ml destilovana voda
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Roztok H,0, (1 mM) — ptipravit Eerstvy pred kazdym méfenim

10 pl 30% H,0,

88 ul destilovana voda

Sukcint laktatovy pufr (100 mM, pH 4.5) — stanoveni Mn-peroxidasy

0,146 g kyselina jantarova
1,64 g kyselina mlécna, 60%

100 ml destilovana voda

Fosfatovy pufr (100 mM., pH 6.5) — rozpusténi DMAB

0,950 g KH,PO,
0,540 g Na;HPO, 2H,0

100 ml destilovana voda

Citrat fosfatovy pufr (100 mM citrat a 200 mM fosfat, pH 5.0) — stanoveni lakasay

2,1 g kyselina citronova, monohydrat
3,56 g Na,HPO,4 2H,0

100 ml destilovana voda

Roztok ABTS (0,08%)

40 mg ABTS

50 ml destilovana voda
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Pristrojové vybaveni:

- ELISA Spektrofotometr TECAN

- Vortex tfepacka

- _Analytické vahy

Lakaza

- Meéfeni v mikrotitra¢ni destiCce

Reakéni smés: 50 pl vzorek
150 pl citratovy pufr

50 pl roztok ABTS

Substrat: ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)

Meéfteni pti 420 nm
Lakéza

- Pouzity pufr: Citat-fosfatovy pufr (0,1 M citrat a 0,2 M fosfat), pH 5

- Chromogenni substrat: ABTS (0,08% ve vode¢)

- Do kazdé jamky napipetovano 50 pl vzorku, 150 pl pufru a 50 pl substratu ve
tfech opakovanich pro kazdy vzorek

- méfeni pti 420 nm na spektrofotometru, méteni kazdych 30 s po dobu 3min

- enzymova aktivita pocitana z rozdilti absorbanci v linearni oblasti

Peroxidasy a oxidasy

- Reakéni smés: 50 pl vzorek a 200 ul AR/AP/AB

Smeési obsahuji sukcinit-laktatovy pufr, substraty DMAB a MBTH

AR — aktivita pozadi + aktivita peroxidas (obsahuje MnSO4 a peroxid vodiku)

AP — aktivita pozadi + aktivita peroxidas nezavislych na manganu (obsahuje H202)
AB — aktivita pozadi

Meéfeni pti 595 nm
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Manganova peroxidasa

- pouzit sukcinat-laktatovy pufr (100 mM, pH4,5)

- chromogenni substraty: DMAB (25 mM ve fosfatovém pufru)a MBTH (1 mM ve
vod¢)

- Do kazdé jamky napipetovano 50 pl vzorku a 200 pl ptislusné smési AR, AP ¢i
AB (viz tabulka v rozpisu)

- 3 sady méfeni pro kazdy vzorek: prvni sada méfeni obsahovala smés s peroxidem
vodiku (I mM) 1 s manganatymi ionty (2 mM), druhd sada neobsahovala
manganaté ionty (a zbylé manganaté ionty byly naopak chelatovany pomoci 2 mM
EDTA) a tieti sada obsahovala smés bez peroxidu vodiku i manganatych iontl
opét s pridavkem EDTA

- tzn. celkem 9 jamek pro kazdy vzorek

- méfeni pti 590 nm na spektrofotometru TECAN, méfeni kazdych 30 s po dobu 3
minut

- enzymova aktivita manganové peroxidasy byla pocitana z rozdili absorbanci

Vv linearni oblasti s odectenim aktivity oxidas a peroxidas bez manganu
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Harmonogram pokusi

Pokus ¢. 1:

Pokus ¢&. 2:

Pokus ¢. 3:

Pokus ¢. 4:

Pokus ¢. 5:

piiprava substratu: 2.4. 2012
ZaloZeni - o¢kovani: 3.4.2012

ukonceni — posledni méfeni rastu: 9.5.2012

piiprava substratu: 13.6.2012
zalozeni - ockovani: 14.6.2012

ukonc¢eni — posledni méfeni rastu: 20.7.2012

priprava substratu: 16.10.2012
zalozeni - ockovani: 17.10.2012

ukonceni — posledni méfeni riistu: 21.11.2012

piiprava substratu: 16.1.2013
zalozeni - o¢kovani: 17.1.2013

ukonceni — posledni méfeni rtstu: 1.3.2013

piiprava substratu: 6.2.2013
zalozeni - ockovani: 7.2.2013
konceni — posledni méfeni rustu:8.3.2013

ukonceni — enzymaticka aktivita: 12.3.2013
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4.4 Pokus ¢. 1: Vliv pridavku manganistanu draselného na
rust mycelia a rozklad organické hmoty houbou Pleurotus

ostreatus

Pro kazdou ze 7 variant bylo pouzito 250 g slaménych pelet a 500 ml roztoku, ktery

byl ptipraven nasledovné:

Varianty mM g hypermanganu
1. 2 0.16

2. 6 0.475

3. 10 0.79

4. 14 1.105

5. 18 1.42

6. 20 1.58

7 0 0

Planované analyzy z tohoto pokusu:

1. Rychlost riistu mycelia

2. Obsah vlakniny po skonceni kolonizace

3. pH pted a po skonceni kolonizace substratu
4

Susina pfed a po skoneni kolonizace substratu
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45 Pokus €2 a ¢ 3: Vliv pridavku manganistanu
draselného a siranu manganatého na rust mycelia a rozklad

organické hmoty houbou Pleurotus ostreatus

Pro kazdou ze 7 variant bylo pouzito 250 g slaménych pelet a 500 ml roztoku, ktery

byl ptipraven nasledovné:

Varianty mM g hypermanganu

1. 2 0.16

2. 6 0.475

3. 10 0.79

4. 14 1.105

5. 18 1.42

6. 20 1.58

7 0 0
Varianty mM 11/moli g MnSO4 Na 500 ml
1. 2 0,002 0,338 0,169
2. 6 0,006 1,014 0,507
3. 10 0,01 1,69 0,845
4. 14 0,014 2,366 1,183
5. 18 0,018 3,042 1,521
6. 20 0,02 3,38 1,69
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Tab. ¢. 1: Pocet zkumavek na odbér aktivity enzymu u ptidavku hypermanganu

Odbéry na aktivitu enzymu Manganistan Pocet
draselny zkumavek

mol 1. Odbér | 2. Odbér 3. Odbér 4. Odbér Celkem zkumavek

2 2 2 2 2 8 4

6 2 2 2 2 8 4

10 2 2 2 2 8 4

14 2 2 2 2 8 4

18 2 2 2 2 8 4

20 2 2 2 2 8 4

12 12 12 12 48 24
Tab. €. 2: Pocet zkumavek na odbér aktivity enzymi u pfidavku siranu manganatého
Odbéry na aktivitu enzymii S. manganaty | Pocet zk.
mol 1. Odbér | 2. Odbér 3. Odbér 4. Odbér Celkem zkumavek
0 2 2 2 2 8 4
2 2 2 2 2 8 4
6 2 2 2 2 8 4
10 2 2 2 2 8 4
14 2 2 2 2 8 4
18 2 2 2 2 8 4
20 2 2 2 2 8 4
14 14 14 14 56 28
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46 Pokus ¢ 4 a ¢ 5: Vliv pridavku manganistanu
draselného a siranu manganatého na rust mycelia a rozklad
organické hmoty houbou Pleurotus ostreatus, pouziti sadby
na MM mediu ,,Kirk®.

Pro kazdou ze 7 variant bylo pouzito 250 g slaménych pelet a 500 ml roztoku, ktery

byl ptipraven nasledovné:

Varianty mM g hypermanganu

1. 2 0.16

2. 6 0.475

3. 10 0.79

4, 14 1.105

5. 18 1.42

6. 20 1.58

7 0 0
Varianty mM 11/moli g MnSO4 Na 500 ml
1. 2 0,002 0,338 0,169
2. 6 0,006 1,014 0,507
3. 10 0,01 1,69 0,845
4. 14 0,014 2,366 1,183
5. 18 0,018 3,042 1,521
6. 20 0,02 3,38 1,69
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5 VYSLEDKY

Kapitola wvysledky zahrnuje tfi podkapitoly. Prvni kapitola popisuje ,,
Statistické vyhodnoceni®, kde je znazornéna variabilita ristu mycelia hlivy a
porovnani oSetieni substratu hypermanganem a siranem manganatym. Jednotlivé grafy

statistického vyhodnoceni jsou uvedené v priloze ¢. 3.

Druha kapitola popisuje ,, Rastové zkousky mycelia®, vysledky jsou
zaznamenany pomoci grafi a tabulek. V grafech jsou zaznamenany vysledky
rastovych zkousek Pleurotus ostreatus. Uvedené udaje v grafech jsou pruméry
prirGstki naméfené pi1 vyhodnocovéani tabulek na konci prorstdini mycelia.

V tabulkach jsou uvedené jednotlivé ptirtistky vSech variant viz. piiloha €. 2.

Tteti podkapitolou je ,, Stanoveni aktivity ligninolytickych enzymu‘.
Pomoci grafii je znazornéna aktivita lakazy a Mn — peroxidazy a porovnana s rastem

mycelia.

Grafy znazoriuji statistické vyhodnoceni jednotlivych pokusii rastu mycelia
Pleurotus ostreatus. Vyhodnoceni vysledkt bylo zpracovano v poéitacovém programu

Statistika. Jednotlivé linky znazornuji prab¢h riistu mycelia daného oSetieni

5.1 Statistické vyhodnoceni

Statistick¢é vyhodnoceni pokusi je zndzornéno grafy ¢. 1 — 5. Kstatistickému
vyhodnoceni byly pouzity celkové pfirtistky z jednotlivych pokusti a zpracovany

Vv programu Statistika. Grafy znazoriuji pribeh ristu mycelia jednotlivych priristka.
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Z grafu je vidét, ze kolonizace substratu myceliem byla pozvolna a u vsech prirastki.

S terminem ptirGstkl se zvySovala variabilita kolonizovaného substratu
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Graf ¢. 1: Statistické vyhodnoceni pokusu €. 1

V grafu je zndzornén velmi podobny priibéh kolonizace substratu myceliem po
oSetfeni hypermanganem a siranem manganatym. Kdy pfi zvySovani koncentrace
doslo k postupnému zpomaleni prorustdni mycelia substratem. Substrat oSetfeny 2

moly vykazoval velmi Spatné podminky pro rist mycelia.
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Graf ¢. 2: Statistické vyhodnoceni pokusu ¢. 2
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Ze souhrnného grafu je patrné, ze oSetieni hypermanganem a siranem
manganatym mélo podobny vliv na prib&h prortstani mycelia substratem. Mycelium

Pleurotus ostreatus kolonizovalo o néco rychleji substrat osetieni hypermanganem.
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Graf ¢. 3 : Statistické vyhodnoceni pokusu €. 3

Z vysledkt vyhodnoceni je dobie vidét rychlost riistu mycelia jednotlivého
pusobeni oSetfeni hypermanganem a siranem manganatym. Vyrovnanéjsi rist mycelia
je zfejmy pifi oSetfeni siranem manganatym, kdy prabéh prortistani mycelia klesa
s vys$i koncentraci. OSetfeni hypermanganem ma opacny prubéh, s piibyvajici

koncentraci hypermanganu rychlost kolonizace substratu stoupa.
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Graf ¢. 4: Statistického vyhodnoceni pokusu €. 4
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Z grafu je patrny podobny pribéh kolonizace substratu v prvnich dnech
méfeni, kdy je rist mycelia velmi pomaly. U oSetieni hypermanganu se prub&h

kolonizace substratu béhem prortstani neméni.
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5.2 Riistové zkousky mycelia
5.2.1 Pokus €. 1: Vliv koncentraci hypermanganu na rist mycelia

Pleurotus ostreatus

V tabulkach muZzeme vidét rtst mycelia Vv jednotlivych zkumavkach, za
pridani dané koncentrace hypermanganu, 1,2,3,4,5 a 6 moly. V prvni tabulce jsou data
Z kontrolni varianty, tzn. bez pfidani hypermanganu. Nékteré piirtstky se shodovaly a
v nékterych piipadech se liSily o milimetry. Divodem mize byt nestejnomérné
ockovani sadbou. Zelené oznacena ¢isla znamenaji prvni znamky vyskytu plodnic
hlivy.

V prvni tabulce mizeme vidét, Ze u nékterych zkumavek kontrolni varianty
jesté nedoslo K uplnému prorustani mycelia a uz doslo k vyskytu plodnic. Nejvetsi
vyskyt plodnic je u kontrolni varianty a varianty, kde bylo oSetfeni substratu 4moly

hypermanganu.
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Dale vysoky vyskyt plodnic byl u varianty se 1 a 2 moly hypermanganu, kde doslo
K proruistani u dvou zkumavek. Naopak u varianty 5, kde byl substrat osetien 4moly

hypermanganu nebyl zadny vyskyt plodnic.

Dynamika rlistu Pleurotus ostreatus na
substratech osetfenych 6-ti rliznymi
koncentracemi hypermanganu

25,0
20,0 4= 0mol
g e / == 1mol
_; 15,0 === 2mol
q;; 10,0 4] / ==4=3mol
= === 4mol
% 5,0 =@®=5mol
6mol

0,0

1. méfeni 2.méfeni 3.méfeni 4.méfeni 5.méreni

Graf.¢ 6: Vyjadfeni dynamiky ristu Pleurotus ostreatus na osetfeném substratu riznou

koncentraci hypermanganu

Stanoveni hrubé vldkniny

V tabulce je zapsan obsah vlakniny v substratech oSetfenych jednotlivymi
variantami koncentrace hypermanganu. Hodnoty hrubé vlakniny jsou uvadény v %.
Nekolonizovany substrat (kontrolni varianta) obsahoval 32,8%. VSechny prorostlé
substraty obsahovaly mensi mnoZzstvi vladkniny nez kontrolni varianta, hodnota byla
namétena v priméru 35% vladkniny v substratu. Pro stanoveni hrubé vlakniny byla

pouzita 0,13M kyselina sirova a 0,23M hydroxid draselny. * FB - FibreBag
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Cislo (hmotnost | (hmotnost | (navazka | (FB  po | FB +| % surové
FB/ vysu$.FB) | prazdného |vzorku - | vyvafeni + | kelimek vlakniny
vzorku spal.kel) na spal.kel) po spaleni

tisiciny)

1. 0,2573 29,5014 1,058 29,8610 29,5031 35.8

2. 0,2567 29,9092 1,004 30,2541 29,9103 34,4

3. 0,2562 26,2643 1,0236 26,6311 26,2656 36,6

4. 0,2568 27,5797 1,0134 27,9314 27,5812 35

5. 0,2619 26,5241 1,0308 26,8868 26,5257 36,1

6. 0,2613 25,8120 1,0241 26,1715 25,8128 35,9

Tab. ¢. 4: Vyhodnoceni hrubé vlakniny v kolonizovaném substratu Pleurotus ostreatus v %

Stanoveni pH substratu

Pro stanoveni pH substratu byl pouzit pomér 1: 2 — 25ml vody: 50g substratu.
Po nékolika minutach se smés prefiltrovala pies filtracni papir do kadinky a zmétilo se
pH pomoci pH metru. V tabulce jsou zapsané hodnoty pH substratu kontrolni varianty,
pied naockovanim sadbou Pleurotus ostreatus a hodnoty pH substrati oSetfenych
danymi koncentracemi hypermanganu. Kontrolni varianta vykazovala pH kyselejsi,
protoze pouzitym materidlem pro substrat byly pouzity slaméné pelety. S vySSimi

davkami koncentrace hypermanganu se zvysuje 1 hodnota pH substrati.

Cislo vzorku 0. 1. 2. 3. 4, 5. 6.
Pocet moli hypermanganu 0 2 6 10 14 18 20
Hodnota pH 52 |69 |73 |72 7,3 7,4 7,4

Tab. ¢. 5: Tabulka s hodnotami pH jednotlivych substratt
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Stanoveni obsahu suSiny

V tabulce jsou zapsany vysledky mnozstvi suSiny obsazené v jednotlivych
substratech. Mnozstvi susiny bylo méteno ptred kolonizaci substratu myceliem a po
kolonizaci substratu s pfidavkem danych koncentraci hypermanganu. Ve
vSech oSetfenych substratech riznymi koncentracemi je obsah suSiny velmi podobny,
kolem 25 — 26%. Srostouci koncentraci hypermanganu rosté i obsah suSiny
V kolonizovaném substratu. V porovnani s kontrolni variantou, kterd ma obsah suSiny

28,8% , maji kolonizované substraty nizsi obsah suSiny.

Cislo vzorku 0. 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Pocet moli hypermanganu | 0 2 6 10 14 18 20
Obsah suSiny v % 28,8 [ 25,7 | 25,7 |256 |257 |[26,2 |26,1

Tab. ¢. 6: Obsah susiny v jednotlivych substratech

5.2.2 Pokus ¢. 2 a ¢ 3: VIiv koncentraci manganistanu draselného a
siranu manganatého na rist mycelia a rozklad organické hmoty houbou

Pleurotus ostreatus

Pokus ¢.2 byl kontrolou pro pokus ¢islo 3. Prirastky mycelia Pleurotus

ostreatus jsme méfili po cca 14 a 21dnech v letnim obdobi.

Graf ukazuje primérné prirtustky mycelia po 14 a 21dnech. Osetieni substratu
6moly siranu manganatého maji nejlepsi vliv na rist mycelia, kdy dynamika ristu je
pozvolna. Nejpomalejsi riist mycelia vykazuje substrat oSetfeny 18moly, kdy prirastky

dosahuji jen 16cm. V tomto pokusu nedoslo k vytvoteni plodnic.
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Dynamika rastu Pleurotus ostreatus na
substratech osetienych 6-ti riznymi
koncentracemi siranu manganatého

£ 20,0 =¢=—0molS
[S)
: 15,0 - == 2molS
g = 6molS
g 100
> =>=10molS
<
§ 5,0 fe=14molS
s —o—18mols
0,0 T )
20molS

2. méreni 3. méreni

Graf.¢. 7 : Vyjadfeni dynamiky rastu Pleurotus ostreatus na oSetfeném substratu rliznou koncentraci

siranu manganatého v pokusu ¢. 2.

Z grafu je patrna velmi podobnd dynamika riistu mycelia pfi oSetfeni substratu
6-ti riznych koncentraci. Mycelium Pleurotus ostreatus reaguje velmi podobné na
vSechny koncentrace hypermanganu oproti oSetfeni siranem manganatym. Rust je
pozvolny a 1isi se jen o milimetry. U toho to pokusu doSlo ke kontaminaci substratu,
vyskytu zelené plisn€ u oSetteni 10moly hypermanganu, kdy kontaminace neméla vliv
na praumérny rust mycelia. U substratu oSetfeného 14moly hypermanganu byl

zaznamenan vyskyt plodnic Pleurotus ostreatus.

Dynamika rustu Pleurotus ostreatus na
substratech osetfenych 6-ti riznymi
koncentracemi hypermanganu

20,0

ﬁ =¢—0molS
15'0 ?j/// efl=—2molS
10,0
==fe=6molS
5,0
=>¢=10molS
0,0 T )
2. méreni 3. méfeni %= 14molS

Graf.¢. 8 : Vyjaditeni dynamiky rastu Pleurotus ostreatus na oSetieném substratu riznou koncentraci

hypermanganu v pokusu ¢&. 2.
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Z grafu €. je ziejmé Ze, mycelia Pleurotus ostreatus dosahla nejlepSiho rdstu na
substratu oSetfeném 6moly hypermanganu. Ve druhé poloviné prorustani (po 21.
dnech) se rust mycelia zvysil, ale ke konci méfeni se rast zpomalil a vyrovnal
S ostatnimi pfirGstky. Mycelium na substratu oSetfeném 20moly hypermanganu
prorustalo ze zacatku velmi pomalu az pti 4 méfeni (28 dnech) se aktivita ristu
zrychlila a mycelium dosédhlo stejnych prumérnych ptirastkd jako predeslé varianty.
Na substratu osetfeném 18moly vykazovalo mycelium Pleurotus ostreatus ke konci
nizké prorastani nez u ostatnich variant i kdyZ na zacatku proristani mycelia bylo

velmi aktivni.

Dynamika rustu Pleurotus ostreatus na
substratech osetfenych 6-ti riznymi
koncentracemi hypermanganu

30,0
§ 25,0 =f=2mol
>
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1.méfeni 2.mérfeni 3.méreni 4.méreni 5.méreni

Graf & 9: Vyjadteni dynamiky rtistu Pleurotus ostreatus na oSetfeném substratu riiznou koncentraci

hypermanganu v pokusu ¢&. 3

Z grafu je ziejmé, ze Pleurotus ostreatus vykazuje nejlepsich vysledkd na
3 a 4méfeni (cca 21 - 28dni) aktivita riistu stoupa a na konci ristu je aktivita mycelia
nejvyssi. Na rozdil od substratu osetfeného 18 moly, 14 moly a kontrolni variantou,
kdy na zac¢atku méteni mycelium aktivné prorustalo a béhem riistu aktivitu ztracelo, ke

konci méfeni bylo prorlstani mycelia velmi pomalé.
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Dynamika rastu Pleurotus ostreatus na
substratech osetienych 6-ti rGznymi
koncentracemi siranu manganatého
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Graf ¢. 10 : Vyjadieni dynamiky rtistu Pleurotus ostreatus na oSetfeném substratu riznou koncentraci

siranu v pokusu ¢. 3

Stanoveni obsahu su$iny

V tabulce je uvedeno mnozstvi suSiny ve vybranych vzorkach. Tyto vzorky
byly odebrany ze substratu oSetfeného siranem manganatym a hypermanganem. Obsah
suSiny v obou variantach byl niz8i nez obsah suSiny u kontrolni varianty, kdy substrat
obsahoval kolem 28% suSiny. Substraty oSetfené siranem manganatym nedosahovali

ani ¥4 obsahu suSiny v substratu.

Cislo Podet molli siranu | Obsah suSiny v | Pocet moli | Obsah suSiny
vybraného | manganatého % hypermanganu | v %

vzorku

1. 18 21,6 18 25,6
2. 20 22,3 20 26,3
3. 0 27,6 0 28,2

Tab. ¢. 7: Obsah susiny v jednotlivych substratech
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Stanoveni hrubé vldkniny

Tabulka znazoriiuje obsah hrubé vlakniny v substratu oSetfeném jednotlivymi
koncentracemi hypermanganu a siranu manganatého. Mzeme vidét, ze nejvyssi obsah

vlakniny je v substratu kontrolni varianty. Obsah vldkniny v oSetfenych substratech

latek.

svvr

Cislo vybraného | Potet moli siranu | Obsah Potet  moli | Obsah

vzorku manganatého vlakniny v % | hypermanganu | vlakniny v %
1. 0 33210 32,6
2. 2 31,3 |2 31,4
3. 6 32,4 |6 31,8
4. 10 32,2 10 31,4
5. 14 29,8 14 30,5
6. 18 31,8 18 31,6
7. 20 31,6 20 30,2

Tab. ¢. 8: Vyhodnoceni hrubé vlakniny v substratech s pfidavkem hypermanganu a siranu manganatého
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5.2.3

siranu manganatého na rist mycelia a rozklad organické hmoty houbou

Pleurotus ostreatus, pouziti sadby na MM médiu ,,Kirk"

Z grafu je zfejmé, Ze oSetieni 2moly mélo Spatny vliv na proristani mycelia,
pri této koncentraci mycelium proristalo velmi pomalu. Naopak vyrazné¢ lepsi vliv na

aktivitu mycelia mélo oSetfeni substratu koncentraci 18moly. Podobnych vysledku

Pokus ¢. 4 a €. 5 : Vliv pridavku manganistanu draselného a

vykazovala mycelium na substratu kontrolni varianty

24,0
22,0
20,0
18,0
16,0
14,0
£ 12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

ycleiavcm

tky

pFiras

Dynamika ristu Pleurotus ostreatus na

substratech oSetfenych 6-ti riznymi
koncentracemi siranu manganatého
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== 2mol
=== 6mol
=>¢&=10mol
14mol

1. méfeniS 2. méfeniS 3. méreniS 4. méreniS 5. méreniS

=@=18mol
20mol

Graf.¢. 11: Vyjadieni dynamiky rastu Pleurotus ostreatus na oSetfeném substratu riznou koncentraci

hypermanganu v pokusu ¢. 4

Zgrafu ¢. je patrné, Ze Pleurotus ostreatus dosahla nejlepsiho rdstu na
substratu oSetfeném 2moly siranu manganatého, kdy pribéh prorastani byl pozvolny.

Substrat oSetfeny 20 moly siranu manganatého naopak vykazoval velmi S$patné

podminky pro aktivitu mycelia
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Dynamika ristu Pleurotus ostreatus na
substratech osetfenych 6-ti riznymi
koncentracemi siranu manganatého

£ 25,0 =&—2mol

: 20,0 Emol
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.8 15,0
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Graf.¢. 12 : Vyjadieni dynamiky ristu Pleurotus ostreatus na oSetfeném substratu riznou koncentraci

siranu manganatého Vv pokusu ¢. 5.

Graf znazoriiuje velmi strmy rast mycelia Pleurotus ostreatus. Po druhém
méfeni je vidét rychly nastup ristu mycelia u substratu oSetfeného 2moly siranu
manganaté¢ho, kde jsou dobré podminky pro hlivu. OSetfeni substratu 6moly je také
piinosem, ze zacatku je rust pozvolny a pfi tfetim meéfeni aktivita stoupd, na konci
méfeni je stejnd jako u oSetfeni 2moly. Hor$i podminky pro aktivitu hlivy je na

substratu oSetfeném 18moly, prorustani je pomalejsi.

Dynamika ridstu Pleurotus ostreatus na
substratech osetfenych 6-ti riznymi

20,0 kancenltacemLsuanu_manganateho

15,0 ==—2mol
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o
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g == 18mol
S 00 - - - == 20mol
B 1. mé&feniS 2.méfeniS 3.méfeniS 4. méfeni$S

Graf. ¢. 13 : Vyjadteni dynamiky rastu Pleurotus ostreatus na oSetieném substratu rtiznou koncentraci

siranu manganatého v pokusu €. 5
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Graf znazornuje, ze v tomto pokus je kontrolni varianta pro aktivity hlivy idealnim
prostfedim. Riist mycelia je pozvolny a vykazuje nejlepsich vysledkii. Ostatni varianty
oSetfenych substratll jsou si svoji aktivitou velmi podobny. V téchto pifipadech byly

V podstaté stejné pramérné prirtstky

Dynamika rlistu Pleurotus ostreatus na
substratech osetfenych 6-ti rliznymi
koncentracemi hypermanganu
20,0
£ A =4—0mol
S 15,0
8 / == 2mol
g e
%’ 2% == 10mol
€ 50 - == 14mol
e o
18mol
0,0 T T T == 20mol
1.méreniH 2. méreniH 3.méfeniH 4.méreniH

Graf.¢. 14 : Vyjadieni dynamiky ristu Pleurotus ostreatus na oSetfeném substratu riiznou koncentraci

hypermanganu v pokusu ¢. 5

Celkové shrnuti prirustki mycelia hlivy uastfiéné na substratu oSetfeném

hypermanganem a siranem manganatym.

Tvorba plodnic se nejcastéji vyskytovala u substrati oSetienych
hypermanganem oproti substratu obohacenému siranem manganatym. Vyskyt plodnic
byl velmi rozdilny v riznych koncentracich substrati. Nejcastéjsi vyskyt plodnic byl
na substratech oSetfenych 14moly, ale také na substratech s koncentraci 2,6 moly a
jednou kontrolni variantou. U siranu se plodnice vyskytly pouze jedinkrat a to na
substratu oSetfeném 6moly siranu manganatého. Nejlepsi rast mycelia Pleurotus
ostreatus byl na substritech oSetfenych 6 moly hypermanganu tak 1 siranu
manganatého v nékolika pokusech. Dobré vysledky také vykazovaly substraty
S oSetfenim 2 moly v obou variantach. Celkové tedy nejlepsi podminky pro Pleurotus
ostreatus tvofi substraty oSetfené 6moly obou piidavka. V grafech viz ptiloha €. 3 —
miZeme vidét porovndni ristu mycelia pfi oSetfeni hypermanganem a siranem

manganatym.
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5.3 Meéreni a stanoveni aktivity lignolytickych enzymu

Vzorky pro prvni méteni aktivity lakdzy a Mn — peroxidazy mély byt
odebrany po ukonceni prortistani mycelia u pokusu ¢. 4. Zkumavky s kolonizovanym

substratem byly kontaminovany plisni z divodu kontaminace substratu pfi pipetovani.

U pokusu €. 5 po ukonéeni prordstani mycelia byly vzorky odebrany ze dvou
mist, prvni odbér cca po 22 dnech a druhy odbér cca po 36 dnech od naockovani. Tyto
vzorky byly vyluhoviany a zpracovany podle metodiky a do doby stanoveni

lignolytickych enzymii zmrazeny.

Z grafu ¢. 15 ,,Aktivita lakazy* mizeme vidét, Ze aktivita byla vyssi u vzorka
mlad$iho mycelia, které bylo odebrano po cca 22 dnech (vzorky z druhého odbéru 7-
12) ze substratu oSetiené 2, 6, 10, 14, 18, 20 moly hypermanganem a siranem
manganatym (20 — 26 odbér). Naopak velmi nizk4 aktivita byla zmétena u starSich

vzorkt odebranych po 36 dnech od ockovani (odbér 1 — 6 a 13 — 19) obou variant.

Graf ¢. 16 znézornuje aktivitu Mn — peroxidazy v substratech. V grafu mizeme
vidét, Ze aktivita Mn — peroxiddzy byla mnohem niz§i nez aktivita lakdzy. Mladsi
myceliu vykazovalo vyssi aktivitu Mn — peroxidazi v substratu. U vzork odebranych

po 36 dnech ,tedy vzorky star§iho mycelia vykazovaly mensi aktivitu Mn — peroxidazi.

Graf ¢. 17 celkové porovnava aktivitu ligninolytickych enzymu a rist
mycelia Pleurotus ostreatus. V tomto grafu je porovnan rust mycelia z pokusu €.5.
V porovnani aktivity lakdzy s ristem pfirtstki mycelia vykazovala aktivita lakéazy
nejlepSich vysledkl na substratech oSetfenych vyssimi koncentracemi hypermanganu a
siranu manganatého. Pro ziskani vysoké aktivit lakazy se nejvice osvédcCilo oSetfeni
substratu koncentracemi 14, 18 a 20moly. Celkové nizka aktivita lakazy byla
zaznamenana u 1. a 3. teminu méfeni ptirtstkd. V 7 teminu méteni byla nizka aktivita
lakdzy jen u nékterych koncentraci. V porovnani v oSetfeni substratu byla aktivita
lakazy vyssi u oSetfeni substrau hypermanganem. U aktivity Mn - peroxidazy je to
podobné, kdy v porovnani s riistem piirtstki mycelia je aktivita vys$i u substrat
oSetfeny vysSSimi koncentracemi siranu manganatého a hypermanganu. NejvySsi
aktivita byla zaznamenana u oSetfeni hypermanganem koncentraci 18 a 20moly

ctvrtého, 18moly patého a 20moly Sestého terminu méfeni.
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6 Diskuze

Rychlost rastu mycelia Pleurotus ostreatus byla prikazné ovlivnéna oSetfenim
substratu ze slaménych pelet rtiznymi koncentracemi hypermanganu a riznymi
koncentracemi siranu manganatého. Z vysledkd je patrné, ze mycelium Pleurotus
ostreatus prorustalo nejrychleji na substratech oSetfenych 6moly hypermanganu a
6moly siranu manganatého. Tato koncentrace méla velmi dobry vliv i na vyskyt
plodnic podobné jako u kontrolni varianty v 1. pokusu, kdy doslo k vyskytu plodnic u
né¢kolika zkumavek. Velmi podobné vysledky vykazovalo mycelium i na substratu
oSetfeném 2moly hypermanganu. U siranu manganatého méla koncentrace 2moly jen
slabsi vysledky. Celkové z toho vyplyva, Ze na substratu oSetfeném pouze vodou byl
rast mycelia Pleurotus ostreatus pomalejsi. V nékterych piipadech nedoSlo ani
K aplnému proristani mycelia zkumavkou. Podobné vlastnosti vykazoval i substrat
oSetfeny 18 a 20 moly hypermanganu, i 18 a 20moly siranu manganatého. Na téchto
substratech mélo mycelium pomaly riistu. Podobné Van Nevel (2012) zkouSel testovat
Pleurotus ostreatus na pottebu mineralnich latek a zjistil, Ze produkce hlivy je vyssi na
substratech obohacenych vyssi koncentraci manganu. Tyto udaje byly dale testovany
Vv sérii tfi riznych davek siranu manganatého (170, 255 a 340g/ t substratu), poté tyto
udaje byly porovnany, zda byl ziskdn vyS$i vynos v porovnani s kontrolnim
substratem. Pozitivni vliv byl zpétné vidét z prvniho tydne sklizné s navratnosti +

21,7%, 28,8% a 35,5% ve srovnani s kontrolni variantou.

Nevelovy pramémé vynosy ukazuji pozitivni vliv pfidavkd siranu
manganatého, ale pokud jsou zkoumany jednotlivé zkousky, u¢inek davek nebyl tak
jasny. Za ucelem prozkoumani vlivu 3sérii siranu manganatého piti davkach 170, 255 a
340 g/ t plodiciho substratu, byly davky testovany na dvou rtiznych kmenech (Sylvan
HK 35 a K12). Vysledky této studie vykazovaly, Ze pfidanim siranu manganatého je
vytéznost vyssi. AvSak mezi ddvkami nebyl vyznamny rozdil. VyS$$i vytéZnost byla u
davek 170, 255 a 340g /t u kmene HK35, respektive s navratnosti + 20%, 17% a 18%
ve srovnani s kontrolou. U kmene K12 byly vys§i vynosy v tomto pofadi + 20, 17
19% ve srovnani s kontrolou. K podobnym vysledkiim jsme dosli i v naSem pokusu,
kdy bylo pouzito stejného kmene H35 a ptidani 6 a 2 molii siranu manganatého mélo

velmi dobry vliv na kolonizaci substratu oproti kontrolni varianté.
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Eichlerova a kol. (2000) kultivovala tfinact basidiomycet - odvozené izolaty hlivy
ustficné Florida (f6) kmene, liSici se v tirovni produkce enzymu ligninolytickych a
dalsich charakteristik (mira rozsiteni podhoubi, morfologie kolonii) od rodi¢ovského
kmene, péstovany na piirodnich substratech. Za téchto podminek byly studovany
ligninolytické enzymové aktivity, tbytek organické hmoty, rozklad polycyklickych
aromatickych uhlovodikd (PAH) a kolonizace na sterilni a nesterilni pudé¢. Aktivita
ligninolytickych enzymi byla podstatné vyssi u slamy nez v tekuté kultufe, ackoli
byly mezi izolaty méné vyrazné rozdily. Néktery z izolati ukéazal velmi dobrou
schopnost rozkladat lignocelulozové substraty (slama) a relativné vysoké ztraty
organické hmoty byl zjistény po 50 dnech kultivace u téchto kmenti. Ptivodni kmen 6
a izolaty B13 a B26 uspeésné rozlozily vSech sedm testovanych PAH sloucenin
ptitomnych v experimentalnich ptidnich vzorkach. Vys$$i nebo niz§i produkce
ligninolytickych enzymi testovanych izolati neméla zadny nebo podstatny vliv na
rozsah rozkladu organické hmoty. V tomto pokusu, bylo nalezeno Sest basidiomycét
dobfte rostoucich v nesterilni ptidé a vhodnych pro budouci biotechnologické vyuZziti.
K podobnym vysledkiim doSel 1 Hernandez (2003) pii péstovani hlivy na nesterilnim
substratu slozeném ze smési 70% travy, 20% kavovych vldken a 2 % Ca (OH);
v bednach. Kdy zjistili, ze je mozné pécstovat P. ostreatus na lignocelulozové,
nekompostované, nepasterované ptidé s pocatecni pH 8,7 a ze kompostovani po dobu

dvou az tfi dnti zvySuje biologickou ucinnost.

Chiu, Chan (2012) studoval do jaké miry a jak ovlivni mangan, vapnik a kadmium
vynos plodnic u Pleurotus pulmonarium, druh hlivy ustfiéné, V této studii pouzili
bézné péstitelské postupy a zkoumali uCinky kadmia (potenciondlni kontaminujici
latky z primyslovych zdrojt), vapniku (latka, kterd se nachazi v houbovém kompostu)
a mangan (latka, ktera byla prohlasovana, ze zlepSuje vynosy Pleurotus ostreatus).
Vsechny tii kovové soli neovlivnily sporulaci. Vapnik ptidani chloridu zkratil ¢as
potiebny pro houby, aby pIné¢ kolonizovaly kompost a zajistily lepsi vynos.
Nerozpustné soli vapniku ve vysSich koncentracich mély podobny 1 kdyz méné
vyrazny ucinek. Vapnik je zadouci pro péstovani hlivy ustiicné, ale neni nezbytny,
protoze sldma pro péstebni substrit je sama o sobé schopna poskytnout potiebné

mineraly. lonty kadmia sniZily vynos plodnic o 50%.
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Chloridy manganu zputsobily zpozdény rist mycelia hlivy a snizily vynos plodnic,
ale zvysil celkovy obsah aminokyselin v tfeni. Zatimco siran manganaty nijak vyrazné
nezvysil obsah manganu v plodnicich. V na$i praci bylo zjisténo, ze stfedni davky
hypermanganu méli dobry vliv na vyskyt plodnic u dvou pokusii. U substrata s niz§imi
koncentracemi siranu manganatého byl vliv manganu slabsi a plodnice se vyskytovaly

jen ziidka.

Cela tada praci se zminuje o obohacovani substrati pro péstované houby za
ucelem zvyseni obsahu zdravi prospé$nych latek (selen D vitamin). Tak na pt Stajic a
kol (2006). Se zabyvali nejvhodnéj$i zdrojem selenu pro obohacovani. Pokus
provadéli na hliveé usttiéné. Cilem jejich vyzkumu bylo prozkoumat ucinky tii zdroji
selenu, které byly v riznych koncentracich ptidany do médii, ze kterych je vstiebavala
mycelia. Selen byl pouzit ve formé seleni¢itanu sodného, selenanu sodného a oxidu
selenatého v nasledujicich koncentracich: 0.3mg/l, 0.7mg/l, Img/l a 1.3mg/l. Na
zakladé schopnosti absorpce a retence Se myceliem, se jako dobré zdroje Se prosadily
Na,;SeO3 a SeO,, které byly nejlépe vstiebany do plodnic hub. P#i koncentraci 1,3 mg/
| v substratu byl obsah selenu v plodnicich 530ug/g. Na,SeO, se ukazal jako méné
vhodny zdroj.. RemeSova (2008) zkousela podobny pokus, i na zampionech. Pro
pokus pouZila 99% seleni¢itan sodny pentahydrat (. Pro pokus pouzila 15 mg Na,SeO;
- 5H,0 a 30 mg Na,SeO; - 5H,0.A zjistila,, ze mnozstvi selenu v plodnicich stoupa

S mnozstvim piidaného seleniCitanu..

Feeney (2008) uvadi, Ze slozeni zivin a biologicky aktivni latky se mohou
znacn¢ lisit z davodu rozdild druhti hub, substratu nebo péstebniho substratu,
vyvojové faze a véku houby. Obsah Zivin v Cerstvych houbach souvisi s obsahem
vlhkosti, kterd je zavisla na podminkach béhem péstovani. VétSina hub produkuji ergo
sterol, prekurzor vitaminu D, vlivem slune¢niho nebo ultrafialového zareni. USDA
Databaze zivin pro standard referenéni ¢islo 16 list 76 1U, uvadi obsah vitaminu D na
100g Zampiond. Jini ve svych studiich uvadéji, Ze v houbach byla prokdzana Uplna

nebo &astedna absence vit. D. Zampion byl ozna¢en za nejlepsi zdroj vit D.

Baldridn (2006) uvadi, Ze aktivita lakdazy a Mn-dependentni peroxidazy byla
prokazana u riznych druhd hub. Existuje mnoho taxonomickych nebo fyziologickych
skupin hub, které obvykle neprodukuji vyznamné mnoZstvi téchto enzymil nebo je

produkuje jen nékolik druha.
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Produkce lakazy nebyla nikdy prokazana u nizsich hub, jako jsou Zygomycetes
a Chytridiomycetes. Existuje mnoho zaznamt, Ze je lakdza a Mn peroxidaza
produkovana saprotrofnimi houbami z tfidy Basidiomycetes, tzn. houbami bilé
hniloby, které zpusobuji degradaci ligninu. U Pleurotus ostreatus byla zjiSténa
produkce enzymt pouze intracelularni. Podstatnou ¢ast aktivity lakazy a Mn
peroxidazy v P. ostreatus vykazuje bunéénd sténa, zatimco v jiné houb¢ ttidy
Basidiomycetes, naptiklad Agricorus bisporus, nebyla c¢innost téchto enzymu v

bunécéné sténé nalezena.

Me¢étenim aktivity lignolytickych enzymli v naSem pokusu, bylo zjisténo, Ze
aktivita lakdzy vykazovala nejlepSich vysledkli na substratech oSetfenych vys$imi
koncentracemi hypermanganu a siranu manganatého. Pro ziskani vyssi aktivity lakazy
se osvédcilo oSetfeni substratu 14, 18 a 20 moly. Celkové nizké aktivita lakazy byla
zaznamenana u 1. a 3. terminu méfeni ptirtstkd. V 7 teminu méteni byla nizka aktivita
lakdzy jen u nékterych koncentraci. V porovnani v oSetfeni substratu byla aktivita
lakazy vyss$i u oSetfeni substrau hypermanganem. U aktivity Mn - peroxidazy je to
podobné, kdy v porovnani s ristem piirastki mycelia je aktivita vys$i u substrati
oSetfeny vyS$imi koncentracemi siranu manganatého a hypermanganu. Nejvyssi
aktivita byla zaznamenana u oSetfeni hypermanganem koncentraci 18 a 20moly

¢tvrtého, 18moly patého a 20moly Sestého terminu méieni.

Déle Baldrian (2006) uvadi, ze v prvnich dnech kultivace substratu byla
aktivita lakazy vyssi, kolem 80 — 100%, v prab¢ehu kultivace se aktivita snizila az na
30%. Ptedpokladem bylo, Ze hlavnim zdrojem variability je nezavisly vyvoj
enzymatické aktivity na jednotlivych kulturach. Z vypracovanych grafi méfeni
aktivity ligninolytickych enzymii v nasich pokusech bylo zjiSténo, Ze aktivita lakazy je
vy$§i u starStho mycelia odebraného po 22 dnech ockovani a mladS$i mycelium
vykazovalo a dost niz$i aktivitu lakazy,toto potvrzuje o Baldrian (2006), ze aktivita
lakdzy a Mn peroxiddzy je dana stafim mycelia, vlhkosti substratu a dostatkem
kysliku. Také se ukazalo, ze kultury s vyssi aktivitou lakézy vykazuji vysokou
produkci druhého lignolytického enzymu Mn — dependentni peroxiddzu. Variabilita

aktivity ligninolytickych enzyml miZe byt zpiisobena riiznymi zdroji inokula.
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Podobn¢ uvadi Riihlet. al.,(2008), kdy provadéli pokus kultivace
Pleurotus ostreatus u kmeni 030 a K12 na pSeni¢né¢ slameé v prumyslovych
podminkach. Lignolytickd aktivita byla sledovdna v prubéhu péstebniho obdobi,
béhem kultivace mycelia. V této praci dosli k vysledkiim, ze lakdza, mangan
peroxidaza ( MnP ) a univerzalni ( mangan - nezavisly ) peroxidaza vykazovali
vysokou aktivitu ve vegetativni fazi ristu mycelia a pokles aktivity téchto enzymi
zacal po zahajeni tvorby plodnic. Pfimo po sklizni ve vSech pozorovanych vinach,
doslo k prudkému nartstu vSech tii enzymatickych aktivit v substratu pro oba kmeny
(maximalni aktivity pro lakazou 1/1-03/1 U / ml, pro MNP 15 - 16 U / ml a pro VP
01/01-4/01 U / ml).

Podle naSich vysledki hodnota pH kolonizovaného substratu myceliem
Pleurotus ostreatus a osSetfeného pouze vodou méla 5,2. Hodnoty pH oSetfeného
substratu byly podstatné vyssi v rozmezi pH 6,9 — 7,4. Podle Jablonského a Saska
(2006) se optimalni hodnoty pH pro rist podhoubi pohybuji v rozmezi 5,5 — 6,5 a
béhem kolonizace substratu se hodnoty pH méni. Jiné hodnoty pH ma substrat ve

vnittnich vrstvach a podstatné nizsi hodnoty pH ma

substrat na povrchu. CoZz potvrzuje, ze méieni aktivity lakdzy v naSem pokusu

vvvvvv

Podobn¢ uvadi Souza a Peralta (2003), ze lakdza vykazuje optimalni aktivitu pti pH

4,0a5,5.
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7 Zavér

Bylo prokazano, ze vyrazny vliv na rychlost prorustani mycelia Pleurotus
ostreatus mél piidavek 6moli hypermanganu a 6moli siranu manganatého do
substratu ze slaménych pelet. Podobnych vysledkti bylo dosazeno na substratu

osetfeném 2moly hypermanganu.

U substratu osetieného pouze destilovanou vodou byla rychlost rustu mycelia
nizka. Snizené ptirastky mycelia Pleurotus ostreatus byly zaznamenany na substratech

oSetfenych 18 a 20moly hypermanganu, 1 siranu manganatého.

Stanovenim aktivity ligninolytickych enzymi, lakdzy a dependentni Mn -
peroxidazy bylo zjisténo, ze na zacatku proristani mélo mycelium, odebrané cca po 22
dnech od naockovani vyssi aktivitu lakédzy nez mycelium, které bylo odebrano cca po
36 dnech od naoCkovani. V porovnani aktivity lakédzy na substratech oSetfenych
hypermanganem a siranem managanatym bylo ziejmé, Ze aktivita lakdzy byla vySsi u

vzorkil odebranych na substratech oSettenych hypermanganem.
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9.2 Ptiloha & 2: Tabulky

V tabulkach mizeme vidét rust mycelia v jednotlivych zkumavkach, za ptidani urcité
koncentrace hypermanganu a siranu manganatého 1,2,3,4,5 a 6 moly a kontrolni
varianta, tzn. bez pridani hypermanganu a siranu manganatého. Nékteré prirastky se
shodovaly a v nékterych piipadech se liSily o milimetry. Divodem mize byt
nestejnomérné ockovani sadbou. Zelené oznacend Cisla znamenaji prvni znamky

vyskytu plodnic hlivy.

* K — kontaminace

Tabulky 1. — 7: PFirastky mycelia v 7 - 8 dennich intervalech
Pokus ¢. 1: zalozeno 3.4. 2012 , ukonceno 9.5. 2012

Omol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 4.4 3.4 2,1 2,9 2 1,9 2,5 24 2,7

2. méreni 7 6,2 3,2 5,3 3,4 3,4 52 |46 |48

3. méreni 11,6 10,7 9,2 104 17,9 7,7 10,3 19,8 8,6

4. méreni 16,1 15 144 1145 |12 11,4 14,3 13,9 [13,9

5. méreni 25 19,7 19,2 19,2 ]16,5 15,8 19,5 18,9 [19,2
1mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 3,7 2 3,1 3,8 2,2 2,2 2,6 2 2,7

2. méreni 6,6 5 6,2 6,8 5,6 5,9 55 3,2 5,6

3. méreni 11,7 11 12 125 11,7 12,3 11,9 11,2 [11,8

4. méreni 16,3 15,5 17,2 17,7 ]16,2 16,7 155 |15,1 (16,3

5. méreni 21,2 |21 236 23,7 |211 21,3 20,2 |20 21,5
2mol osal |osa?2 [osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 4 2,7 3 2,7 2,9 3,2 3 2,6 3

2. méreni 7,4 4,8 5,3 4,6 6,6 6 55 55 5,7

3. méreni 13,2 12,1 11,4 10,6 |12,8 12,3 11,9 |11,2 [11,9

4. méreni 17,6 17,1 16,4 15,2 |17,7 17,6 15,2 |15,6 [16,6

5. méreni 23,6 235 21 20,7 |25 25 20,3 120,5 22,5




3mol osal |osa2 [osal [osa2 [osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 3,6 4 2,7 3,1 3,2 3,7 3,2 2 3,2

2. méreni 6 7,2 5,4 5,5 6,5 7,2 6 4,6 6,1

3. méreni 12,5 13 10,7 10,5 12,6 13,3 12 11 12

4. méreni 17 17,4 15 14,8 17,5 18,4 16,9 16,2 |[16,7

5. méreni 22,3 22,6 20,5 20,3 23,2 23,9 23,4 121,4 122,2
4mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 2,7 3 3,4 3,3 3 3,2 34 |3 3,1

2. méreni 5,5 5,5 6,7 7 5,6 6,7 7 6,8 6,4

3. méreni 11,5 11,5 12,9 13,2 12,5 12,7 13,5 |13 12,6

4. méreni 15,7 16 17,6 18,1 17 17,6 18,2 17,8 [17,3

5. méfeni 20,6 21,3 24,5 24,5 23 23,5 245 245 (23,3
5mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 3,1 2,8 2 2,5 2 2,9 35 |33 2,8

2. méreni 6,5 5,7 51 5,5 4 5,6 6,8 6,3 5,7

3. méfeni 12,2 11,5 10,9 11,7 10,5 11 12,3 112,4 11,6

4. méreni 17 16,8 16,4 16,8 15,7 15,5 17,3 1175 [16,6

5. méreni 20,1 22,6 22,6 [225 [216 21,2 23 23,4 22,1
6mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 1,9 2,7 3,4 3 3 2,3 3 2,8 2,8

2. méreni 5 5,8 6,5 5,6 5,6 4,2 5,8 6,4 |56

3. méreni 11,5 11,6 12,3 11,4 11,2 10,1 114 1115 (11,4

4. méreni 16,5 16,2 16,6 15,7 16,2 15,4 16 16,2 16,1

5. méreni 21,5 21,5 21,4 21,2 21,7 21,3 22,2 21,4 [21,5
Tabulky €. 8 — 21: Prirtstky mycelia

Pokus €. 2: zaloZeno 14.6. 2012 , ukon¢eno 20.7. 2012

Hypermangan

Omol osal |osa?2 [osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 14,2 14,2 129 12,3 |12 13 13,6 |13 13,2

3. méreni 18,7 18,7 17,5 17 16,7 17,7 18 17,5 18,1

4. méreni

5. méreni




2 mol osal |osa2 [osal [osa?2 [osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 12,9 12,5 144 (14,2 (10,2 10,4 12,9 |13,6 (12,6

3. méreni 16,8 16,7 185 [18,8 (15 15,1 16,9 |17,7 (17,3

4. méreni

5. méreni

6 mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni

2. méreni 13,7 13,8 14 13,7 (13,1 13,7 13,6 |13,6 [13,7

3. méreni 18,2 17,9 18,3 [17,9 [17,7 18 17,6 18,1 (18,2

4. méreni

5. méreni

10 mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni

2. méreni 13,8 13 13 13,2 |13,6 13 K K 13,4

3. méreni 18,2 17,5 17,5 |18 18,4 17,8 K K 18

4. méreni

5. méreni

14mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 13,3 13,4 13,4 13,3 |13,6 12,7 13,5 |13,1 [13,3

3. méreni 17,8 17,5 175 176 |17,2 16,7 18 176 17,7

4. méreni

5. méreni

18 mol osal [osa?2 |osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 13,1 12,8 13,2 13,2 |13,8 13,6 13,3 |13,5 [13,3

3. méreni 17,5 17,3 18 17 18,3 18,2 175 |17,6 (17,6

4. méreni

5. méreni




20 mol osal |osa2 [osal [osa2 [osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 12,4 12,5 125 |135 (13 12,2 13,1 |125 [12,7

3. méreni 17 17,2 16,5 |17,7 |17 16,6 18 175 (17,3

4. méreni

5. méreni

Siran manganaty

Omol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni

2. méreni 13,7 14 13,3 13,5 ]14,3 13,3 13,5 |13,3 [13,6

3. méreni 18,2 17,6 175 |175 |19 19,4 18 18,3 (18,2

4. méieni

5. méreni

2mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 11,6 12,3 12,4 13,1 |13,1 12,2 11,9 |135 [125

3. méieni 16,5 16,3 175 17,3 |17 17,7 18 175 (17,2

4. méreni

5. méreni

6 mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 14 14,2 143 14,7 |14,6 14,5 14 135 (14,2

3. méreni 18,5 18 18,5 |18 19 19,3 18,2 |18 18,4

4. méreni

5. méreni

10 mol osal |[osa?2 [osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 13,5 13,8 11,8 11,5 |13,6 14,2 134 12,4 |13

3. méreni 17,6 17,8 155 156 |19 18,4 18 18,2 17,5

4. méreni

5. méreni




14 mol osal |osa2 [osal [osa2 [osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni

2. méreni 10,6 10 13,5 13,8 |12,5 13,2 12,8 |13,8 (125

3. méreni 15 15 175 (17,7 (17,7 17,2 185 |185 (17,1

4. méreni

5. méreni

18 mol osal |osa?2 [osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni

2. méreni 12,4 11,5 12 12,2 (11,8 12,2 11,1 11,2 (11,8

3. méreni 16 15,4 16 16,1 |16 16,2 15 14,8 [15,7

4. méreni

5. méreni

20 mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni

2. méreni 12,3 11,5 12 12,1 (13,2 12,3 11,8 |12,4 [12,2

3. méreni 16,5 16 16,1 [16,56 [17,2 16,3 16,4 |16,7 [16,5

4. méreni

5. méreni

Tabulky €.22 — 34: Prirtistky mycelia v 7 - 8 dennich intervalech

Pokus ¢. 3: zalozeno 17.10. 2012 , ukonceno 21.11. 2012

Hypermangan

2 mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 4,3 4 4 3,6 3,9 4,2 4,2 3,9 4

2. méreni 9,2 9,2 8,6 8,5 9 9 8,5 8,5 8,8

3. méreni 14,2 14,6 134 12,9 ]13,9 13,9 13,3 12,9 [13,6

4. méreni 196 |20 185 17,8 194 19 18,4 |17,7 |18,8

5. méreni 24 24 24 24 24 24 24 24 24

6 mol osal |osa?2 [osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 45 4,6 4,5 4,3 4,7 4,3 4 3,7 14,3

2. méreni 9,4 9,5 9,7 9,9 9,9 9,4 9 8,9 9,5

3. méreni 14,4 14,2 145 14,8 |149 14,2 13,7 |14 14,3

4. méreni 19,7 19,5 196 19,6 |215 19,9 19,1 |19 19,7

5. méreni 24 24 24 24 24 24 24 24 24




10 mol osal |osa2 [osal [osa2 [osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 4,5 4 4,2 4,1 47 4,1 37 |46 |42

2. méreni 9,5 9,2 9,5 9,3 9 8,6 8,6 10 9,2

3. méreni 14 13,5 13,5 13,7 |13 12,5 13,3 |14,4 [135

4. méreni 19,4 18,7 189 189 |18 17,6 18,1 |19,2 [18,6

5. méreni 24 24 24 24 22,2 22,5 24 24 23,6

14 mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 3,2 3,5 4 3,9 3,5 4 41 (45 |38

2. méreni 7,7 8,2 8,9 8,7 7,4 8,6 9 9,2 8,5

3. méreni 12 12,5 13,1 [13,3 (12 12,5 135 |14 12,9

4. méreni 17 17 18 18 16,5 17,2 18,2 18,4 |[175

5. méreni 215 22,7 235 [233 |21 21,6 22,2 (23,1 [224

18 mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 3,2 4 41 45 42 3,7 38 |4 3,9

2. méreni 8 8,6 9 9,1 8,1 7,5 8 8,8 8,4

3. méreni 12,7 13,9 13 13,2 (12,7 12 12,7 13,6 |13

4. méreni 17,7 18,5 178 17,5 ]16,8 16,9 17,6 |18 17,6

5. méreni 22,8 23,3 22 21,7 212 21,4 22,5 (22,7 [22,2

20 mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 4,1 3,7 4 4 4,1 4 3,5 3,9 3,9

2. méreni 9 8,2 7,8 8,5 9,2 8,6 8,1 9 8,6

3. méreni 13,2 12 125 129 |13 12,5 12,4 12,9 [12,7

4. méreni 18,5 17,5 16,7 |17,4 |184 18 18,4 18,8 [18

5. méreni 24 24 216 (21,8 (24 24 24 24 23,4
Siran manganaty

0 mol osal [osa?2 |osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 3,7 4 4 3,9 3,7 3,4 33 [3,6 3,7

2. méreni 8 8 8,1 8 7,6 7,6 74 |74 |78

3. méreni 12,1 12,3 125 |12 12 11,2 11,2 |11 11,8

4. méreni 16,9 16,9 17,2 16,8 |16,5 15,5 15,2 15,2 (16,3

5. méreni 214 22,1 22,1 (22,2 [20,4 19,8 19,4 |19,1 [20,8




2mol osal |osa2 [osal [osa2 [osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 3,6 4,4 4,5 4,2 4,2 3,9 35 [36 |4

2. méreni 8,3 8,6 8,7 9,3 8,5 8,1 7,8 8,5 8,5

3. méreni 12,7 13 136 136 |12,5 12,5 12 12,3 12,8

4. méreni 17,4 17,5 17,9 |18 17 17,1 17 17 17,4

5. méreni 225 2272 23,5 23,3 |21,7 21,8 21,8 22,6 (22,4

6 mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 3,8 4 3,1 3,6 3,2 3,9 36 [35 |36

2. méreni 9 8 6,9 7,2 7,6 8,4 8,3 7,7 7,9

3. méreni 13,5 12,1 11,8 (11,8 (11,1 11,7 12,7 125 [12,2

4. méreni 18,1 17,1 16,5 |16,6 |16,7 16,6 176 |174 |17

5. méreni 23 22,4 22,4 |23 22,6 22,5 24 24 23

10 mol osal |osa2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 4 4 4 3,7 3,7 3,7 36 [37 |38

2. méreni 8,4 8,2 8,6 8,4 8,2 8,2 8,5 8,1 8,3

3. méreni 12,7 12,5 13 12,3 (12,5 12,7 12,2 12,6 (12,6

4. méreni 17,5 16,8 17,7 |175 |[17,4 17,2 176 |17,1 |17,4

5. méreni 22,2 21,6 22,8 [22 22,1 21,8 22,3 1219 22,1

14 mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 3,7 3,7 3,7 3,9 3,6 3,5 3,7 |39 |37

2. méreni 8 7,2 8 8,1 7,4 7,3 8 8,1 7,8

3. méreni 12,2 11,7 125 12,2 |11,2 11,7 12,4 12,7 (12,1

4. méreni 16,3 16,2 17,1 |17 15,2 15,9 16,9 |16,9 (16,4

5. méreni 21 21 212 (21,3 [19,9 20 21,1 21,6 20,9

18 mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 3,6 4,1 4 4 3,5 4 36 |3,6 3,8

2. méreni 8,3 8,5 8 8,5 7,7 8 7,5 74 |8

3. méreni 12,7 12,6 12,1 12,3 |11,8 12,1 11,9 |11,2 [121

4. méreni 17 17,3 164 |16,8 |16 16 16,5 |16 16,5

5. méreni 21,1 |22 21 21 20,2 20,5 21 21 21

20 mol osal |osa?2 [osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 4.4 4,5 3,5 4 3,7 4,1 39 |46 |41

2. méreni 8,4 8,5 7,8 8,4 7,5 8 8,1 8,8 8,2

3. méreni 13,2 12,9 12 125 11,9 12,6 12,5 12,7 (12,5

4. méreni 17 17,3 169 17,1 |16,4 17 17 17,3 |17

5. méreni 215 221 212 (21,7 |[21,7 22 21,7 22,3 21,8




Tabulky ¢. 35 — 47: Priristky mycelia v 7 - 8 dennich intervalech
Pokus ¢. 4: zaloZeno 17.1. 2013 , ukonéeno 1.3. 2013

Hypermangan

Omol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 3,6 3,9 4 4,2 4.4 4,3 42 145 14,1

2. méreni 7,7 7,4 8,3 8,4 8 7,6 8,5 84 |8

3. méreni 12,1 12 122 (12,9 (13,2 12,4 13,3 |12,6 [12,6

4. méreni 15,7 13,9 15,3 |16 17 16 16,7 |16,1 |[15,8

5. méreni 19 15,4 19,1 (19,1 (20,5 19,7 20,4 |19,5 19,1
2mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 3,2 3,2 3,6 3,5 3,4 3,8 3,7 [38 |35

2. méreni 5,4 5,5 6,8 5,9 5,5 6 6,1 6,2 5,9

3. méreni 8,6 9 10,3 19,8 8,4 8,5 9,2 94 |92

4. méreni 10,4 10,6 126 (13,1 (10,9 11,1 11,2 |116 [(114

5. méreni 13 13,4 16,1 [16,4 [13,6 13,6 14,3 14,3 (14,3
6mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 3,9 3,8 4,5 4 4 3,5 38 [42 |4

2. méreni 8 7,9 8,6 8,3 6,4 5,8 7,9 8,5 7,7

3. méreni 12,7 12,6 12 11,1 ]9,1 9,1 12,3 |13 11,5

4. méreni 16,4 16,2 14 13,6 |11 11,5 16 16,2 (14,4

5. méreni 20 19,9 16,9 |16,2 |13,2 13,6 19,6 |20 17,4
10mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 5 4,5 4,6 4,5 4,4 4 43 |38 |44

2. méreni 9,2 8,9 8,5 8,6 8,2 8,4 8,2 7,9 8,5

3. méreni 13,3 12,9 122 |12 11,9 12,4 12,6 |12 12,4

4. méreni 16,6 16,4 156 145 |14 14,3 16,2 |15,8 (154

5. méreni 20,4 19,8 195 189 |18 18 19,5 (19,4 (19,2
14mol osal |osa?2 [osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 4.4 5,3 4.4 4,2 4,3 4,9 39 |46 |45

2. méreni 9 9,1 8,4 8 9,4 10 7,3 8 8,7

3. méreni 13,1 13,2 12,3 |12 13,6 14,2 11,1 12,1 (12,7

4. méreni 16,4 17 16,1 |156 |17 17,8 14,7 15,7 [16,3

5. méreni 199 |21 20,1 (19,8 [20,6 20,9 17,9 19,6 |20




18mol osal |osa2 [osal [osa2 [osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 4 4,6 4,2 4,5 4,2 4,6 4 42 14,3

2. méreni 8,6 8,6 8,9 8,9 7,8 8,6 74 18,1 8,4

3. méreni 21,9 13,2 132 (12,8 (11,8 12,9 10,9 |12 13,6

4. méreni 17 17,1 17,1 |16,56 |[15,2 16,2 14 16 16,1

5. méreni 20,6 20,4 21,2 20,2 ]19,3 20,5 18 19,8 |20
20mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 4,7 4,4 4,5 3,9 4,5 4,7 45 |38 |44

2. méreni 7,8 7,2 6,2 6,7 7,6 8,2 8,6 7 7,4

3. méreni 10,8 11,2 10,2 |10 10,1 12 11,2 19,7 10,7

4. méreni 14 13,3 13,1 [12,2 (12,6 14,4 13,7 |13 13,3

5. méreni 17,1 15,8 16,6 153 |15 17,2 16,2 |16,5 [16,2
Siran manganaty

2 mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 4 3,8 4,1 4.4 3,8 4,1 47 |4 4,1

2. méreni 8,3 8,6 8,2 8,5 7,9 8,2 9 8,8 8,4

3. méieni 13,1 13,2 129 12,7 |12,6 12,8 135 |13,5 [13

4. méreni 16,9 17 17,1 16,6 |17 16,7 17,4 175 |17

5. méreni 20,3 21,1 20,4 (20,3 (20,9 20,5 21,4 1216 20,8

6 mol osal |osa2 |osal |osa?2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 3,8 3,9 3,7 3,8 3,7 3,5 3,7 |43 |38

2. méreni 7,6 7,8 7,5 7,4 7,8 7,4 7,9 8,3 7,7

3. méreni 12 11,8 11,2 11,3 11,4 11 12 12 11,6

4. méreni 16,1 15,2 145 14,3 |14,9 14,6 155 |15,2 |15

5. méreni 19,6 18,3 18,2 |18 18,9 19 18,6 |18,5 [18,6

10 mol osal [osa?2 |osal |[osa2 |osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 45 4,2 4,2 3,9 3,8 3,7 42 144 |41

2. méreni 8,9 8,4 8,1 7,8 8 7,6 8,1 8,9 8,2

3. méreni 12,9 13 12 11,4 |12,4 12 11,8 12,3 [12,2

4. méreni 16,4 16,6 155 |15 15,8 15,3 15,1 15,9 [15,7

5. méreni 20 19,8 19,7 19,2 |19,5 18,2 19 20 19,4




14 mol osal |osa2 [osal [osa2 [osal osa2 |osal|osa?2|Primér
1. méreni 4.4 3,8 3,7 3,6 3,5 4,1 42 (43 |4

2. méreni 8,7 8 7,1 7,2 7,6 7,9 8 7,7 7,8

3. méreni 12,8 12,2 11 10,7 11,2 11,8 11,8 11,2 [11,6

4. méreni 16 15,4 141 (14,1 (14,6 15 15,6 |15,1 |15

5. méreni 19,5 18,8 176 |[17,8 [18 18,4 20,1 19,3 |18,7

18 mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 3,8 4 4 3,8 4 4,8 38 |4 4

2. méreni 7,6 7,9 7,7 7,4 7,9 8,8 7,5 8,2 7,9

3. méreni 11 11,2 115 [11,3 (12 12,5 11,6 |11,8 [11,6

4. méreni 14,1 14,6 146 |[145 [15,6 15,8 14,2 113,6 [14,6

5. méreni 17,7 16,3 18 18,4 ]19,5 20 17 17,2 |18

20 mol osal |osa?2 |osal |[osa2 |osal osa?2 |[osal|osa?2|Pramér
1. méreni 2,6 2,7 3,2 3,3 3 3,4 2,8 |3 3

2. méreni 4,8 5 5,3 4,9 5,3 5,7 5,2 5,7 5,2

3. méreni 8,2 8,6 8,5 7,2 8 7,9 6,9 7,2 7,8

4. méreni 11,5 11,8 11,6 19,8 9,6 9,4 10,3 9,8 10,5

5. méreni 14,4 14,8 126 |12 10,8 11 12 116 (12,4

Tabulky¢. 48 — 56: Prirtistky mycelia v 7 - 8 dennich intervalech
Pokus ¢.5: zalozeno 7.2. 2013 , ukonceno 8.3. 2013

Hypermangan

0 osal |osa2 |osal |osa2 |pramér
1. méreni 4.4 4 4,6 3,8 4,2

2. méreni 9,1 8,8 9 9 9

3. méreni 13,2 13,2 13,3 [13,6 [13,3

4. méreni 18 17,1 175 |18 17,7
2mol osal |osa2 |osal |osa2 |pramér
1. méreni 3,9 3,8 4 3,7 3,9

2. méreni 8,3 8,3 8,6 8,2 8,4

3. méreni 11,5 12,2 12,2 12,4 12,1

4. méreni 15,5 16,2 16,1 16,3 16




6mol osal |osa2 |osal |osa2 |pramér

1. méreni 3,6 3.4 3,6 3,9 3,6

2. méreni 7,9 8,2 7,6 8,4 8

3. méreni 11,2 12,2 109 (12,1 (11,6

4. méreni 15,9 16,4 158 (16,2 (16,1

10mol osal |osa2 |osal |osa2 |pramér

1. méreni 4.2 3,9 4 3,7 4

2. méreni 8,4 8 8,6 7,8 8,2

3. méreni 11,5 11,5 12 11,7 11,7

4. méreni 15,6 16,2 16 16,5 (16,1

14mol osal |osa2 |osal |osa2 |pramér

1. méreni 4.3 3,9 4,2 3,8 4.1

2. méreni 8,4 7,9 8,9 8 8,3

3. méreni 12,2 11 128 (11,2 (11,8

4. méreni 16,7 14,7 176 [149 (16

18mol osal |osa2 |osal |osa2 |pramér

1. méreni 3,9 4 4 3,8 3,9

2. méreni 8,3 8,2 8,4 8,1 8,3

3. méieni 12,2 11,7 126 11,8 |12,1

4. méreni 16 16,7 16,6 16,6 16,5

20mol osal |osa2 |osal |osa2 |pramér

1. méreni 3,6 3,9 3,8 4 3,8

2. méreni 7,5 7,7 7,9 8 7,8

3. méreni 11 12,2 10,9 11,9 11,5

4. méreni 15 15,8 15,3 16,2 15,6

Siran manganaty

2mol osal osa?2 osal osa?2 pramér
1. méreni 4,2 4,3 4,1 4,2 4,2
2. méreni 9,2 9,3 8,6 9,2 9,1
3. méreni 14,1 14,7 13,5 14,3 14,2
4. méreni 18,2 19,1 18 18,9 18,6




6mol osal osa?2 osal osa?2 primér
1. méreni 4,2 4,2 4,5 3,5 4,1

2. méreni 9 8,4 9 8 8,6

3. méreni 13,7 13,4 14,1 13 13,6
4. méreni 18,1 18,3 18,7 18,2 18,3
10mol osal osa?2 osal osa?2 pramér
1. méreni 4 4 4,1 4 4

2. méreni 8 8,4 8,2 8,4 8,3

3. méreni 12,3 12,5 12,4 12,5 12,4
4. méreni 17,6 17,9 17,6 17,9 17,8
14mol osal osa 2 osal osa 2 pramér
1. méreni 3,6 4,2 3,5 4,5 4

2. méreni 7.8 8,9 7,5 9,2 8,4

3. méreni 11,6 12,5 12,7 13,2 12,5

4. méreni 16,7 17 16 17,8 16,9
18mol osal osa?2 osal osa?2 pramér
1. méreni 3,8 3,5 3,9 3,2 3,6

2. méreni 8,4 7,6 8,3 7,5 8

3. méreni 12 11,2 12,3 11,3 11,7

4. méreni 16,8 14,8 17 15,1 15,9
20mol osal osa?2 osal osa 2 pramér
1. méreni 3,5 4 3,9 3,8 3,8

2. méreni 8 8 8,8 8,6 8,4

3. méreni 12,3 12,9 12,4 13 12,7

4. méreni 16,9 17,4 16,7 18 17,3
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9.3.2 Grafy statistického vyhodnoceni

Grafy znazornuji jednotlivé terminy méfeni pfirustkt Pleurotus ostreatus. Tyto

pokusy byly vypracovany programem Statistika.

Graf ¢. 4 — 8: Statistické vyhodnoceni pokus ¢. 1
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Graf ¢. 9 — 10: Statistické vyhodnoceni pokus ¢. 2
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Graf ¢. 11 — 15: Statistické vyhodnoceni pokus €. 3
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Graf ¢. 16 — 20: Statistické vyhodnoceni pokus ¢. 4
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Graf ¢. 21 — 24: Statistické vyhodnoceni pokus ¢. 5
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