Ceska zemé&délska univerzita v Praze

Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra agroenvironmentalni chemie a vyzivy rostlin

CESKA ‘
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Pestovanie jedlych a lieCivych hub na substratoch

pripravenych fermentaciou pilin

Diplomova praca

Autor prace: Adam Brezani

Obor studia: Ekologické zemédelstvi
Vedouci prace: prof. Ing. Pavel Tlustos, CSc.
Konzultant: Ing. Ivan Jablonsky, CSc.

© 2017 CZU v Praze



Cestné prehlasenie

Prehlasujem, ze svoju diplomova pracu "Pestovanie jedlych a lieivych hub na
substratoch pripravenych fermentaciou pilin" som vypracoval samostatne pod vedenim
vedtceho diplomovej prace a s pouzitim odbornej literatiry a d’alSich informaénych zdrojov,
ktoré su citované v praci a uvedené v zozname literatiiry na konci prace. Ako autor uvedenej
diplomovej prace d’alej prehlasujem, Ze som v stvislosti s jej vytvorenim neporusil autorské

préava tretich osob.

V Prahe dna 13. 4. 2017




Pod’akovanie

Rad by som touto cestou pod’akoval prof. Ing. Pavlu Tlustosovi, CSc. za doveru
avedenie diplomovej prace. Dalej potom Ing. Ivanovi Jablonskému, CSc. za podrobné
zasvitenie do problematiky, pomoci pri zakladani pokusov a nespocetné mnozstvo odbornych
rad. Nasledne chcem pod’akovat’ ¢lenom a veducim Katedier agroenvironmentalni chémie
a vyzivy rostlin, chémie a zahradnictvi za poskytnuté zazemie pre pokusy a ich pomoc pri
spracovani analyz vzoriek. Dakujem Ing. Katefiné Svobodové, Ph.D. z Mikrobiologického
ustavu AV v Praze za pomoc pri stanoveni enzymatickej aktivity a RNDr. Davidovi
Novotnému, Ph.D. z Vyskumného ustavu rostlinné vyroby v Praze, za poskytnuté kmene
asadbu sktimanych hub. Vysledky ztejto diplomovej prace boli pouzité v projekte
TACR 04020329 ,,Vyzkum a vyvoj technologie vyroby substratl pro péstovani druhi jedlych

a lécivych hub s vyuzitim odpadnich surovin a odpadniho tepla z bioplynovych stanic®.



Pestovanie jedlych a lieCivych hub na substratoch

pripravenych fermentaciou pilin

Sahrn

Existuje mnoho §tadii o problematike kultivacie hib na ligninolytickych odpadoch,
avSak malo z nich sa zaoberalo ich kultivaciou na ihli¢natych pilinach. V préaci Croan (2004)
bolo ukazané, ze upravou ihli¢natych pilin fermentaciou je mozné ziskat’ substrat, na ktorom je
mozné kultivovat’ jedl¢ a liecivé huby. Vd’aka tomu by bolo mozné tento 'ahko dostupny,
ale zatial’ malo ekonomicky zaujimavy material zhodnotit’. Ihli¢cnaté piliny, musia vSak prejst’
upravou, pri ktorej st odburané prchavé organické latky, ktoré zabranuji uspesnej kolonizacii
substratu hubou.
Ciel'om prace bolo zistit', ¢i fermentaciou smrekovych pilin je mozné pripravit’ substrat vhodny
pre pestovanie jedlych a lieCivych hub, zaroven preukézat, ¢i je kvapalnd zlozka digestatu
(fugat) vhodna pre zlepSenie procesu fermentacie pilin.
V ramci predlozenej diplomovej prace boli smrekové piliny fermentované po dobu 3, 6, alebo
9 tyzdnov. U niektorych variant bol vyuZzity 5 % pridavok fugatu na podporu mikrobialnej
aktivity. Tym sa urychl'uje a zefektiviiuje samotna fermentécia. Nasledne, na tychto variantach
fermentovanych pilin boli kultivované jedlé a lie¢ivé huby Pleurotus ostreatus (Jacq.) P.
Kumm., Pleurotus eryngii (DC.) Quél., Hericium erinaceus (Bull.) Pers. a Ganoderma lucidum
(Curtis) P. Carst. Pri kazdom pokuse boli pouzité aj bukové piliny ako kontrolna varianta.
Z fermentovanych smrekovych pilin bola vybrana varianta po 6 tyzdiioch oSetrenia s pridavkom
fugatu (F6), ktora sa na zaklade prevedeného pokusu t.J. sledovania intenzity rastu mycélia na
jednotlivych substratoch, fermentovanych po r6znu dobu, javila ako najvhodnejSou alternativou
pre kultivaciu jedlych a liecivych hub. Zaroven bolo vykonané stanovenie prchavych
organickych latok u smrekovych pilin, priCom v 6. tyZzdni fermentdcie boli tieto latky
redukované z 31,86 mg/kg na 10,47 mg/kg u varianty F6. Tato fugatom obohatena varianta bola
porovnavana s bukovymi pilinami a s variantou smrekovych pilin fermentovanych po dobu 6
tyzdnov, ale bez pridavku fugatu (B6). Na tychto troch substratoch boli opakovane vykonané
kolonizacie substratu jedlymi a lie¢ivymi hubami, stanovend aktivita ligninolytickych
enzymov, pomer C : N, zmena hodnoty pH substratu pocas kolonizicie a stanoveny obsah
ligninu pred a po kolonizacii hubou.
Na zéklade tychto informacii bolo ustdené, Ze substrat upraveny fermentdciou po dobu 6

tyzdnov s 5 % pridavkom fugétu je tou najvhodnejSou variantou pre kultivaciu jedlych a



lie¢ivych hub. Tento substrat bol v rychlosti kolonizacie substratu hubami Pleurotus ostreatus,
Pleurotus eryngii a Ganoderma lucidum rovnako efektivny ako bukové piliny. Najlepsie sa
darilo na oSetrenych smrekovych pilinach Pleurotus ostreatus a bolo zistitené, ze Hericium
erinaceus nie je schopna tieto druhy substratov tispe$ne kolonizovat'.

Nakol'ko smrekové piliny a fugat st 'ahko dostupnym materidlom jedna sa o vel'mi zaujimavy

segment s moznostou uplatnenia v ekologickom polnohospodarstve v ramci diverzifikacie

vyroby.

Kli¢ova slova: Huby, enzymy, fugat, piliny, mycélium, fermentacia.



Cultivation of Edible and Medicinal Mushrooms at

Growing Substrates Made of Saw Dust Fermentation

Summary

Many studies were focused on cultivation of edible and medicinal mushrooms at
lignocellulose waste materials, but only few have dealt with cultivation of those mushrooms at
coniferous sawdust. Croan (2004) showed, that fermentation of coniferous sawdust may lead to
substrate which is suitable for growing mushrooms. Due to this fact, it is possible to convert
this low value wood waste into gourmet and medicinal mushrooms. Coniferous sawdust needs
to undergo treatment, getting rid of volatile organic compounds that inhibit successful
colonization of those substrates by fungi.
The goal of my thesis was to employ the fermentation to treat coniferous sawdust and evaluate
suitability of this option to create a substrate for cultivation of edible and medical mushrooms.
Moreover, we aimed to prove whether a liquid part of digestate is advisable for enhancing the
fermentation effect.
Spruce sawdust was fermented for the length of 3, 6, and 9 weeks. Some variants were treated
with liquid part of digestate at rate of 5 % to enhance microbial activity, which speeds up the
process of fermentation. Fermented material was used for cultivation of Pleurotus ostreatus
(Jacq.) P. Kumm., Pleurotus eryngii (DC.) Quél., Hericium erinaceus (Bull.) Pers. and
Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst. Each trial included beech sawdust used as a control
sample.
Out of all the fermented spruce sawdust samples, the six weeks treated variant with addition of
liquid part of digestate (F6) was chosen as the best substrate for fungi cultivation. This claim is
based on experiment which has proven that aforementioned variant is more suitable for growth
of edible and medical mushrooms in comparison to beech sawdust and fermented sawdust
without liquid part of digestate (B6). The content of volatile organic compounds (VOC) was
determined, showing the reduction of VOC in F6 substrate, from 31,86 mg/kg to 10,47 mg/kg
respectively, compared to B6. The mycelium growth rate was repeatedly measured in these
substrates. Subsequently, enzyme assays were performed, as well as measurements of C : N
ratio and change of pH value during colonization. Moreover, total lignin content was obtained
before and after fungi colonization.
Based on the data, the fermented coniferous sawdust treated with liquid part of digestate was

evaluated as a substrate which is comparable to beech sawdust substrate in the rate of mycelium



colonization. Pleurotus ostreatus thrived the most on fermented spruce sawdust with addition

of liquid part of digestate, while Hericium erinaceus was not able to successfully colonize these
kinds of substrate.

Thanks to high abundance of spruce sawdust and liquid part of digestat in Czech Republic,

proposed cultivation technology is an attractive way of production diversification at ecological
farm.

Keywords: Mushrooms, enzymes, liquid part of digestate, sawdust, mycelium, fermentation.
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1 Uvod

Na zaklade dat Ceského statistického itadu z roku 2015 sa Ceskej republike vyt'azilo
16 163 000 m? drevnej hmoty bez kory. Prevazne sa jednalo o drevo pochadzajuce z ihli¢natych
stromov (14 385 000 m®), pri¢om az 85 % tvoril smrek (CSU, 2015). Odpadovy hospodaf
(2016) uvadza, Ze pri spracovani dreva vznika priblizne 35 % odpadu, 30 % tohto odpadu
predstavuju piliny ahobliny. Va&ac§ina drevného odpadu sa vyuziva v energetike
a krmovinarstve. DalSou alternativou je pouZitie drevného odpadu ako substrat pre pestovanie
jedlych a lie¢ivych hab (Stamets, 1996; Sanchéz, 2010; Oei, 2016).
Kultivacia jedlych hib je vhodny biotechnologicky proces pre recyklaciu ligninocelulotického
organického odpadu. Je velmi pravdepodobné, ze sa jednad o jediny proces, ktory zahfia
produkciu potravy s vysokym obsahom zivin azaroven zniZzuje zneCistenie Zivotného
prostredia (Beetz and Kustudia, 2004). Velké mnozstvo nepouzitého ligninocelul6zoveho
materiadlu je dostupné v tropickych a subtropickych oblastiach. Tieto druhotné produkty su
nezuzitkované a ponechané hnitiu. Vyuzitie tychto surovin pre pestovanie hub S vyuzitim
lokédlnych technolégii moéze premenit tento nepouziteIny materidl na substrat vhodny
pre pestovanie jedlych a lie¢ivych hub (Tesfaw, 2015).
Po urcitom oSetreni ihli¢natych pilin, ktory ich zbavi prchavych latok méze vzniknit’ vynosovo
zaujimavy substrat vhodny pre kultivaciu jedlych a liecivych huib (Croan, 2004). Niektoré huby
bielej hniloby su schopné rozkladat’ lignin. Po vyplodeni substratu danou hubou vznikne
surovina s pridanou hodnotou, ktora je vhodnd ako krmivo pre hospodarske zvieratd
alebo ,,bio-palivo* (Cohen et al., 2002).
Nakol'ko sa CR zaviazala, Ze do roku 2020 bude 13,5 % elektrickej energie pochadzat
Z obnovitel'nych zdrojov, jednym z nich st bioplynové stanice (Martinat at al., 2016).
Momentalne je problém ako vyuzit' vedlajsi produkt (digestat) pochadzajici z anaerdbnej
digescie pri vyrobe bioplynu. Naskyta sa moznost pouzitia kvapalnej zlozky digestatu (fugatu)
Z bioplynovych stanic pre zlepSenie parametrov substratu vhodného pre kultivaciu jedlych
a liecivych hub.
Vela jedlych alie¢ivych hub je l'ahko kultivovatelnych anevyzaduji finan¢ne narocné
technologické zdzemie. Pri zabezpeceni vhodnych rastovych parametrov a marketingu
poskytnu huby zaujimavu alternativu k diverzifikacii produkcie malych a strednych fariem.
St takisto vhodnou komoditou pre ekologicky zameranti produkciu, nakol’ko vSetky suroviny
potrebné pre vyrobu substratu vznikli prirodzenou cestou bez pouzitia chemickych pripravkov.

Niektoré druhy kultivovanych hub st odolnejSie proti chorobam a parazitom ako ostatné.
1



Vsetky tieto faktory prispievaji k vhodnosti hub ako produktu ekologickej farmy(Cotter, 2014).
Menej hodnotné druhotné suroviny sa takto mézu vyuzit pre pestovanie hub a vyplodeny
substrat sa méze pouzit’ ako zlozka kompostu alebo materidl pre vyrobu peliet. Tymto buda
vstupné a vystupné suroviny produkcie celej farmy ovela hodnotnejSie vyuzité. Dolezitym
aspektom je marketing, teda schopnost’ tieto huby predat. Trh v CR nie je tak pestry
ako v zahraniéi a je potrebné zakaznikovi vysvetlit' pre¢o su dané huby lepsie, zaujimavejsie
a chutnejSie ako momentalne pestované druhy. Tento krok je prave lepSie zvladnutelny
na malych farmach/podnikoch, ktoré maji svoj uzavrety kruh spotrebitelov. Mnoho
ekologickych fariem poskytuje svojmu spotrebitelovi priamo vidiet proces produkcie

ponukanych produktov.



2 Hypotéza prace

K rieSeniu diplomovej prace na tému ,,Pestovanie jedlych a liecivych hub na substrdtoch
pripravenych fermentaciou pilin “, boli formulované nasledovné hypotézy:

Je mozné fermentaciou pilin zihlicnatych druhov drevin pripravit substrat vhodny
pre pestovanie jedlych a lieivych hub?

Je vhodné vyuzit’ kvapalnt zlozku digestatu (fugatu) pre zlepsenie procesu fermentacie pilin?

3 Ciel’ prace

Cielom diplomovej prace na tému ,,Pestovanie jedlych a liecivych hub na substratoch
pripravenych fermentdciou pilin“ bolo spracovat’ poznatky prevazne zahrani¢nych autorov
zaoberajucich sa problematikou kultivacie jedlych a lieCivych hub a na zaklade vybranych
analytickych metdd preukazat’, ze upravou (fermentécia a pridavok fugatu pocas fermentacie)
smrekovych pilin méze vznikni substrat vhodny pre pestovanie jedlych a liecivych
hab — Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., Pleurotus eryngii (DC.) Quél., Hericium erinaceus
(Bull.) Pers. a Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst.

Na roznych variantach substratu boli vyhodnotené enzymatické aktivity ligninolytickych
enzymov produkovanymi tymito hubami, pomer C : N, rast mycélia jednotlivych hub, hodnota
pH a obsah ligninu. VSetky tieto data prispeli k ucelenému vyhodnoteniu vhodnosti upravenych

smrekovych pilin ako substratu pre pestovanie jedlych a lie¢ivych hub.



4 Teoreticka Cast’
4.1 Kaultivacia hub

Kultivaciu hub zahrituje niekol’ko réznych operacii, z ktorych kazda jedna musi byt’
starostlivo vykonana. Konkrétne sa jedna o:
e priprava kultiva¢ného média,
e priprava Cistej kultary,
e priprava inokula (sadby),
e inkubacia inokula,
e priprava auprava substratu (mieSanie, tepelna tuprava, plnenie do vriec
alebo nadob),
¢ inokulacia (osadenie substratu sadbou),
e inubdcia pocas ktorej prebieha prerastenie substratu,
e kultivacia osadeného substratu v produkénej miestnosti,

e zber plodnic (Stamets, 1996).

Priprava substratu, inokulacia, inkubacia a podmienky pre produkciu zavisia na kultivovanom
druhu huby. Prva faza zahiia ziskanie Cistého mycélia, z Casti $pecifickej huby alebo spory.
Pre ziskanie inokula je mycélium kultivované na zrnach obilnin, napriklad pSenice, raze
alebo prosa, takisto nazyvané podhubie. Hlavnou ulohou mycéliom prerasten¢ho zrna je rychla
kolonizacia Specifického substratu pre samotnt tvorbu vynosu, ¢ize rast plodnic. Jednym
z kI'icovych faktorov tspechu produkcie hub je kvalita samotného podhubia, ktoré musi byt
pripravené za sterilnych podmienok tak, aby sa zabranilo kontaminacii substratu inou hubou
alebo organizmom (Sanchez, 2010).

Druhou fazou je priprava materialu — substratu, na ktorom su huby kultivované. Vlastnosti
substratu charakterizuju, ktord huba a mikrob ho budii schopné kolonizovat. Prostredie
kultivacie osadeného substratu je takisto dolezité. Parametre ako vlhkost’ prostredia, osvetlenie
ateplota dohromady s internymi vlastnostami substratu hraju dolezitG ulohu v tom,
&¢i mycélium bude schopné rast na danom substrate. Cim lepsie substrat spifia podmineky pre
rast jedného typu hub a ¢im menej pre iny, tym sa stava selektivnejSim. Selektivita substratu je
zavisla na:

e dostupnych zivinach,

e hutnosti,



e obsahu a distribucii vody,

e hodnoty pH,

e mikrobiologickej aktivite,

e dokladnom premiesani vSetkych zloziek substratu,

e fermentacii,

e tepelnom oSetreni (pasterizacia alebo sterilizacia) (Oei, 2016).
Okolo 300 druhov hub je jedlych, ale iba 30 druhov bolo domestikovanych a 10 ich je komeréne
pestovanych (Barney, 1997). NajpestovanejSou hubou v komerc¢nej sfére je momentalne
Agaricus bisporus (Sonnenberg et al., 2017). Po mnoho rokov su huby konzumované a cenené
pre ich chut, ekonomicku a ekologickl hodnotu a lie¢ivé ucinky. Vo vSeobecnosti huby
obsahuju 90 % vody a 10 % susSiny (Morais et al., 2000; Sanchéz, 2004). Nutri¢na hodnota je
porovnatel'na s beznymi potravinami ako su vajcia, mlieko a miso (Oei, 2016). Huby takisto
obsahuji vitaminy asu vybornym zdrojom esencidlnych aminokyselin (Sanchez, 2004).
Celkova energeticka hodnota plodnic sa pohybuje medzi 250 — 350 kJ/kg cCerstvej huby
(Oliver and Delmas ,1987; Laborde, 1995).
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4.1.1 Sterilizacia substratu

Ulohou kazdého tepelného o3etrenia je eliminacia po¢tu kontaminantov na taki Groven,
ktora umoziiuje dobry vyvin podhubia. Kompletna sterilizacia, kde su vSetky organizmy zabité
tepelnym oSetrenim je Castokrat naro¢na na dosiahnutie. Doba sterilizacie zavisi na type danej
huby a zauzivanych technikach lokalnych pestovatel'ov hub po celom svete. Rozoznavame dva
typy tepelného oSetrenia:

1. Tlakova sterilizacia s teplotou okolo 121 °C po dobu 2 — 2.5 hodin,

2. semi-sterilizacia s teplotou pod 100 °C pri okolitom tlaku prostredia po dobu 8 hodin,
jedna sa o technologicky menej naro¢nu operaciu s obdobnym vysledkom eliminacie
mikroorganizmov ako pri tlakovej sterilizacii.

Tlakova sterilizacia pri 121 °C vyzaduje nadoby, ktoré odolaju pretlakovaniu aspon
1 atmosféry. Semi-sterilizdcia mdze byt dosiahnutd v menej technicky narocnych nadobach,
alebo stanu podobnych konstrukciach. Substrat moze byt sterilizovany v mase alebo uz
jednotlivo zabaleny vo vreckach.

Vrecké s prisluSnym substratom ktoré presli sterilizaciou pri teplote 121 °C tak nasledne
zabezpecCia skratenie doby vyplodenia substratu, pretoze organické zlozky st ciasto¢ne
rozlozené pri vysokej teplote.

Pocas tepeln¢ho oSetrenia vicSina kontaminantov bude v substrate zabitych. Je dolezité
zabezpecit' aby teplota bola dostatoéne vysoka v kazdom vrecku. Rozlozenie vreciek

v autoklave musi zabezpecdit’ priepustnost’ pary ku kazdému vrecku (Oei, 2016).
4.1.2 Pasterizacia substratu

V pociato¢nych rokoch kultivacie rodu Pleurotus bol substrat sterilizovany. NeskorSie
bolo zistené, ze tepelné oSetrenie pri nizSich teplotich je takisto dostacujuce. Parova
pasterizacia a ponorenie do horucej vody su tepelne menej naro¢né ako semi-sterilizacia
a sterilizadcia. Para alebo voda sa vyuziva k udrzaniu substratu pri adekvatnej teplote
(obvykle okolo 60 — 70 °C) po dobu 6 — 10 hodin. Pri tejto teplote je vdésina konkurentov
kultivovanych hub eliminovanych, ale prospe$né mikroorganizmy preZiju.

Ponorenie do hortcej vody sa 1iSi oproti pasterizacii v absencii pary. Popri zabitiu va¢siny
konkurentov huby, horuca voda odstrani 'ahko rozpustné komponenty zo substratu. Tieto
komponenty by boli napadnuté ako prvé pocas kontaminécie substratu, ich odstranenie
poskytuje viac selektivny substrat. Odportica sa vyvarovat’ nadmernému poctu pasterizacii

(nie viac ako 2 — 3) za pouzitia tej istej vody, aby sa prediSlo problémom s pripadnou
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kontaminéciou. Pasterizacia parou vyZaduje tunel. Technika pondrania substratu do horucej
vody je nenarocna, pretoze su potrebné iba zdroj teplej vody a naddoba, respektive kontajner,
ktory dokaze dostatocne dobre izolovat’ substrat od teploty okolia.

Dal$ou moZnostou je pasterizicia suchého substratu parou vo velkom otaéavom kontajneri
S priebeznym ochladzovanim studenou vodou. Tepla slama Tlahsie absorbuje vodu.
Tato technoldgia zahfiia velké investicie a substrat byva viac kontaminovany v porovnani

s predchadzajiacimi dvomi technikami, preto sa v praxi uplatiiuje iba malo (Oei, 2016).
4.1.3 Hodnota pH substratu a jeho vplyv na rast podhubia a plodnic

Hodnota pH substratu patri medzi jedny zo zakladnych parametrov, ktoré su sledované
pri Kultivacii hab. Zabezpecenie optimalneho pH pre dany druh huby prispieva k celkovému
vysSiemu vynosu (Tesfaw, 2014).

Podhubie pocas svojho rastu produkuje enzymy a kyseliny, ktoré postupne znizuji hodnotu pH.
Na stabilizaciu pH sa pouziva pridavok sadry, zvic¢sa to byva 1 % v celkovom objeme substratu
(Stamets, 1996).

Rawte a Diwan (2011) sledovali rast 5 izolovanych kmenov Pleurotus spp., pri réznych
hodnotach pH. Huby kultivovali na 5 réznych médiach s kontrolovanymi hodnotami pH
v rozpati 3.0 — 8.0. Po 9 dioch inkubacie bolo zrejmé, Ze optimalna hodnota pH pre rast je 5.0
a najmenej biomasy podhubia bolo zozbieranych z média s pH 3.0 — 4.0. Vyssie hodnoty pH
7.0 — 8.0 takisto zaznamenali obmedzenie rastu biomasy.

Prili§ kyslé pH modze mat’ vplyv na produkciu peroxiddz (mangan dependentna peroxidaza
a verzatilna peroxidaza) rozkladajucich lignin. Fernandez-Fueyo et al. (2014) poukazuji na
zmenu aktivity peroxidaz pri réznych hodnotach pH u hub bielej hniloby Pleurotus ostreatus
a Ceriporiopsis subvermispora kultivovanych na Standardizovanych médiach s rozsahom
hodnét pH 2.0 — 5.0. Celkovo bolo pozorovanych 14 peroxiddz (3 verzatilne peroxidazy

a 11 MnP). Extrémne nizke hodnoty pH limitovali produkciu niektorych peroxidaz,



iba 4 typy enzymov boli aktivne, pricom v prostredi s hodnotami pH 5.0 vsetkych 14 peroxidaz
bolo stabilnych (vid. graf 1).

CERSU MnP$
100 (88 £ 1%, pH 2)
} BPLEOS VP1
WPLEOS VP2
WPLEOS VP3
BPLEOS MnP1
OPLEOS MaP2
BPLEOS MnP3
BPLEOS MnP4
BPLEOS MnPS
BPLECS MnP6
WCERSU MnPS
BCERSU MnP§
BCERSU MaP10
WCERSU MnP12
SCERSU MnP13

% zbytkova enzymaticka aktivita

pH

Graf 1 - Vplyv kyslého prostredia na produkciu réznych peroxidaz produkovanych hubami
bielej hniloby Pleurotus ostreatus a Ceriporiopsis subvermispora, po 24 hodinovej inkubacii
pri teplote 4 °C v 100 mM Britton-Robinson (BR) pufre s hodnotou pH 2.0 — 5.0. PLEOS VP
— Pleurotus ostreatus verzatilna peroxidaza. PLEOS MnP — Pleutorus ostreatus mangan
dependentna peroxidaza. CERSU MnP - Ceriporiopsis subvermispora mangan dependentna
peroxidaza (Fernandez-Fueyo et al., 2014)

4.1.4 Pomer C : N vV substrate

Adekvatny pomer C : N vsubstraite je dolezity pre dostatocné rozlozenie
ligninocelulozy atym padom aj uspesnej produkcie hib na tomto substrate
(Philippoussis et al., 2001). Pre Pleurotus spp. je vhodny pomer C : N v rozpiti 32 : 1 — 150 :
1, vtomto rozmedzi je tvorba plodnic efektivnejSia anastdva vyS§i  vynos
(Chang and Miles, 1984). Prebytok alebo nedostatok obsahu dusiku v substrate méze mat’
za nasledok nedostato¢ny rast hub (Mantovani et al., 2007). Prili§ vysoké pridavky materialov
s vysokym obsahom dusika (s6jové otruby) Vv substrate mozu zazit’ pomer C : N a obsah Zivin
na uroven, ¢o je v kone¢nom désledku kontraproduktivne pre tvorbu plodnic u Pleurotus
ostreatus (Isikhuemhen and Mikiashvilli, 2009). Pri prebytku dusiku nastava redukcia rozkladu
substratu (Rajarathnam and Bano, 1989). Nadbytok organického alebo mineralneho dusiku v
substrate moze spoOsobit’ inhibiciu syntézy ligninolytickych enzymov hub bielej hniloby
(Bisaria et al., 1997).

Vo vseobecnosti rast mycélia hub bielej hniloby ako su Pleurotus ostreatus a Lentinula edodes

sa navysi so zvicSujucim sa pomerom C : N, ale tvorba enzymu lakdzy je znizena.
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Pomer C : N uzsi ako 30 : 1 napomaha syntéze lakazy u tychto hub. Najviacsia produktivita
lakazy bola zaznamena pri hodnote C : N 5 : 1 priCom rast mycélia Pleutorus ostreatus
a Lentinula edodes bol redukovany. Tieto dve huby su vhodné pre kolonizaciu substratu
bohatého na lignin, pricom produkcia lakazy navysi pristupnost’ uhliku v kolonizovanom
substrate (D'Agostini et al., 2011). Pleurotus ostreatus ma schopnost’ adaptovat’ enzymaticku
produkciu v zavislosti na koncentracii dusika v substrate. Toto spravanie ma pravdepodobne
suvislost’ s vy$Sou adaptabilitou huby, ktora rastie na substratoch sréznou koncentraciou
dusika a pomeru C : N. Naopak Agaricus subrufescens dobre rastiec na kompostovych médiach
s predchadzajucim rozkladom ligninocelulytickej Casti tychto substratov. Lentinula edodes
Vv prirode rastie na kmenoch stromov, takze technoldgie, ktoré su zalozené na obohacovani
substratu dusikom nebudil prili§ U¢inné pre navySenie produkcie lakazy alebo vynosu

(Elisashvili et al., 2008).

30 ®AS "AS:U AU
y=-1.4057x + 84,558 y=-1.0843 + 76,927 y=-0.8308x + 63.537
20 R7=0.2035 RE=0.8712 R*=0.8971

Aktivita lakdzy (U/mg)

0 S 10 15 20 25 30
C:N pomer

Graf 2 - Vztah medzi produkciou lakazy huby Pleurotus ostreatus a pomeru C:N
kultivovaného média (s6jové plevy s pridavkom N) AS - siran amonny, U — mocovina,

AS:U (1:1), (D'Agostini et al., 2011)

10



®AS ®AS:U AU

30 | y-072s8x-1.388 y = 0.4475x - 05733 y= D.A798x - 0.253
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Graf 3 - Vztah medzi rastom mycélia huby Pleurotus ostreatus a pomeru C: N kultivovaného
média (s6jové plevy s pridavkom N) AS - siran amoénny, U — mocovina, AS : U (1 : 1),

(D'Agostini et al., 2011)
4.1.5 Pestovanie hib na pilinach ihli¢natych drevin

Huby rodu Pleurotus su celosvetovo kultivované na roznych ligninocelulolytickych
odpadoch z pol'nohospodarstva alebo na dreve tvrdych drevin, ale na dreve ihli¢natych drevin
nikdy neboli produkované. Huby bielej hniloby primarne napadaju tvrdé drevo, ale nerasta na

mdkkom dreve ihlicnanov. Hlavnym dévodom je vysoky obsah extraktiv alebo zivic
(Croan, 2004).

M:ikké ihlicnaté dreviny Tvrdé listnaté dreviny
—  Ziviéné kyseliny: 40 — 45 % extraktiv — Ziadne ziviéné kyseliny alebo
— Mastné kyseliny: 40 — 60 % monoterpény
— Monoterpény (turpentin) — Mastné kyseliny: 60 —90 %
— Fenoly — Fenoly

Tabul’ka 1 - Rozdiel v type dreva a obsahu extraktivnych komponentov (Cole, 2010)

4.1.5.1 Zakladna charakteristika terpénov

Terpény a ich derivaty predstavuju Sirokt skupinu zlacenin (viac ako 4 000 ich bolo
izolovanych a popisanych), ktoré sa nachadzaju v rastlinich. Pojem terpény sa tyka
uhl'ovodikov, kde zluceniny spolo¢ne nazyvajice sa ,terpenoidy” nesu jeden alebo viac

kyslikovych funkénych skupin, ako st hydroxylové, karbonylové a karboxylové skupiny
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kyselin. Zékladnou S$truktirou terpénov je izoprén CsHg asu rozdelené do viacerych
podjednotiek na zaklade poctu izoprénovych jednotiek spojenych do terpénu, tak ako to je
prezentované v tabul’ke 2. Mono-, sesqui-, di-, tri- a polyterpenoidy st najroz$irenejSie v dreve.
Monoterpény a monoterpenoidy si prchavé latky a su ¢iasto¢ne pri¢inou typickej vone dreva.
Vyskytuji sa hlavne v ziviciach mdkkého dreva, v tvrdSom dreve je ich vyskyt raritny.
Monoterpény reprezentuju jednu z najvyznamnejsich zloziek zivicovych kanalikov extraktiv

a exsudatov v mdkkom dreve (Yang and Jaakkola, 2011).

Nazov Pocet CioH16 jednotiek Vzorec
Monoterpény 1 CioHzs
Sesquiterpény 1.5 CisHo4
Diterpény 2 CooH32
Triterpény 3 CsoHas
Polyterpény >4 >CygoHes

Tabul’ka 2 - Klasifik4cia hlavnych terpénovych Struktir vyskytujucich sa v dreve (Stenius,
2000)

4.1.5.2 Kultivacia hub na ihli¢natych pilinach

Croan (2004) tuspesne kultivoval viaceré druhy z rodu Pleurotus potom Hericium
erinaceus a Grifola frondosa na osetrenych pilinach réznych druhov ihli¢natych drevin. Pred
kultivaciou jednotlivymi jedlymi hubami boli piliny oSetrené hubami schopnymi rozkladat’
extraktivne latky ako terpény. Huby ako Aureobasidium spp., Ceratocystis spp., a Ophiostoma
spp. boli pouzité na oSetrenie substratu po dobu 4 — 5 dni. Ophiostoma piliferum kolonizovala
zivicové kanaliky najlepSie. Po tejto dobe huby boli schopné odstranit’ az 70 — 99.9 %
extraktivnych latok. Substrat bol nasledne sterilizovany a naockovany jedlymi hubami,
ktoré dosahovali vynos porovnatel'nych so substratmi z pilin tvrdSich drevin, ktoré st bezne
vyuzivané v komerc¢nej sfére.

Dorano et al. (2000) dokézali odstranit’ az 90 % z vacSiny lipofilickych extraktivov za pouzitia
Bjerkandera sp. and Trametes versicolor. Takisto Van Beek et al. (2007) preukazali,
ze pouzitim huby Trametes versicolor pocas 4 tyzdiiového osetrenia pilin Picea sitchensis je

mozné odstranit’ 40 % ziviénych kyselin a 100 % redukcia triglyceridov.
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Martinez-Inigo et al. (1999) poukazuju na fakt, ze extraktivne latky neosetrenych pilin ihli¢natej

dreviny Pinus sylvestris su toxické pre viaceré huby bielej hniloby.
4.1.6 Fugat

Jednou z vhodnych metod spracovania tekutych a pevnych organickych odpadov je
proces anaerdbnej fermentacie, pretoze je spojeny s produkciou energie a redukciou znecistenia
(Fezzani and Cheikh, 2008). (Abubaker et al., 2012) potvrdili, ze po aplikacii nerozloziteného
zbytku z procesu anaerdbnej digescie (digestatu) na podu doslo ku zvySeniu mikrobiologickej
aktivity pody a celkovo mala aplikacia priaznivej$i vplyv na mikrobialnu aktivitu a vynos ako
mineralne hnojiva.

Procesom anaerobnej fermentacie sa menia niektoré vlastnosti vstupného materidlu, stipa
podiel amoniaku vo fermentaénom zbytku a dochadza ku zvySeniu hodnoty pH, ktora sa
pohybuje okolo 8. Obsah d’alSich zivin ako fosfor, vapnik, draslik a hor¢ik nie su biologickym
procesom pozmenené. Obsah siry je redukovany. Tepelné oSetrenie a zdrzanie
vo fermentatnom procese obmedzuje kliCivost semien rastlin a aktivitu patogénov
(Schattauer and Weiland, 2006). Fugat je hnojivo pochadzajuce z anarobnej digescie
Vv bioplynnej stanici, ktoré obsahuje organické latky a mineralne Ziviny. M4 len mierny zépach,
alebo v idealnom pripade nezapacha vobec (Schievano et al., 2009). Fugat je mechanicky
odseparovany digestat a vznikéd zriedeny roztok obsahujuci celé spektrum Zivin v prijatelnej
forme pre rastliny. Fugat je charakteristicky svojim nizkym obsahom suSiny, ktora sa pohybuje
vV rozmedzi 0,8 % — 4 % a je mozné ho aplikovat’ ako kvapalné hnojivo (Kolaf et al., 2010).
Dusik je predovSetkym obsiahnuty v mineralnej forme, takZe je rastlinam pristupny. Kvoli
vysokému obsahu vody su koncentracie Zivin v pdvodnej hmote nizke a obsah pristupného
dusika sa v kvapalnom fugate pohybuje v rozmedzi 0,15 — 0,3 %, obsah drasliku je obdobny

a obsah d’alSich Zivin je vyznamne niz$i (Kolaf et al., 2009).
4.2 Kaultivacia vybranych druhov jedlych a lie¢ivych hub

V praci boli pouzité huby bielej hniloby, schopné produkovat’ ligninolytické enzymy
a efektivne rozkladat’ lignin obsahujici substrat. Ten bol vtomto pripade tvoreny

fermentovanymi smrekovymi pilinami.

13



4.2.1 Mykologicka charakteristika Pleurotus ostreatus (Jacqg.) P. Kumm, ¢esky nazov

Hliva ustiicna, slovensky nazov Hliva ustricova

Klobtk ma priemer 50 — 150 mm, niekedy az 350 mm, je masity, v mladosti na okrajoch
uzko vinuty, neskorSie rozlozeny, Sedej az hnedej farby, niekedy modrocierny, na povrchu je
hladky a suchy. DuZina je pomerne hrubd, belava, prijemnej vone a chuti. Lupene su belavé,
dost’ riedke, celokrajné, zbiehajuce sa na hlubik. Hlubik je dlhy 15 — 50 mm,
hruby 18 — 20 mm, oby¢ajne silno excentricky az postranny, hladky alebo pozdizne ryhovany.

Vytrusy st valcovité, hladké a bezfarebné (Jablonsky a Sasek, 2006).

.
X iy N

Obrazok 2 - Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. (Fot: Jablon)

Pleurotus ostreatus takisto nazyvana ,,hiratake* alebo ,,houbitake* (Mizuno and Zhuang, 1995;
Riihl et al. 2008). Vo vol'nej prirode sa vyskytuje na listnatych stromoch pocas jari a jesene
(bavinik, buk, dub, javor, breza, viba, topol ajel$a). Jedna sa o kozmopolitny druh.
Z evolu¢ného hl'adiska sa jedna o vel'mi Gispe$nt hubu, pretoze dokazZe rast’ na Sirokom spektre
drevin. Napriek tomu, Ze ju mozno najst’ na umierajucom dreve, kde sa sprava ako saprotrof,
moze sa za vhodnych podmienok spravat’ aj ako fakultativny parazit (Stamets, 1996). Kultivuje
sa na roznych druhoch ligninocelul6zového substratu, napriklad: kavova dren, piliny, kakaové
Skrupiny, araSidové akokosové Skrupiny, obaly semien bavlnika, drevo, slama, trava,
kukuricné klasy atd’. (Sanchez, 2010). Je druhou najviac komer¢ne pestovanou hubou
po Agaricus bisporus. Hlavnymi dévodmi st chut’, medicinske vyuzitie a vyzivova hodnota
(Tesfaw, 2015). Jej produkcia je celosvetovo tak vysoka, pretoze je schopna rast’ v Sirokom
rozpati teplot a plodit’ pocas celého roka. Pleurotus ostreatus nie je naro¢nd na rastové

podmienky, plodnice huby st malokedy napadané chorobami alebo $kodcami a mézu byt
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produkované relativne jednoduchou a ekonomicky vyhodnou technolégiou. Vyzaduje kratku

dobu pre vyplodenie v porovnani s ostatnymi druhmi jedlych hub (Bhattacharjya, 2014).
4.2.2 Intenzivne pestovanie Pleurotus ostreatus

V modernej produkcii hib sa pouzivaji zmesi roznych materidlov. Napriklad zmes
obalov zo semien bavlnika zmieSané S pSeni¢nou slamou maji schopnost’ nasat vodu
vo va¢som objeme, akoby to bolo len pri samotnych obaloch zo semien bavinika. Vo vaésine
pripadov sa pouziva iba pasterizacia substratu pri teplote 60 — 70 °C po dobu 6 — 10 hodin, ktora
je vykonana parou poc¢as procesu premieSavania zmesi s vodou v miesacke (Royse, 2007).
Pestovatelia sa usilovali o0 optimalizovanie mnozstva pouzitého inokula k naockovaniu
substratu. NavySenie pouzitého mnozstva inokula (az do 5 % vlhkej vahy substratu) znamenalo
navysenie naslednej urody plodnic (Royse, 2002). Pasterizovany substrat je ndsledne plneny
do 12 — 15 kg ¢irych alebo ¢iernych plastovych vreciek. Po inkubacii st vrecka presunuté
do produkénej komory s udrziavanymi podmienkami vhodnymi pre fruktifikdciu (Sanchez,
2010).

15



Inkubacia Teplota: 24 °C

Relativna vlhkost: 85 — 95 %

Doba: 12 — 21 dni

CO2: 5000 — 20 000 ppm

Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: 1x

Svetelné naroky: Ziadne

Iniciacia Teplota: 10 — 15,6 °C
primordii Relativna vlhkost: 95 — 100 %
Doba: 3 -5 dni

CO2: <1000 ppm

Vymena ¢erstvého vzduchu za hodinu: 4 — 8x
Svetelné naroky: 1 000 — 1 500 lux

Vyvoj plodnice Teplota: 10— 21 °C

Relativna vlhkost’: 85 — 90 %

Doba: 4 — 7 dni

CO2: <1000 ppm

Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: 4 — 8x
Svetelné naroky: 1 000 — 1 500 lux
Urodové cykly 3 — 4 cykly, 7 — 14 dni medzi urodami, dlzka 45 — 55 dni

Tabul’ka 3 - Rastové parametre pre Pleurotus ostreatus (Stamets, 1996)

4.2.3 Mykologicka charakteristika Pleurotus eryngii (DC.) Quél., Cesky nazov Hliva

madckova, slovensky nazov Hliva kotucova

Klobuk plodnice dosahuje priemer 3 — 12 cm. Na rozdiel od ostatnych druhov rodu
Pleurotus ma klobtk sice mensi priemer, ale hrabka duziny je 10 — 15 mm. Mladé plodnice
spociatku maji mierne podvihnuté okraje a v dospelosti ziskavaju lievikovity tvar. Hlubik je
dlhy 3 — 10 cm, umiestneny stredovo, silny. Ma jemnu duzinu na rozdiel od drene ostatnych
Pleurotus a lahodnu sladkt chut’. Lamely st riedko umiestnené, tenké, Sedej farby. Plodnice
rastu jednotlivo alebo v malych trsoch. Vypestované plodnice dosahuju vacsich rozmerov

ako plodnice najdené v prirode (Jablonsky a Sasek, 2006).
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Obrazok 3 - Pleurotus eryngii (DC.) Qu » J IOS}'I)
Je pomenovana po rastline Eryngium campestre (¢esky nazov Mdcka ladni, slovensky nazov
Kotuc polny) z ¢el'ade mrkvovitych, na ktorej odumretom dreve parazituje vo vol'nej prirode.
Pleurotus eryngii je trhovo perspektivnym druhom ako delikatna jedla huba s chrumkavou
texturou, vysokou vyzivovou hodnotou a mandl'ovou chutou, pri¢om je ¢im d’alej, tym viac
popularnou u spotrebitelov. Dopyt po nej narastd v Eurdpe aj v Azii (Dai, 2014). Vo volnej
prirode sa vyskytuje v Juznej Eurépe, Severnej Amerike a Centralnej Azii (Stamets, 1996).
Pleurotus eryngii je momentalne najviac pestovanou hubou v Juznej Koérei, Cine a Japonsku
(Im et al., 2013). Pleurotus eryngii je typickou saprotrofickou hubou rozkladajicou celulozu
alignin pocas jej rastu avyvoja. Slama zrdznych druhov plodin (pSenica, ryza), odpad
Z lesnictva (piliny), odpady z potravinarskeho priemyslu (ocistené kukuricné klasy, pSeni¢né
otruby, obaly zo semien bavlnika) sa vyuzivaju na jej pestovanie (Dai, 2014). Extenzivnym
sposobom kultivacie je vonkajSia kultivacia na vertikalne oto¢enych kmenioch tvrdého dreva.
Relativne 'ahko sa da pestovat’ na nahromadenej slame vo vonkajsich podmienkach. Niektoré
kmene st schopné rast’ na dreve ihlicnanov. Ma vyborné skladovacie vlastnosti, pricom
na policiach v obchodoch vydrzi v dobrom stave dlhsie ako vidcS§ina inych komeréne
pestovanych hub. Oproti inym druhom z rodu Pleurotus ma vyrazne menej spor (Stamets,
1996).

4.2.4 Intenzivne pestovanie Pleurotus eryngii

S uprednostnenim na pouzitie pilin tvrdého dreva je tato huba relativne jednoducha na
kultivaciu. I ked’ rastie na slame obilnin (napr. pSenica), irody nie st tak hojné ako pri Pleurotus

ostreatus. Okrem pripadu, ak su pri pouziti toho istého substratu s rovnakym pomerom inokula,
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dodané pridavky (napr. otruby). Vhodnym materidlom pre substrat je vac¢Sina tvrdych drevin,
pSeni¢nd slama a obaly zo semien bavinika alebo pSeni¢né otruby podporuju tvorbu plodnic.
Tato huba nie je tak adaptivna k Sirokému spektru substratov ako Pleurotus ostreatus.
Ak je pestovand na pSenicnej slame, pridavok 5 — 10 % obalov zo semien bavinika mé najvacsi
efekt v navyseni trody (Stamets, 1996). Substrat sa sterilizuje a zvyc€ajne plni do 1 — 1,5 kg
polypropylénovych vreciek alebo kontajnerov. Tuto hubu nie je vhodné pestovat’ v blokoch
alebo vel’koobjemovych vreciach. Pleurotus eryngii je naro¢na na navodzovanie podmienok
pre tvorbu plodnic a preto nie je jednoduché dosiahnut’ spolahlivého vynosu. Ddlezitou
stcastou rastovej komory je automaticky regulovatelna vymena vzduchu (Jablonsky a Sasek,

2006).

Inkubacia Teplota: 24 °C

Relativna vlhkost’ ovzdusSia: 90 — 95 %
Doba: 12 — 16 dni

CO2: 5000 — 20 000 ppm

Vymena cerstvého vzduchu za hodinu: 1x

Svetelné naroky: Ziadne

Iniciacia Teplota: 10— 15 °C
primordii Relativna vlhkost: 95 — 100 %
Doba: 4 — 5 dni

CO2: <500 -1 000 ppm
Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: 4 — 8x
Svetelné naroky: 500 — 1 000 lux

Vyvoj plodnice Teplota: 15-21 °C

Relativna vlhkost: 85 — 90 %

Doba: 4 — 8 dni

CO2: <2000 ppm

Vymena ¢erstvého vzduchu za hodinu: 4 — 5x

Svetelné naroky: 500 — 1 000 lux

Urodové cykly DiZka: 45 dni, 14 dni medzi urodami

Tabul’ka 4 - Rastové parametre pre Pleurotus eryngii (Stamets, 1996)
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4.2.5 Mykologicka charakteristika Hericium erinaceus (Bull.) Pers., ¢esky nazov

Kordlovec jeZaty, slovensky nazov Koralovec jeZovity

Plodnica nie je rozlisena na klobtk a hlubik (ten je iba rudimentarny), je koralovito
rozvetvena, ¢asto gulova. V priemere ma 5 — 30 cm, na povrchu st ostne dlhé 3 — 6 cm nestice
hymenium s bazidiami a bazidiospérami. Rusko pokryva mékky povrch ostiiov. Plodnice maju
Vv dobe zrelosti bielu farbu, ktora sa postupne meni na hnedozlt a neskorsie hnedu (Jablonsky

a Sasek, 20006).

Obrazok 4 - Hericium erinaceus (Bull.) Pers. (Foto: Jablonsky)

Huba pochiadza z Ciny a je laicky nazyvana ,,opi¢ia hlava®. Jej chut’ pripomina homara.
Je znamou jedlou hubou hlavne v Eurdpe a Vv oblasti Orientu, avSak v Eurdpe je problém ju
najst’ v komerénej sfére. Pri ponuke tejto huby moze nastat’ problém s marketingom, nakol’ko
nie vela spotrebitelov ju pozna a je nedostatocne spropagovand (Oei, 2016). Je rozSirena
v Severnej Amerike, Eurépe, Cine a v Japonsku. Vo volnej prirode rastie na zomierajicich
alebo umretych bukoch, orechoch, duboch a javoroch. Rastie hlavne na kmenoch alebo piioch.
Hlavnym problémom pri predaji huby je jej vysoky obsah vody a biela farba, takze pri
pripadnom poskodeni st pomliazdeniny zretelne viditel'né. Ak sa hnedé pomliazdeniny
vyskytnu, tak sa stavaju loziskom bakteridlnych ochoreni, ktoré sa nésledne Siria po zvysku

zdravej huby (Stamets, 1996).
4.2.6 Intenzivne pestovanie Hericium erinaceus

Pre substrat na pestovanie sa mézu pouzit’ objemné materidly ako piliny, cukrova trstina,
kukuri¢né vretena, zbytky z alkoholovych destilérii, obaly zo semien bavinika a nasekanej

slame. NajcCastejSie pouzivanou receptirou je zmes: 78 % pilin pochadzajtcich z tvrdého dreva,
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20 % ryzovych otrub, 1 % sachardzy, 1 % sadry. Vlhkost’ substratu by sa mala pohybovat’ okolo
65%. Substrat sa zvycajne plni do 1 kg plastovych vreciek alebo 500ml nadob, ktoré su nasledne
sterilizované. Ako inokulum sa pouziva zrnita sadba alebo sadba z pilin. Pri pestovani sa m6zu

objavit’ deformdcie plodnic, ktorych hlavnou pri¢inou je zvySena koncentracia CO2 vV ovzdusi

(Oei, 2016).

Inkubacia Teplota: 21 — 24 °C

Relativna vlhkost’ ovzdusia: 95 — 100 %
Doba: 10 — 14 dni

CO2: > 5000 — 40 000 ppm

Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: 0 — 1x

Svetelné naroky: Ziadne

Iniciacia Teplota: 10 — 15,6 °C
primordii Relativna vlhkost’ ovzdusSia: 95 — 100 %
Doba: 3 -5 dni

CO2: 500 — 700 ppm

Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: 5 — 8x
Svetelné naroky: 500 — 1 000 lux

Vyvoj plodnice Teplota: 18 —24 °C

Relativna vlhkost’ ovzdusia: (85) 90 — 95 %
Doba: 4 — 5 dni

CO2: 500 — 1 000 ppm

Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: 5 — 8x

Svetelné naroky: 500 — 1 000 lux

Urodové cykly 14 dni medzi Grodami

Tabulka 5 - Rastové parametre pre Hericium erinaceus (Stamets, 1996)

4.2.7 Mykologicka charakteristika Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst, ¢esky nazov

Lesklokorka leskla, slovensky nazov Lesklokorovka obyc¢ajna

Ganoderma lucidum vytvara plodnice s polkruhovym, oblickovitym klobikom
a excentrickym hlubikom, niekedy bez hlubiku, bokom prirastené k substratu. Klobuk
o0 priemere 60 — 120 mm je mierne klenuty, pokryty lakovou vrstvou zltohnedej, purpurovej
az tmavohnedej farby s tupym alebo zvinenym okrajom. Hlubik je stihly, dlhy 50 — 150 mm,

0 hrabke 10 — 20 mm, excentricky alebo bocny, tmavo gastanovo hnedy. Pory su dlhé
20



5 — 20 mm, najskor belavé, neskor krémové, v dospelosti hnedé. Duzina je najskor zltohneda,
neskor hned4, na lome plstnatd, korkovej konzistencie a neprijemnej muc¢nej chuti. Voia duziny
je zatuchnutd. Vytrusny prach je svetlo hnedy, vytrusy st vajcovité. Okrem pohlavnych

spor — bazidiospor vytvara aj vegetativne spory — mikrokonidie (Jablonsky a Sasek, 2006).

Obrazok 5 - Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst. (Foto: Jablonsky)

Huba mnohych mien, ktord bola pouzivana v medicine po storoCia. V Japonsku sa nazyva
,Reishi“ alebo ,,Mannentake*, v Cine a Korei ,,Ling Chi*. Jedna sa o lesklu choro$ovitd hubu
s ¢ervenou farbou plodnic, ktorych tvar pripomina oblicky. Je znama pre svoje lie¢ivé ucinky,
v Cine dokonca verili, Ze $pecidlna tinktira rozotreta po hrudi mftveho ho moze priviest’ naspit
na svet. Zaznamy o pouzivani tejto huby v liecitel'stve su staré viac ako 2 000 rokov. Vaésinou
sa huba namelie a pouziva sa namlety prasok (napr. kava), nakolko pre priprava pokrmov
a priame pozivanie Ganoderma nie je prili§ vhodna, kvoli svojej konzistencii a nahorklosti
(Stamets, 1996). Ganoderma lucidum parazituje na stromoch, ktoré méze poskodit’ (Oei, 2016).
Pre extrakciu bioaktivnych polysacharidov B-D glukanov sa vyuZziva subemerzna kultivacia,
zvacsa na sterilizovanom zemiakovom médiu (Habijanic et al., 2015). Vysoky obsah CO2 mo6ze

ovplyvnit rast primordii, pricom nasledne sa plodnice nemusia diferencovat’ (Stamets, 1996).
4.2.8 Intenzivne pestovanie Ganoderma lucidum

Hlavnym substratom st piliny z r6znych Sirokolistych drevin. Zaklad substratu tvori 75
% jemnych bukovych pilin, 25 % hrubych topol'ovych pilin, priom sa mézu pouZit' piliny
roznych Sirokolistych drevin. Piliny sa obohacujii roznymi Srotmi a muckami, z ktorych sa
najviac osvedc¢ila pSeni¢na muika, pSeni¢né alebo ryZové otruby. Otruby zvySuju zadrziavanie

vody substratom a obsah tiaminu, ktory podporuje tvorbu plodnic. Pridavok sadry
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alebo vapenca neutralizuje kyseliny tvorené kulturou huby a podporuje diferencidciu plodnic.
pH by sa malo pohybovat’ v rozmedzi 4,2 — 5,3. Substrat sa nasledne plni do 1,5 — 2 kg

plastovych vreciek a necha sa sterilizovat’ (Jablonsky a Sasek, 2006).

Inkubacia Teplota: 21 —27 °C

Relativna vlhkost’ ovzdusia: 95 — 100 %
Doba: 10 — 20 dni

COz: toleruje do 50 000 ppm alebo 5 %
Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: 0 — 1x

Svetelné naroky: Ziadne

Iniciacia primordii | Teplota: 18 —24 °C

(tzv. parohy) Relativna vlhkost’ ovzdusia: 95 — 100 %
Doba: 14 — 28 dni

CO2: 20 000 — 40 000 ppm

Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: 0 — 1x

Svetelné naroky: 4 — 8 hodin 200 — 500 lux

Iniciacia primordii | Teplota: 21 — 27 °C

(tzv. obli¢ky) Relativna vlhkost’ ovzdusia: 95 — 100 %
Doba: 14 — 28 dni

CO>: 5000 — 20 000 ppm

Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: Podl'a potreby udrzania vhodnej
koncentracie CO;

Svetelné naroky: 12 hodin 500 — 1 000 lux
Vyvoj plodnice Teplota: 21 —27 °C

Relativna vlhkost’ ovzdusia: 90 — 95 %
Doba: 60 dni

CO,: <2000 ppm

Vymena Cerstvého vzduchu za hodinu: Podla potreby udrzania vhodnej
koncentracie CO;

Svetelné naroky: 12 hodin 750 — 1500 lux

Urodové cykly Dve trody v 90 — 120 dni

Tabul’ka 6 - Rastové parametre pre Ganoderma lucidum (Stamets, 1996)
4.3 Medicinske tucinky lieéivych a jedlych hib

Huby boli podrobne $tudované pre ich vyzivové vlastnosti a takisto aj pre ich liecivé

ucinky (Zhao et al., 2003). Velké mnozstvo zlucenin ako lecitin, polysacharidy,
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polysacharid-peptidy a polysacharid-proteinové komplexy boli izolované zhub a mnoho
z tychto zIlucenin ma zaroven aj imunologické a protirakovinové ucinky (Wang et al., 2000;
Wasser and Weis, 1999). Tieto zltceniny sa nazyvaju modifikatormi biologickej odozvy
(biological response modifier alebo BRM). Su to latky, ktoré neposkodzuju a nadbytocne
nestresujii organizmus, ale pomahaju mu adaptovat sa na biologicky a okolity stres.
Pocas predoslych 40 rokov, sa pouziva mnoho polysacharidov a polysacharid-proteinovych
komplexov u liec¢ivych hab ako hlavny zdroj terapeutickych pripravkov poskytujticich
imunologické a protinadorové vlastnosti. ReZzimy u¢inku tychto zlucenin stale nie st zname,
ale napriek tomu st pouzivané pre navysenie bunkovych komponentov imunitného systému
(Sarangi et al., 2006). Stimulacia $pecifického imunitného systému bioaktivnymi polymérmi
zZ liecivych hib ma vyznamny efekt na dospievanie, diferenciaciu a proliferdciu viacerych
typov imunitnych buniek Specifickej imunity, a tym padom sa mdézu spravat’ ako protinadorové
zlG¢eniny. Su jednym z najvacsich nevyuzitych zdrojov so silnym farmaceutickym potencidlom
(Wasser, 2002). Priblizne 50 druhov hiib ma potencial pre vytazenie iminne aktivnych latok,
ktoré preukazali protinadorovi aktivitu. Najmenej Sest’ polysacharidov: Lentinan,
Schizophyllan, polysacharid-K (PSK), polysacharid-P (PSP), ,,Active Herose Correlated
Compounds (AHCC) a Maitake (frakcia D) bolo preskimanych na rakovine vyskytujtcej sa
u I'udi (Kidd, 2000). Vo vSeobecnosti, bunkova stena vacSiny hub pozostava z piatich hlavnych
komponentov: (1—3)-B-D glukan, (1—6)-p-D glukan, chitin a glykoproteiny. f glukan vytvara
9 — 46 % hmoty bunkovej steny (Novéak and Vetvicka, 2008; Chan et al., 2009).

Lie¢ivé uc¢inky Pleurotus ostreatus akymi st napriklad protirakovinové aktivity,
imunomoduldrne efekty, protivirove, antibiotické, protizdpalové a cholesterol znizujuce
aktivity, st celosvetovo zname. Bolo zaznamenané, ze vodny extrakt z plodnic a mycélia tohto
druhu hré rolu v navySeni produkcie reaktivnych foriem kysliku z neutrofilnych granulocytov,
ktoré maji imunomodula¢né vlastnosti zahffiajice vSetky imuno kompetitivne bunky
(Shamtsyan, 2004).

Extrakty z Ganoderma lucidum boli vel'mi prospesné v lieCeni mnohych l'udskych choréb od
mikrobiologickych infekcii po virusové ochorenia ako napriklad HIV vdaka svojim
imunomodularnym vlastnost’ami, lieCenie zhubnych nadorov pri rakovine pl'ic alebo zlyhani
obehového systému (Patel et al., 2012). Mnoho $tadii preukazalo, Ze polysacharidy Ganoderma
lucidum (hlavne B-D glukany) mézu modulovat funkcie mnoho komponentov imunitného

systému ako antigén prezentujice bunky, T a B lymfocyty, NK bunky, neutrofilné granulocyty,
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dendritické bunky a produkciu cytokininu (Habijanic et al., 2015). Momentalna hodnota trhu
s touto lie¢ivou hubou ¢ini 2,5 mld.$ (Bishop et al., 2015).

Mycélium a plodnice Hericium erinaceus obsahuju mnoho bioaktivnych zlucenin s lie¢ivym
ucinkom. Najnovsie poznatky ukazali, Ze tato huba je ndpomocna pri lieeni viacerych ochoreni
ako su Alzheimer, mnoho typov rakovin a takisto ma aj imunoregulacné schopnosti (Jiang,

2014).

4.4 Lignin

Je druhy najrozsirenejsi biopolymér na Zemi. Tento zlozity fenylpropanovy heteropolymér
premenlivého zloZenia je jediny prirodne syntetizovany polymér s aromatickymi alkoholmi. Vo
v§eobecnosti pozostava z troch aromatickych prekurzorov — p-kumarylalkohol, sinapylalkohol
a koniferylalkohol (Wei et al., 2009). Tieto prekurzory formuju guaiacyl- (G), syringyl- (S)
a p-hydroxyfenyl (H) podjednotky hlavne v molekule ligninu (Martinez, 2005). Vzhl'adom
k zna¢nej zlozitosti molekuly ligninu je zlozité urcit' jeho presni chemicka Struktaru
a molekulovu hmotnost’. Takisto izoldcia nativneho ligninu je velmi komplikovana.
Biodegradacia ligninu predstavuje kIuéovy krok v kolobehu uhlika v prirode (Susla a

Svobodova, 2006).
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Obriazok 6 - Struktara ligninu (Stiborova et al., 1999)
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4.5 Ligninolytické huby a ich vyznam

Ligninolytické huby, takisto nazyvané ako ,.huby bielej hniloby* alebo drevokazné huby,
su skupinou hubovitych organizmov (z velkej ¢asti bazidiomycety) schopné degradovat’
rekalcitrantny polymér lignin. V angliétine su oznacované ako ,,White rot fungi“. Schopnost’
odburavat’ lignin im umoznuje, na rozdiel od inych organizmov, ziskavat’ energiu z ostatnych
polysacharidov zabudovanych v ligninocelulézovych substratoch chranenych ligninom.
Samostatné odburavanie im neprinasa ziaden energeticky zisk (Pointing, 2001; Singer et al.
2002). Mnoho hub bielej hniloby zaroven rozklada lignin, hemicelul6zu a celulozu, pri¢om iné
druhy st selektivnejSie arozkladaju primarne lignin. Napriklad Ceriporiopsis
subvermispora, Phlebia spp., Physisporinus rivulosus a Dichomitus squalens selektivne
rozkladaju lignin. Trametes versicolor, Heterobasidium annosum, Phanerochaete
chrysosporium a Irpex lacteus zaroven rozkladaju vsetky cCasti bunkovej steny rastlin.
Selektivne degradujlice huby majii vyznamny potencial v biotechnologickych aplikéciach,
kde je potrebné odstranit’ lignin pre ziskanie neporusenej celulézy ako napriklad
,bio-rozvlaknovacich® procesoch a takisto pri procesoch, kde hlavnym dévodom je
zabezpecenie nechranenych sacharidov pre nasledné pouzite, napriklad ako krmivo pre zvierata
alebo bio-palivo. Napriklad C. subvermispora, ktora nema celulazy, bola vybrana
pre ,»bio-rozvlaknovacie* procesy ako selektivny rozklad ligninu (Dashtban et al., 2010).
Degradacia ligninu sa odohrava vramci ich sekundarneho metabolizmu, ato pomocou
produkcie tzv. lignin modifikujtcich enzymov (lignin modifying enzymes — LME). Hlavnymi
LME u drevokaznych hub su:

e lignin peroxidaza (LiP, E.C. 1.11.1.14.),
e mangan-dependentnd peroxidaza (MnP, E.C. 1.11.1.13.),
lakéza (Lac, E.C. 1.10.3.2.),

niekedy sa spomina aj mangan-independentna peroxidaza MiP (Pointing, 2001).

U niektorych rodov ligninolytickych hub bola popisana aktivita verzatilnej peroxidazy (VP)
(EC 1.11.1.16) (Martinez, 2002).

Najviac prestudovanou drevokaznou hubou je Phanerochaete chysosporium, ktora produkuje
mnozstvo isoenzymov lignin peroxiddzy a mangan peroxidazy, ale neprodukuje lakdzu. Mnoho
inych hub bielej hniloby produkuje lakazu navySe k mangén a lignin peroxiddzam v r6znych
kombinécidch. Na zdklade vzorovych radov produkovanych enzymami mozno huby bielej

hniloby zaradit’ do troch skupin:
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1. Lignin — mangan peroxidaza (napr. Phanerochaete chysosporium a Phlebia radiata).
Phanerochaete chysasporium je vel'mi efektivna pri degradacii ligninu a niektoré kmene
tejto huby su lignin selektivne, ¢o napomaha procesu biologického rozvlaknovania.
Bielidlo v cisticke odpadovych véd je mozné nahradit’ hubami, ktoré budu schopné
vybielit’ zmes na produkciu papieru.

2. Mangan peroxidaza — lakaza (napr. Dichomius squalens a Rigidoporus lignosus).
Niektoré huby, ktoré su schopné selektivne rozkladat’ lignin, zjavne neprodukuju lignin
peroxidazu. Dolezitost’ lignin peroxidazy bola prehodnotena v lignin degrada¢nych
procesoch. Avsak existuje mnoho dovodov preco je problém demonstrovat’ nejaku
enzymaticku aktivitu LiP v niektorych hubach. Induktor moze byt veratryl alkohol a iné
aromatické zluceniny, ktoré tvrdo reguluji produkciu réznych enzymov.

3. Lignin peroxidaza — lakaza (napr. Phlebia ochraceofulva a Junghuhnia separabilima).
Huby, ktoré neprodukuji MnP su neefektivnymi rozklada¢mi ligninu na CO> (Hatakka,
1994).

4.6 Ligninolytické enzymy

Medzi zakladné ligninolytické enzymy hub bielej hniloby patria peroxidazy (lignin
peroxidaza, mangén dependentnd peroxidaza, verzatilnd peroxidaza) a fenoxiddza lakaza

(Hatakka, 1994; Susla a Svobodova, 2006).
46.1 Lakaza

Lakaza (Lac) je sucastou rastlin, mnohych hub (hlavne hub bielej hniloby), niektorych

baktérii a hmyzu. Patri do skupiny polyfenolickych oxidaz obsahujucich med’, ktoré katalyzuju
Stvorelektronovi redukciu kysliku na vodu. Lakaza ligninolytickych hub obsahuje vo svojej
molekule $tyri atéomy medi v oxidaénom stave 2, ktoré st rozmiestnené medzi tromi odlisnymi
vizbovymi miestami. V katalytickom mechanizme enzymu hraji mednaté 16ny dolezZiti tlohu
(Baldrian, 2006; Gianfreda et al., 1999; Sharma et al., 2007).
Lakaza typicky obsahuje tri typy atdomov medi, z ktorych jeden jej dava charakteristicki modra
farbu. Podobné enzymy, ktorym chyba atdm medi a st zodpovedné za modru farbu,
su nazyvané ,,zIté¢* alebo ,,biele” lakdzy. AvSak mnoho autorov nepovazuje tieto enzymy za
lakazy ako také. Lakaza predstavuje vel'mi neSpecificky enzym o molekulovej hmotnosti
v rozmedzi 60 — 70 kDa (Baldrian, 2006).
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Oxiduje vel'a odliSnych zlucenin, ako su fenoly, polyfenoly, aromatické aminy a nefenolické
organické substraty za vzniku reaktivnych radikalov, ktoré podliehaju d’alSej uz neenzymaticke;
depolymerizacii, repolymerizacii alebo demetylacii. Okrem ucasti lakazy pri degradacii ligninu
zastava tento enzym u hub aj d’alSie fyziologicky vyznamné funkcie. Podiela sa na sporulacii,
detoxifikacii alebo tvorbe bunkového pigmentu. Lakaza je taktiez mnohymi hubami
produkovand vo forme réznych izoenzymov. Su to intraceluldrne a extracelularne enzymy,

ktoré st vylu¢ované do kultivaéného média (Susla a Svobodova, 2006).
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Obrizok 7 - Vieobecny reakény mechanizmus lakdz. Styri monoelektronové oxidacie su
katalizované zo substituovaného fenolického substratu (R) tvoriaceho korespondujtice volné
radikaly. Elektrony st nasledne transferované a uchované (za pouzitia Styroch atdbmov medi)
medzi protein a nakoniec transferované do molekuly kyslika za produkcie dvoch molekul vody
(Enguita, 2011)

Viacero autorov (Baldrian and Gabriel, 2003; Velazquez-Cedefo et al., 2004; Savoie et al.,
2007; Kurt and Buyukalaca, 2010; Ruiz-Rodriguez et al., 2011, Banfi et al., 2015) uviedlo,
Ze najvyssie hodnoty aktivity enzymu lakézy boli pozorované na zaciatku vegetativneho rastu,
7 — 10 den od inokulacie. V tychto stadiach boli kultivované rozne kmene Pleurotus ostreatus
na blokoch pSenicnej slamy v rozmedzi hmotnosti 0.02 — 1 kg, ktoré boli bud’ sterilizované
alebo pasterizované. Elisashvili et al. (2003) monitorovali produkciu lakazy pri troch
urodovych cykloch, v dnoch 23. az 65., na 9 — 10 kg blokoch substratu pochadzajuceho
z odpadu produkcie bavlny. Maximalna aktivita bola pozorovana pri tvorbe primordii
a plodnic, pocas vsetkych troch urodovych cykloch, ale nebol sledovany zaciatok vegetativného

Stadia.
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Banfi et al. (2015) tvrdia, ze je potrebné brat’ do tvahy mnohé faktory pri porovnavani dat

z r6znych stadii. Kvalitu a zlozenie substratu, kmene aplikovanych hib a vel'kost’ kultivacie

mozu byt rozdielné.
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Dni odberu vzoriek
Graf 4 - Namerané hodnoty enzymatickej aktivity lakazy huby Pleurotus ostreatus v réznom
case od inokulécie substratu. Bodkovana ¢iara rozdeluje dva kultivacné cykly (Banfi et al.,

2015)
4.6.2 Ligninperoxidaza

Ligninperoxidéaza (LiP) je hemoprotein obsahujuci glykoproteiny. Hré déleZita ulohu pri
biodegradacii zlozky bunkovej steny, ligninu (Piontek, 2001).
Ligninperoxiddza ma molekulovi hmotnost’ v rozmedzi 40 — 45 kDa. Jedna sa o zlozeny
protein obsahujuci molekulu hem. V pritomnosti endogénne vytvaraného peroxidu vodika
katalyzuje oxidaciu nefenolickych aromatickych $truktir ligninu za vzniku arylkationtovych
radikalov. Pocas svojho katalytického cyklu (obrazok 3) je ligninperoxidaza oxidovana H20Oo.
Dochadza k odtrhnutiu dvoch elektronov z jej molekuly a vznika medziprodukt (Lip-zlti¢enina
I), ktory potom oxiduje substrat odstranenim jedného elektrénu za vzniku redukovanejSieho
enzymového medziproduktu (Lip-zlacenina II). Tento medziprodukt potom oxiduje d’alSiu
molekulu substratu odbaranim jedného elektronu, ¢im sa enzym vracia do svojho povodného
stavu.
V pritomnosti nizkej koncentracie substratu a nadbytku H.O2 méze byt Lip-zlucenina Il vd’aka
svojej vysokej reaktivite s H2O2 premenena na neaktivnu formu enzymu (LiP-zlacenina IIT).

Inaktivaciou enzymu v nadbytku H202 brania aromatické latky, napr. ako tryptofan
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a veratrylalkohol. Pokial’ st tieto zluceniny S ochranujucim G¢inkom pritomné, stavaji sa pre
zluceninu II vhodnej§im substratom aumoznuji dokoncenie katalytického cyklu

ligninperoxidazy (Susla a Svobodova, 2006).

LiP
*‘O.
H.O3
substrat''y, LiP-zluéenina |
T substrat

substrat 7, substrat'’
LiP-zlacenina ll

LiP-zldcenina llI
Obrazok 8 - Katalyticky cyklus ligninperoxidazy (Susla a Svobodova, 2006)

4.6.3 Mangan dependentna peroxidaza

Mangén dependentna peroxidaza (MnP) je extracelularny glykoprotein a vylu€ovany

v mnohych izoformach, ktoré obsahuju jednu molekulu hem ako je protopofyrin IX
(Asgher et al., 2008).

MnP katalyzuje peroxid dependentnii oxidaciu manganu (II) (ako redukovany substrat)
na mangan (III), ktory je nasledne vypusteny z povrchu enzymu do komplexu s oxalatom alebo
inymi chelatormi. Chelatovany mangan (III) komplex vystupuje ako reaktant s nizkou
molekulovou hmotnostou, difizny redox — mediator fenolovych substratov pocinajuc
jednoduchymi fenolmi, aminmi, farbivami, fenol lignin subStruktirami a dimérmi
(Wong, 2009; Wesenberg et al., 2003, Asgher et al., 2008).

Mangan dependentnd peroxiddza je Casto produkovand vo forme pocetnych izoenzymov,
ktorych molekulova hmotnost’ je 45 — 55kDa. 1zoenzymy MnP sa hlavne liSia v 1zoelektrickych
bodoch, ktoré sa skor nachadzaju v kyslej oblasti (pH 3 — 4) Katalyticky cyklus MnP (obrazok
4) je podobny ako u ostatnych hemovych peroxiddz. Zahriiuje ako nativnhu formu enzymu

obsahujuicu kation Fe®', tak reaktivne medziprodukty (zlugenina I, zlu¢enina II). Na rozdiel
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od inych peroxidaz preferuje MnP ako substrat Mn?*. Kation Mn?* vystupuje ako donor jedného
elektrénu a je oxidovany na Mn®*. Reaktivne Mn** je stabilizované karboxylovymi kyselinami
(Stavelova, malonov4, mliecna). Vzniknut¢ chelaty moézu nésledne katalyzovat

jednoektronovi oxidaciu roznych substratov (Susla a Svobodova, 2006).

[R-OOH]
o HO)

@@8 Ai:to [R-OH]

Nativnha MnP
20

H+ Re ; MnP zlucenina |
& o)

Re+ H

MnP zldéenina

Obrazok 9 - Katalyticky cyklus mangan dependentnej peroxidazy (Susla a Svobodova, 2006)

Niektori autori uvadzaju, ze spolo¢ne s poklesom aktivity lakazy sa zacala aktivita MnP naopak
navySovat vo vegetativnom S$tadiu, okolo 12. dia od inokulacie. NajvysSia aktivita bola
zaznamena pri tvorbe plodnic (Baldrian and Gabriel, 2003; Velazquez-Cedefio et al., 2004;
Ruiz-Rodriguez et al., 2011). Naopak v studii (Savoie et al., 2007) bola najvysSia aktivita
pozorovana hned’ na zaciatku vegetativneho $tadia, tak ako to je pri lakaze. Riihl et al. (2008)
zaznamenali, Ze aktivita MnP sa simultilne menila s trendom lakézy pocas celej doby
pozorovania.

V studii Baldridn & Gabriel (2003), kde iba vegetativny rast bol pozorovany je znidzornené,
Ze nastal rapidny pokles lakazy po prvych dvoch tyzdinoch a zaroven v tom istom obdobi
nastava prvy narast aktivity MnP (najvyssia pri dni 20. — 23.), pri¢om tieto aktivity st nezavislé

od tvorby plodnic.
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Graf 5 - Namerané hodnoty enzymatickej aktivity mangan dependentnej peroxidazy huby
Pleurotus ostreatus v réznom c¢ase od inokulacie substratu. Bodkovana ¢iara rozdel'uje dva

kultivaéné cykly (Banfi et al., 2015)
4.6.4 \Verzatilna peroxidaza

Verzatilna peroxidaza (VP) bola ako ligninolyticky enzym prvykrat popisana u huby
Pleurotus eryngii (Martinez et al., 1996). NeskorSie bola pritomnost VP popisana takisto
z d’alsich druhov hub Pleurotus a Bjerkandera (Sarkar et al., 1997; Moreira et al. 2005).

VP je schopna katalyzovat’ ako redoxné reakcie typické pre LiP, t.j. oxidaciou nefenolickych
aromatickych substratov za vzniku aromatickych radikélov, tak reakcie typické pre MnP, t.;.
oxidacia Mn?* na Mn®*. Katalytické vlastnosti VP viedli k oznageniu tohto enzymu ako LiP-
MnP hybrid. Hybridné vlastnosti VP boli potvrdené analyzou trojrozmerného modelu enzymu,
na ktorom boli najdené Struktary pritomné u MnP, tak aj u LiP. VP z Pleurotus eryngii ma

vy$siu afinitu na H20, a Mn?* ako je tomu u peroxidaz huby Phanerochaete chrysosporium
(Moreira et al., 2007).

4.6.5 Uplatnenie ligninolytickych enzymov v degradacii organickych polutantov

Schopnost’” hub bielej hniloby transformovat a mineralizovat’ Siroké spektrum
organickych polutantov bola popisana v mnohych §tadiach (Pointing, 2001). Biodegradacnych
procesov sa vo vicsine pripadov zicastiiovali priamo ligninolytické enzymy (Rabinovich et al.,
2004).
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U niektorych druhov drevokaznych hub bolo zistené, ze modzu rozkladat’ nebezpecné
aromatické nitro zluceniny (Donnelly et al., 1997). Napriklad Phanerochaete chrysosporium
bola schopnd mineralizovat’ 2.4,6-trinitrotoluen (Paszynski and Crawford, 1995). Studie
s purifikovanou MnP dokazali, ze za degradaciu tejto explozivnej aromatickej zluceniny boli
zodpovedné ligninolytické enzymy (Scheibner and Hofrichter, 1998).

Ligninolytické enzymy hub bielej hniloby sa priamo uplatiuji pri biodegradacii
polychlorovanych bifenolov (PCB) (Paszynski and Crowford, 1995; Novotny, 1997). Dec
a Bollag (1995) uvadzaju zapojenie enzymu lakazy huby Trametes versicolor v dehalogenacii
PCB.

Ligninolytické enzymy hraji doleziti ulohu pri mineralizacii a degradacii polycyklickych
aromatickych uhl'ovodikov (PAU), ktoré svojou toxicitou a perzistenciou v zivotnom prostredi
predstavuju vazny ekologicky problém (Anderson and Henrysson, 1996). Purifikovana MnP
huby Phanerochaete chrysosporium dokazala efektivne oxidovat dvanast réznych PAU
tvorenych 3 — 6 aromatickymi kruhmi (Bogan and Lamar, 1995).

Huby bielej hniloby su ¢asto Studovanymi mikroorganizmami vd’aka svojej schopnosti u¢inne
degradovat syntetické farbiva (McMullan et al., 2001; Wesenberg et al., 2003).

Lignin peroxidazou Phanerochaete chrysosporium oxiduje rozne sulfonové azo farbiva
za vzniku benzochinonov a sulfofenyl hydroperoxidad (Chivukula, 1995).

V poslednych rokoch bol vyvijany tlak na efektivne vyuZivanie a zhodnotenie organickych
odpadov z poI'nohospodarstva, lesnictva a potravinarskeho priemyslu ako surovych materialov
a substratov pre fermentaciu v pevnom skupenstve (Moldes et al., 2003; Risdianto et al., 2010).
Navyse, vacsina tychto odpadov obsahuje lignin a/alebo celuldzu alebo hemiceluldzu, ktoré sa
mozu spravat’ ako induktory ligninolytickej aktivity. Vacsina tychto odpadov ma vysoky obsah
cukrov, ¢o napomaha ekonomickej stranke tychto procesov (Risdianto et al., 2010). VyuZitie
tychto typov odpadov sa najde nielen ako zdroj pre pripravu alternativnych substratov,
ale takisto aj pri rieSeni problémovVv so zne€istenim zivotného prostredia (Moldes et al., 2003;
Neifar et al. 2011). Fermentacia v pevnom skupenstve je povazovana za najlepSiu metodu
pre kultury filametéznych hub a pre produkciu ligninolytickych enzymov, pretoZe rasti
v podmienkach, ktoré napodobnuju ich prirodzené prostredie. TO ma za nasledok produkciu
konkrétne enzymov vo velkom mnozstve, podobne ako je to pri vodou zaplavenych

fermentdciach (Kumar and Mishra, 2011; Neifar et al., 2011).
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5 Material a metody
5.1 Material

5.1.1 Agarové Zivné médium

Pre pokusy bol ako kultivaéné médium pouzity sladinovy agar naliaty do Petriho misiek.
Sladinovy agar 2 %
— 20gagar
— 20 gsladina

— 1000 ml destilovan4 voda

Uprava hodnoty pH na 7.0 — 8.0 a nasledna sterilizacia média 20 minut pri teplote 121 °C
5.1.2 Sadba

Pre vSetky pokusy v ramci tejto diplomovej prace bola pouzitd zrnitd sadba. Priprava
sadby spocivala v prevareni pSeni¢nych zfn az do Stddia napucania. Potom bola preplachnuta
studenou vodou a po odkvapkani zmieSand so sadrou. Pripravené zrna boli naplnené do
sklenenych 1 1 flia§ do % ich objemu. Flase boli uzavreté vatovymi zatkami a prekryté
alobalom. Nasledne boli fl'ase sterilizované v autoklave pri teplote 121 °C po dobu dvoch hodin.
Po prirodzenom vychladnuti boli naockované za sterilnych podmienok vo flowboxe
medzikultirou alebo agarovym blo¢kom prisluSnej huby a pretrepané. Po naockovani boli fI'ase
ponechané v tme pri teplote 24 °C a 1 x za tyzden boli pretrepané. Prerastena a pripravena sadba

bola skladovana pri teplote 2 — 4 °C.
5.1.3 Pouzité huby

e Pleurotus ostreatus kmen P35 zo zbierky fytopatogennych hub Vyskumného ustavu
rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzynég

e Pleurotus eryngii kmen Korea

e Hericium erinaceus CPPF 5087 zo zbierky fytopatogennych hub Vyskumného ustavu
rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné

e Ganoderma lucidum kmen GA2 pévodom z Thajska
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5.1.4 Pouzité nadoby pri kultivacii hub

V priebehu pokusov boli pouzité:
e Omnia pohare s objemom 700 ml — uzatvarané vieckami z hlinikovej folie
e Sklenené skumavky s priemerom 4 cm avyskou 23,5 cm - uzatvarané vieCkami
Z hlinikove;j folie
e PP (polypropylénové) kybliky o objeme 2 300 ml s vyskou 15 cm a priemerom 13,4 cm

— uzatvarané s PP vieckami s molitanovym filtrom
5.1.5 Substratovy material

Pri pokusoch boli pouzité bukové a smrekové piliny z pil Petrovice a Skolniho lesniho
podniku CZU v Praze. Bukové piliny slazili ako kontrola pogas vetkych pokusov, nakol’ko
na zaklade literatiry je dokézané, ze medzi pestovatelmi zo stredoeurdpskeho klimatického
pasma je to preferovany drevny material. Je na iom mozné dosiahnut’ stabilnych vynosov
pri pestovani jedlych a lie€ivych hub.

Podrla (Croan, 2004) je mozné ihli¢naté piliny vyuzit' na kultivaciu jedlych a lie¢ivych hub,
ale piliny musia prejst’ ur¢itou upravou, aby boli zbavené extraktiv ako su zivice a iné prchavé
latky, do takej miery aby neboli toxické pre huby. Z tohto doévodu boli smrekové piliny
upravené pomocou fermentacie po réznu dobu. Niektoré varianty (vid’. tab. 7) boli obohatené
o0 fugat pochadzajuci z bioplynnej stanice Krasna Hora nad Vltavou. Vstupnymi surovinami

V tejto bioplynovej stanici st kukuri¢na silaz, travna senaz a kravska hnojovica.
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Oznacenie | Material Doba fermentacie (tyZdne) Pridavok fugatu (% w/w)
Smrekové
SMREK . 0 0
piliny
Bukové
BUK N 0 0
piliny
Smrekové
BO . 0 0
piliny
Smrekové
B3 . 3 0
piliny
Smrekové
B6 . 6 0
piliny
Smrekové
B9 . 9 0
piliny
Smrekové
FO . 0 5
piliny
Smrekové
F3 . 3 5
piliny
Smrekové
F6 N 6 5
piliny
Smrekové
F9 . 9 5
piliny

Tabul’ka 7 - Jednotlivé varianty substratov pouzivanych pri pokusoch

52 Metédy

5.2.1 Pokus - fermentacia smrekovych pilin

Celkovo boli zalozené dve fermentacie na pracovisku KAVR v Cervenom Ujezde za

ucelom ziskania materiélu, ktory bude po uprave vhodny pre kultivaciu jedlych a lie€ivych hub.

Na kazdu fermentéciu bolo pouzitych priblizne 200 kg materilu.

Vzdy bola ako prva stanovena vlhkost’ smrekovych pilin, odber bol vykonany z viacerych miest
za vzniku reprezentativnych vzoriek a naslednym susenim pri 105 °C. Piliny boli doplnené

0 prislusné mnozstvo vody, priCom vysledna vlhkost” bola 50 % pocas fermentacie. Piliny
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s vodou boli miesané¢ v mieSacke, ¢im Sa zabezpecilo rovnomerné prevlhcenie materialu.
Niektoré varianty boli obohatené o5 % w/w fugdtu. Materidl bol nésledne naplneny
do $pecialne upravenych sudov (10 ks.), cez ktoré je mozné vhanat’ vzduch s regulaciou tlaku.
Sudy boli umiestnené vo vyhrievanej miestnosti s regulovanou teplotou 30 °C.

Prva pokusna davka fermentacie celkovo trvala 9 tyzdnov. Pocas 3. a 6. tyzdna boli dva sudy
z kazdej varianty (s pridavkom a bez pridavku fugatu) odobraté. Ich obsah bol presypany
do plastovych vriec, ktoré boli skladované pri teplote 4 °C az do nasledného pouzitia. Na konci
fermentacie boli zvysné sudy takisto presypané do plastovych vriec a skladované pri teplote do
4 °C. Pri zakladani, pocas 3., 6. a9. tyzdia boli odobraté vzorky, ktoré boli nasledne
analyzované. Druha pokusna davka fermentacie celkom trvala 6 tyzdinov u vsetkych sudov.
Ich obsah bol presypany do plastovych vriec, ktoré boli skladované pri teplote 4 °C
az do nasledného pouzitia.

Pocas obidvoch fermentacii sa dbalo na udrzanie konstantnej vlhkosti (stanovenie vlhkosti
pri 105 °C z kazdého sudu) substratu pri aeracii. V pripade potreby bol materidl opitovne

premieSany v mieSacke a doplneny o prislusné mnozstvo vody.

5.2.2 Pokus - sledovanie intenzity rastu jednotlivych jedlych a lieivych hub na

bukovych pilinach

Pokus bol zaloZzeny za ucelom zistenia intenzity rastu jednotlivych hib na kontrolnom
substrate, o boli bukové piliny. Na zaklade stanovenej vlhkosti bukovych pilin pri 105 °C boli
doplnené o prislusné mnozstvo vody, vlhkost’ substratu 68 %, ru¢ne premiesané a naplnené
do skimaviek s priemerom 4 cm. Skiimavky boli uzatvorené hlinikovou foliou a sterilizované
po dobu 2 hod. v autoklave pri teplote 121 °C. Po vychladnuti sa skimavky V sterilnych
podmienkach flowboxu zaockovali na povrch substratu zrnitou sadbou hub - Pleurotus
ostreatus, Pleurotus eryngii, Hericium erinaceus, Ganoderma lucidum, z kazdej varianty boli
pripravené 4 opakovania. Skiimavky boli inkubované pri teplote 24 °C bez potreby osvetlenia.
Od naockovania boli celkovo 3 X zmerané prirastky rastu mycélia od povrchu substratu.
Meranie bolo vykonané na 4 osach, ktoré boli nacrtnuté na stene pohara a vysledok bol nasledne

spriemerovany (prirastok mycélia na den). Déta boli analyzované metodou rozptylu ANOVA.
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5.2.3 Pokus - sledovanie intenzity rastu mycélia jedlych a lieivych hub na jednotlivych

substratoch

Pouzité huby:
e Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm kmen P35 zo zbierky fytopatogennych hub
Vyskumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné
e Pleurotus eryngii (DC.) Quél. kmen Korea
e Hericium erinaceus (Bull.) Pers. CPPF 5087 zo zbierky fytopatogennych hub
Vyskumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné

e Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst kmeit GA2 povodom z Thajska

Pouzité varianty substratov: SMREK, BUK, B3, B6, B9, F3, F6, F9 (vid’ tabulka 7, str. 35).

Cielom pokusu bolo zistit’, ktora varianta substratu je najvhodnej$ia pre pestovanie vybranych
jedlych a liecivych hub.

Pri sledovani intenzity rastu mycélia boli pouzité OMNIA pohare o objeme 700 ml, uzatvarané
hlinikovou f6liou. Prvym krokom bolo stanovenie suSiny pri 105 °C jednotlivych variant
substratu. Po naslednom stanoveni suSiny substratu bola ich vlhkost' upravend na 68 %.
Pripravené substraty boli rovnomerne plnené do OMNIA poharov, cca. 2 cm od okraja tak aby
vznikol priestor pre oc¢kovaciu sadbu. Uzavreté pohare boli sterilizované po dobu 2 hod.
Vv autoklave pri teplote 105 °C. Po vychladeni boli pohare za sterilnych podmienok zaockované
zrnitou sadbou na povrch substratu prisluSnymi hubami. ZaoCkované OMNIA pohdare boli
inkubované pri teplote 24 °C bez potreby osvetlenia. Od naockovania boli celkovo 2 x zmerané
prirastky rastu mycélia od povrchu substratu. Meranie bolo vykonané na 4 oséch, ktoré boli
nacrtnuté na stene pohara a vysledok bol nasledne spriemerovany (prirastok mycélia na den).
Data boli analyzované metddou rozptylu ANOVA.

Pri pokuse sme sktimali 8 r6znych variant substratu, 4 druhy htub po 4 opakovaniach. Celkovo

bolo zaloZenych 128 ks. OMNIA pohérov za G¢elom sledovania intenzity rastu mycélia.
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5.2.4 Pokus — sledovanie intenzity rastu mycélia jedlych a lie¢ivych hiib na vybranych

substratoch s 20 % obohatenim pSeni¢nymi otrubami

Pouzité huby:
e Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm kmen P35 zo zbierky fytopatogennych hub
Vyskumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné
e Pleurotus eryngii (DC.) Quél.kmen Korea

e Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst kmeit GA2 povodom z Thajska

Pouzité varianty substraty: SMREK, BUK, B6, F6 (vid’ tabulka 7, str. 35), pricom kazda

varianta bola obohatena 20 % w/w pSeni¢nymi otrubami.

Na zaklade vysledkov predchadzajiceho pokusu boli vybrané dve reprezentativne varianty
substratu (B6 a F6) a dve kontroly (SMREK a BUK). Ciel'om pokusu bolo zistit’ vplyv intenzity
rastu mycélia na obohatenia substratu pSenicnymi otrubami 20 % w/w.

Pri sledovani intenzity rastu mycélia boli pouzité PP kybliky o objeme 2 300 ml s vysSkou
15 cm a priemerom 13,4 cm — uzatvarané s PP vieCkami s molitanovym filtrom. Prvym krokom
bolo stanovenie suSiny pri 105 °C jednotlivych variant substratu. Po naslednom stanoveni
susiny substratu bola ich vlhkost’ upravena na 68 %. Pripravené substraty boli rovnomerne
plnené do PP kyblikov, cca. 3-4 cm od okraja tak aby vznikol priestor pre o¢kovaciu sadbu.
Uzavreté PP kybliky boli sterilizované po dobu 24 hod. v preparovacej komore pri teplote
90 °C. Po vychladeni boli kybliky za sterilnych podmienok zaockované zrnitou sadbou
na povrch substratu prislusnymi hubami. Zaockované kybliky boli inkubované pri teplote 18
°C bez potreby osvetlenia. Od naockovania boli celkovo 2 x zmerané prirastky mycélia od
povrchu substratu. Meranie bolo vykonané na 4 osach, ktoré boli na¢rtnuté na stene pohara
a vysledok bol nasledne spriemerovany (prirastok mycélia na defl). Data boli analyzované
metddou rozptylu ANOVA.

Pri pokuse sa skamali 4 r6zne varianty substratu, 3 druhy hub v 10 opakovaniach. Celkovo bolo

zalozenych 120 ks. PP kyblikov za Gi¢elom sledovania intenzity rastu mycélia.
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5.2.5 Pokus — stanovenie aktivity ligninolytickych enzymov jedlych a lie¢ivych hib na

vybranych substratoch

Pouzité huby:
e Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm kmen P35 zo zbierky fytopatogennych hub
Vyskumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné
o Pleurotus eryngii (DC.) Quél.kmen Korea

e Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst kmeit GA2 povodom z Thajska

Pouzité varianty substratov: BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35).

Na zaklade vysledkov predchadzajuceho pokusu boli vybrané dve reprezentativne varianty
substratu (B6 a F6) ajedna kontrola (BUK). Principom bolo vhodne kolonizovat substrat
hubami a v ré6znych dnoch od zaoCkovania substratu preverenie ligninolytickej enzymatickej

aktivity vybranych hub, ¢ize ich schopnost’ efektivne rozkladat’ lignin.

5.2.5.1 Kultivacia hab pre stanovenie ligninolytickej enzymatickej aktivity

Pre kultivaciu hub boli pouzité OMNIA pohare o objeme 700 ml, uzatvorené hlinikovou
foliou. SuSenim pri 105 °C bola zistena suSina jednotlivych substratov a nésledne ich vlhkost’
bola upravena na 68 %. Takto pripraveny substrat bol plneny do OMNIA pohérov s tym,
ze v strede ostal tzv. komin, priestor bez substratu s priemerom 2 cm. Pohdre boli sterilizované
v autoklave pri teplote 121 °C po dobu 2 hodin. Po vychladnuti boli pohare ockované
Vv sterilnom prostredi flowboxu do kominov zrnitou sadbou jednotlivych hiib. Tymto spésobom
bolo zabezpecené husté a rovnomerné prerastenie substratu podhubim. Zaockované pohare boli
inkubované pri teplote 24 “C bez potreby osvetlenia
Pri pokuse sa overovali 3 rozne varianty substratu, 3 druhy hab v 3 opakovaniach a 4 odberoch
Celkovo bolo zaloZenych 108 ks. OMNIA pohérov za G¢elom kultivacie hib a nésledného

stanovenia ligninolytickej enzymatickej aktivity v r6znu dobu od naoc¢kovania substratu.
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Zrnita sadba

= — Piliny

Obrazok 10 - Spdsob kultivovania hub do kominkov pre stanovenie enzymatickej aktivity
(autor)

5.2.5.2 Odber dvoch typov vzoriek pre stanovenie ligninolytickej enzymatickej aktivity

5.25.2.1.1 Pouzité chemikalie:

. Octan sodny
. Ladové octova kyselina
. Kyselina octova

TWEEN 80 -20g
Glycerol — 100 ml

5.25.2.1.2 Material:

. Chladiaca miestnost’ 4 °C

. Pomocky pre odber vzoriek

Eppendorf 1,5 ml — 216 ks. (predvazené)
Falcon skiimavky 12 ml— 108 ks.

Nadoby na trepanie

Filtraény papier

. SuSiaren

5.2.5.2.1.3 Priprava roztoku pufru pre extrakciu 10 mM, pH 5,0 s pridavkom TWEEN 80:

. 1,36 g octan sodny + 500 ml destilovana voda + 5g TWEEN 80
. pridat 10 mM kyselina octova do pH 5,0 (priprava 10 mM Kkyseliny octovej:
57 ul ladovej octové kyseliny pridat’ do 100 ml H20 (destilovana))

. doplnit’ do 1000 ml destilovanou vodou.
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5.25.2.1.4 Extrakcia enzymov pre tekuté vzorky

Z jedného kultivacného pohara sa odobrala reprezentativna vzorka (z viacerych miest).
Vzorka sa odvazila s presnost'ou na tri desatinné miesta, umiestnila sa do plastovych nadob,
pri¢om sa doplnila o patnasobok svojho objemu octanovym pufrom. Vzorky sa trepali 120 min.
(pri 4 °C, 100 rpm). Vzorky boli prefiltrované cez predvazeny filtraény papier S presnostou
na Styri desatinné miesta do Falcon skimaviek.

Po prefiltrovani vzoriek sa papiere vysuSili v suSiarni (105 °C, 12-24h). Bola zaznamenana
hmotnost’ vysuSenych vzoriek (mg) a objem ziskaného filtratu (ml).

Do Falcon skimaviek s filtratom bol pridany glycerol pre stabilizaciu filtratu (finalna
koncentracia glycerolu 5% wi/w). Vzorky boli skladované pri teplote - 20 °C do samotného
stanovenia enzymatickej aktivity.

Celkovo boli vzorky odoberané v terminoch 5., 10., 15. a 20. defi od zaoCkovania substratu.
Pocet vzoriek bol 108 ks.

5.25.2.1.5 Odber pevnych vzoriek pre stanovenie enzymov
Z celého profilu kazdého pohéra sa urobili vzorky, ktoré boli naplnené do Falcon
skamaviek 12 ml. Vzorky boli skladované pri teplote - 20 °C do samotného stanovenia

enzymatickej aktivity. Pocet vzoriek bol 108 ks.
5.2.6 Stanovenie ligninolytickej enzymatickej aktivity jedlych a lieivych hub

Boli stanovené aktivity ligninolytickych enzymov u vybranych jedlych a lie¢ivych hib:

e Lakaza

e Mangan dependentna peroxidaza

e Lignin peroxidaza
Aktivity boli stanovené na 96 kyvetovom spectrofotometri SPECTRAMAX. Meranie
prebiehalo v Mikrobiologickom ustave AV CR v.v.i. v Praze.
Pri lakaze boli pouzité merania cez roztok ABTS (2,2"-azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonova kyselina)) v tekutom apevnom vzorku. Vysledky boli prepocitané a nasledne
porovnané. Pri lakaze bola takisto vypocitand miera vytaznosti pri extrakcii v porovnani
s pevnou vzorkou. Boli vytvorené trendové linie skimanych ligninolytickych enzymov kazdej

huby.
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5.2.6.1 Tekuté vzorky (kultiva¢né tekutiny, enzymy vyextrahované do pufru)

5.2.6.1.1 Lakaza — ABTS test podla Matsumura et al. (1986)
Chemikalie:

e 120 mM Na-acetatovy pufer pH 5.0

e 50 mM roztok ABTS v H20 (destilovana)

Postup:

Pipetovat’ 160 pl pufru + 20 ul vzorky. Reakciu $tartovat’ pridanim 20 ul ABTS a okamzite
merat’ pri A=420 nm (meranie po 12 s po dobu 5 min.).

Molarny extinkény koeficient ABTS 36 000 Mt cm™,

5.2.6.1.2 Lakaza/MiP/MnP — DMP test podl’a DeJong et al. (1994)
Chemikalie:

e 65.8 MM Na-malonatovy pufer pH 4.5

e 20 mM roztok DMP (v 20 % EtOH)

e 20 mM MnSOg4

e 20mM EDTA

e 10 mM H20: (pripravit’ Cerstvy pred kazdym meranim zo zasobného 30 % H20z)
Priprava 10 mM H202: 50 ul 30 % H20 + 44 ml H>O (destilovana).

Postup:
Pipetovat’:

A. 170 pl pufru + 20 pl vzorky + START 10 ulDMP

B. 152 ul pufru + 20 ul vzorky + 10 pl MnSO4 + 8 ul H202+ START 10 ul DMP

C. 152 pl pufru + 20 pl vzorky + 10 ul EDTA + 8 pul H2O2+ START 10 ul DMP
Pipetovat’ dohromady pufer, vzorku, MnSO4, EDTA a H20>. Startovat’ reakciu pridanim 10 ul
DMP a merat’ okamzite A=469 nm (meranie 12 s po dobu 5 min.).
Molarny extinkény koeficient DMP: 49 600 M cm™,

Rekalkulacia aktivit:
Lakaza = A
MiP=C-A
MnP=B-C
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5.2.6.1.3 Lignin peroxidaza — veratryl alcohol test podl’a Vyas et al. (1994)
Chemikalie:

e 0.1 M Na-tartratovy pufer pH=3.0

e 20 mM Veratryl alkohol (VeOH)

e 54 mM HxO; (pripravit’ Cerstvy pred kazdym meranim zo zasobného 30 % H205)
Priprava 54 mM H20>: 0,275 ml 30 % H202 + 50 ml H2O (destilovana).
Pri stanoveni A=310 nm je potrebna UV transparentna kyveta.
Postup:
Pipetovat’ 155 pl pufru, 30 pl vzorky a 10 ul 54 mM H.O2 Startovat’ reakciu pridanim
5 ul veratryl alkoholu a okamzite merat’ A=310 nm (meranie po 12 s po dobu 5 min.).
Molarny extinkény koeficient VeOH: 9 300 Mtcm™.

5.2.6.1.4 Vypocet aktivity tekutych vzoriek

Aktivita sa udava v jednotkach (U, U = pmol.min™!) vztiahnuty na objem tekutiny (1).
Vypocet aktivity podl'a vzorca:
EA [U/l]= dAsos. Vim / €.1.Vy;

Pricom:

— dAsos = zmena A za 60 s.

— V= objem reakénej zmesi [0,0002 []

— €= molarny extinkény koeficient [v jednotkach pM™ cm™]

— objem vzorky [v jednotkach 1]

Prepocet vy$Sie uvedenej aktivity na aktivitu v povodnom vzorku pred extrakciou:

Aktivitu EA [U/1] vynasobit’ objemom pufru pouzitého na extrakciu [v jednotkach I]. Ziskanu
hodnotu vydelit suchou hmotnostou povodného vzorku pouzittho na extrakciu
[v jednotkach mg]. Vysledna aktivita potom vyjde Vv jednotkach enzymatickej aktivity na mg

vzorku [v jednotkéch U/mg].
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5.2.6.2 Pevné vzorky

5.2.6.2.1 Lakaza — ABTS test

Chemikaélie, material:

— cca. 20 — 50 mg nesuseného vzorky

— predvazené skimavky 1,5 ml

— 120 mM Na-acetatovy pufer pH=5.0

— 50 mM roztoku ABTS v H;0 (destilovana)

Molarny extinkény koeficient ABTS 36 000 M cm™,

Postup:

Inkubovat’” vzorku v predvazenych skimavkach spufrom (900 pl) aenzymovym
substratom — ABTS (100 ul) — inkubacia 2 min. pri izbovej teplote za staleho trepania (vortex).
Potom oddelit’ vzorku od pufru centrifugaciou (30 s., max. otaCky) a zmerat absorbanciu
supernatantu pri A=420 nm.

Ako kontrolu (=blank) inkubovat’ rovnaku reaként zmes bez vzorky. Supernatant z nej pouzit’
ako blank pre spektrofotometrické meranie vzoriek.

Ako kontrola absorbancie pozadia inkubovana podna vzorka s pufrom bez pridania ABTS.
Vysusit’ zostavajuce vzorky pilin pri 105 °C a stanovit’ ich suchu hmotnost’ [mg].

Vypocitat' enzymaticku aktivitu v jednotkach enzymatickej aktivity (U) na mg suchej vzorky
[U/mg].

5.2.6.2.2 Vypocet aktivity pevnych vzoriek
Najskor spocitat’ zmenu absorbancie pri 1 min.
dAeos = (A vzorky - A kontroly bez ABTS) /2
Spocitat’ enzymaticku aktivitu (EA) podl'a vzorca:
EA [U/mg]= (dAsos. Vim) / (€.1.V\z)
Pricom:

— dAsos =zmena A za 60 s.

V= objem reakénej zmesi [0,001 1]

€ = molarny extinkény koeficient [v jednotkach pM™ cm™]

objem vzorky = suSina vzorky [mg]
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5.2.7 Stanovenie pomeru C : N v jednotlivych substratoch

Pouzité huby:
e Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm kmen P35 zo zbierky fytopatogennych hub
Vyskumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné
o Pleurotus eryngii (DC.) Quél. kmen Korea

e Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst kmeit GA2 povodom z Thajska

Pouzité varianty substratov: BUK, B3, B6, B9, F3, F6, F9 (vid’ tabulka 7, str. 35).

Cielom bolo zistit' pomer uhlika ku dusiku jednotlivych substratov pred kolonizaciou hub
nakol’ko sa jedna o jeden z najddlezitejsich faktorov pri posudzovani kvality substratu a do akej
miery bol tento pomer ovplyvneny fermentaciou.

Celkové obsahy C, H, N vo vzorkach pilin boli stanovené na pristroji pre elementarnu analyzu
Vario MACRO cube (Elementar Analysensysteme, GmbH, Nemecko). Suché vzorky pilin boli
navazené do cinovej folie a nasledne boli katalyticky spalované pri teplote 1150 °C v prude
vel'mi €istého kysliku. Nosnym plynom bolo ¢isté hélium. Po tepelnom rozklade vzorky bola
zmes plynu obsahujica C, H, N vplyvom kondenzicie a adsorpcie na oxid fosfore¢ny
a strieborni vatu. Zmes Cistych analyzovanych plynov bola od seba oddelend Specifickou
adsorpciou-desorpciou na kolonach a nasledne bol stanoveny ich obsah na tepelne vodivom
detektore (TCD).

5.2.8 Stanovenie hodnoty pH kolonizovaného substratu jedlymi a lie¢ivymi hubami

Pouzité huby:
e Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm kmen P35 zo zbierky fytopatogennych hub
Vyskumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné
o Pleurotus eryngii (DC.) Quél. kmen Korea

e Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst kmeit GA2 povodom z Thajska

Pouzité varianty substratov: BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35).

Pocas pokusu na stanovenie enzymatickej aktivity boli subezne odoberané vzorky
pre stanovenie pH substratu pocas kolonizacie. Ciel'om bolo zistit’ pokles pH substratu pocas
kolonizécie substratu hubou. Vzorky boli odoberan¢ 5., 10., 15. a 20. den od naockovania
substratu hubami. Pocet vzoriek bol 108 ks.

Hodnota pH predom vysusenych substratov bola stanovena vo vyluhu 0.01M CaCl2
v upravenom pomere 1:10 (objem) podl'a normy EN 13037.
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5.2.9 Stanovenie Zivic v smrekovych pilinach na za¢iatku a pocas fermentacie

Stanovenie prchavych latok a zivic vo smrekovych pilinach pocas fermentacie prebehlo
na Katedre chémie FAPPZ CZU Praha. Podstatou bolo zistit' do akej miery je fermentacia
a pridavok fugatu v ramci fermentacie uc¢inny pre redukciu prchavych latok a zivic. Pre potreby

stanovenia boli piliny vysusené pri 105 °C.
5.2.9.1 Stanovenie Zivic

Pouzité varianty substratov: SMREK, B3, B6, B9, F3, F6, F9.

Stanovenie odpoveda TAPPI norme T 264 cm-97, ktora sa pouziva pre stanovenie ligninu

podla Klasona. Je jeho modifikovanou podobou. Zivice sa stanovia vyextrahovanim pomocou
benzén-etanolickej zmesi.

Patrona s odextrahovanou vzorkou sa opdt’ vlozi do Soxhletovho pristroja, ktory sa vSak
v tomto pripade naplni zmesou benzénu aetanolu v pomere 1 objemovy diel etanolu
a2 objemové diely benzénu. Extrakcia sa robi podl'a TAPPI normy T 264-97 po dobu 6 az 8
hodin. Po skon¢eni extrakcie sa material prevedie na Biichnerov lievik a odsaje sa prebytok
extrakéného c¢inidla. Vzorka sa dalej premyje najskor etanolom tak dlho, az odtekajuca
kvapalina je bezfarebna. Potom sa prevedie premytie destilovanou vodou (cca. 100 ml)
k odstraneniu alkoholu. VVzorka sa prevedie do 1 000 ml Erlenmayerovej nadoby a prida sa 500
ml horucej destilovanej vody. Nadoba sa potom prevedie do 1 000 ml Erlenmayerovej nadoby
apridd sa 500 ml hortice destilovanej vody. Nadoba sa potom zahrieva na vodnom kupeli
po dobu 1 hodiny. Po skonCeni premyvania sa obsah nadoby opéit’ prefiltruje na Biichnerov
lievik a premyje sa s 500 ml hortcou destilovanou vodou. Vzorka sa potom ususi v susiarni pri
105 °C a ur¢i sa jeho hmotnost’ m.

MnozZzstvo Zivic sa vypocita zo vztahu:

Xr = (my—my) / mv.s. vztiahnuté na v.s. fytomasu alebo

xr = (xr / (1 —xh))/100 vztiahnuté na a.s. fytomasu, resp. v % (*100).
5.2.9.2 Stanovenie prchavych latok

5.2.9.2.1 Destilacia prchavych latok

40 g pilin bolo navazenych do kadenky a potom kvantitativne prevedenych do gul'atej

zabrasenej banky o objeme 1 000 ml. Bolo pridanych 400 ml destilovanej vody. Bola zostavena
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aparatura podl'a Likens-Nickersona. Pre zahrievanie banky o objeme 1 000 ml, do ktorej bolo
naliatych 50 ml dichlérmethanu p.a. Do banky s dichlormethanom bol pridany varny kamienok.
Pre zahrievanie dichlérmethanu bol pouzity vodny kuapel o teplote 60 °C. Voda s pilinami bola
privedena k varu a destilacia prchavych latok prebiehala po dobu 4 hodin. Potom bol ohrev
vypnuty a aparatura bola ponechand vychladnutiu. Potom banka s dichlormethanom bola

opatrne odobratd, pevne uzavreta a ulozena v mraziaku do d’alSieho spracovania.

5.2.9.2.2 Priprava vzorky k analyze

Banka bola vybratda z mraziacého boxu aponechand vytemperovat’ na teplotu
laboratdria. Potom bol pinzetou vybraty varny kamienok a vzorka bola zahustena ¢iastocnym
vyparenim dichlormethanu na rota¢nej vakuovej odparke pri teplote vodnej kupele 30 °C
na koneény objem vzorky cca. 2-3 ml. Potom bolo do vzorky presne pridané 0,5 roztoku

undekanu v dichlérmethanu o znamej koncentracii (0,982 mg/ml) ako vnutorny Standard.

5.2.9.2.3 Plynova-chromatografickd analyza

Pre meranie bol vyuzity plynovy chromatograf Varian 3300 vybaveny kremennou
kapilarnou kolonou DB-5 (30 m X 0,25 mm i.d., tl. filmu 0,25 pm) a plameno-ionizaénym
detektorom. Podmienky analyzy: teplota néstreku a detektoru 280 °C, programovana teplota
kolony (50 °C po dobu 3 minut, narast 5 °C/min, hornd izoterma 260 °C po dobu 10 minut),
nosny plyn dusik (vstupny tlak do kolony 20 psi), prietok cca. 1 ml/min., splitovaci pomer 1:20,

objem nastreku 1 um.
5.2.10 Stanovenie ligninu podPa Klasona a holocelulézy

5.2.10.1 Stanovenie ligninu

Stanovenie ligninu a holocelulozy prebiehalo na Univerzite Pardubice, Fakulta
chemicko technologické. Oddéleni dieva, celulozy a papiru.
Pouzité huby:
e Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm kmen P35 zo zbierky fytopatogennych hub
Vyskumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné
o Pleurotus eryngii (DC.) Quél. kmen Korea

e Ganoderma lucidum (Curtis) P. Carst kmen GA2 pévodom z Thajska

Pouzité varianty substratov: BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35).
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Cielom bolo stibezne so stanovenim enzymatickej aktivity zistit’, do akej miery boli enzymy
schopné rozlozit’ lignin v jednotlivych substratoch. Sledovali sa vzorky pred naockovanim
a 20 dni po naockovani (posledny termin odberu vzoriek pre stanovenie enzymatickej
aktivity).

Pred samotnym stanovenim ligninu bolo potrebné stanovit mnozstvo popola. Vzorka
po stanoveni suSiny bola kvantitativne prevedena do zvédzeného porceldnového tégliku
na stanovenie popola. Mnozstvo popola v dreve bolo stanovené v stulade s TAPPI normou
T 211 om-93 spalenim vzorky v peci pri 525 += 25 °C po predchadzajucom odpaleni
nad kahanom, ochladenim v exsikatore a urenim jeho hmotnosti ma beznym sposobom.

Obsah popola bol vypocitany podl'a vzorca:

Xa= Ma / Mys, vztiahnuté na v.s. mnozstvo pilin alebo

Xa = Ma / Mas, vztiahnuté na a.s. mnozstvo pilin resp. v % (* 100).

Stanovenie ligninu podla Klasona je zalozené na hydrolyze a rozptstani vsetkych
polysacharidickych podielov (holocelulézy) vo fytomase pomocou 72 % kyseliny sirove;.
Vzorka bola po stanoveni Zivic prevedena do vySSej a vicsej vazenky a priamo v nej sa
pokracovalo. Mnozstvo m2 vzorky sa preleje 72 % kyselinou sirovou vychladenou v chladnicke
v mnozstve odpovedajuce 15 ml tejto kyseliny na 1 g vzorky. Zmes sa intenzivne premiesa
po dobu 1 mintty sklenenou ty¢inkou a nasledné sa ponecha stat’ dve hodiny v miestnosti
za obcasného zamieSania. Potom sa zmes zriedi pridavkom destilovanej vody tak,
aby koncentracia kyseliny klesla na hodnotu 3 % (napr. ak sa na zaciatku pouzilo 15 ml 72 %
kyseliny sirovej, tak sa zmes zriedi pridavkom 345 ml destilovanej vody). Vzorka s touto
riediacou vodou sa potom prevedie do varnej banky a zmes sa vari pod spatnym chladi¢om
po dobu 4 hodin. Nerozpustny hnedy aZ tmavohnedy zbytok sa nasledne odfiltruje cez odvazeny
skleneny poérovity filter triedy S2 a pomaly sa premyje 500 ml teplej destilovanej vody.

Potom sa susi pri teplote 105 + 3 ° do konStantnej hmotnosti, ochladi v exsikatore a zvazi,

¢im sa ur¢i jeho hmotnost’ ms. Je to hmotnost’ ligninu spolo¢ne s popolom z pdvodnej navazky.
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Obsah ligninu zo vzorky (po od¢itani pritomného popola) sa urci zo vztahu:

X1 = (M3 — Xa*Mys.) / Mys, vztiahnuté na v.s. vzorku alebo
Xi = (m3— Xa*Mas) / Mas, vztiahnuté na a.s. vzorku, resp. v % (*100).
5.2.10.2 Stanovenie holocelulézy (celuléoza + hemicelul6za)

Mnozstvo holocelulozy vo vzorkach je mozné ziskat’ dopocitanim. K vypoctu sa pouzije

nasledujuci vztah:

XC =1 — xh — xa — xt — xr — x| — xc vztiahnuté na v.s. vzorku alebo
Xc=1-Xa—- Xt— Xr— Xl —Xc vztiahnuté na a.s. vzorku.
5.2.11 Stastické vyhodnotenie

V ramci Statistického vyhodnotenia boli priemerné hodnoty prirastku jednotlivych hib
na substratoch vztiahnuté na den $tatisticky vyhodnotené programom Stastica 12 (StatSoft)
viacfaktorovou alebo jednofaktorovou analyzou rozptylu a nasledne podrobnejsie vyhodnotené

testom LSD — Fisherov test na hladine vyznamnosti a = 0,05.
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6 Vysledky a diskusia
6.1 Sledovanie rastu mycélia na bukovych pilinach (kontrola)

Piliny pochadzajice zo stromov s tvrdym drevom su vo svete vyuzivané ako vhodny
substrat pre kultivaciu jedlych a lie¢ivych hub (Stamets, 1996; Sanchéz 2010; Oei, 2016).
V podmienkach Ceskej republiky st to bukové piliny, ktoré preferujii pestovatelia vd’aka svojej
dostupnosti. AvSak prave ich relativne vysoka cena vyznamne vplyva na ekonomiku produkcie
hub pretoze sa vo velkom pouzivaju na udenie a vyrobu peliet, vd’aka svojim vybornym

energetickym vlastnostiam.

7

(8]

Prirastok mycélia na dein [mm]
to

Ganoderma ludicum Pleurotus ostreatus
Pleurotus eryngii Hericium erinaceus

Druh huby

Graf 6 - Intenzita rastu mycélia [mm] jednotlivych hiib na bukovych pilinach

Ciel'om bolo zistit’ intenzitu rastu jednotlivych hiib na bukovych pilinach, nakol'’ko porovnanie
rastu tychto Styroch druhov hab nebolo dostupné. Huby boli kultivované po dobu 23 dni.
Z grafu 6 je vidiet, ze jednotlivé huby kolonizuji substrat vyrovnane. Je teda mozné
predpokladat’, Ze Struktura a fyzikalne vlastnosti substratu (pilin) nebudi ovplyviiovat intenzitu
kolonizacie substratu a jednotlivé huby bude mozné porovnavat na tomto druhu substratov.
Hericium erinaceus malo vtomto pokuse velmi jemné amalo vitdlne podhubie,

ale mala podobny prirastok ako ostatné testované druhy (vid’ graf 6).
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6.2 Intenzita rastu mycélia jedlych a lie¢ivych huab na jednotlivych

substratoch

Zo vSetkych pouzitych substratov najlepsia kolonizacia bola zaznamenana pri vSetkych
troch hubach (Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii a Ganoderma lucidum) u varianty F6 (vid’
graf 7), ¢ize smrekovych pilinach fermentovanych po dobu 6 tyzdiov s pridavkom 5 % fugatu.
V ramci jednotlivych druhov sa varianty BUK a F6 $tatisticky nelisia, ¢ize intenzita rastu
mycélia prepoc€itana na den bola vo vSetkych pripadoch podobna ako na bukovych pilinach,
ktoré slazili ako kontrolna varianta, nakolko prave na tomto substrate byva dosiahnuta

najvacsia intenzita rastu podhubia u hub bielej hniloby.
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Graf 7- Intenzita rastu mycélia [mm] Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Ganoderma
lucidum na substratoch SMREK, BUK, B3, B6, B9, F3, F6, F9 (vid’ tabulka 7, str. 35).

Fugat pridany do smrekovych pilin pocas procesu fermentacie mal za tilohu podporit’ rozklad
latok inhibujucich rast mycélia. Ukazalo sa, ze 6 tyzdhov fermentacie smrekovych pilin je
najvhodnejsia doba pre ziskanie substratu, ktory bude kvalitativne obdobny ako bukové piliny
pre kolonizaciu hubami. Doba fermentacie 9 tyzdiov s 5 % pridavkom fugatu (F9) mala za
nasledok spomalenie rastu mycélia jednotlivych hub. Pravdepodobne za to m6zu nahromadené

metabolity mikroorganizmov, vdaka ktorym fugat urychlil rozklad prchavych organickych
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latok. Fermentacia pilin po dobu dlhsiu ako 6 tyzdnov teda nie je vhodna pre vytvorenie
rastového substratu a takisto je ekonomicky a ¢asovo neefektivna.

Podra Jablonsky a Sasek (2006) huby bielej hniloby dobre rasta na nerozlozenej hmote (slama
alebo rozne listnaté dreviny). Thevasingh et al. (2005) popisuje vyuzitie fermentacie
pri odburavani prchavych organickych latok u kaucukovniku Hevea brasilensis. Piliny
kaucukovniku su ponechané 1-2 mesiace vonku, pricom prchavé organické latky,
ktoré s tymto procesom uvolnené by mohli poskodit’ mycélium Lentinula edodes, pre ktorej
kultivaciu sa piliny kaucukovniku v Thajsku vyuzivaju. Podnebie Thajska umoznuje takyto
druh pasivnej fermentacie, nakolko v krajine panuje vysoka relativna vlhkost' a vysoka
priemerna teplota. Z tohto dovodu, pri hI'adani najlep$ej Gpravy smrekovych pilin, bola zvolena
kontrolovana fermentacia pri 30 °C a vlhkosti 50 % za sti€asnej aeracie celej masy. Hlavnou
ulohou fermentacie bolo odstranit’ u smrekovych pilin prchavé latky a tym vytvorit’ substrat
vhodny pre kolonizaciu hub.

Hericium erinaceus nebolo schopné kolonizovat’ tieto druhy substratov, comu napovedal
aj prvy pokus intenzity rastu mycélia. Pri tejto hube bol pokus zalozeny dvakrat a v obidvoch
pripadoch bol prirastok na jednotlivych variantdch vel'mi zanedbatel'ny alebo nemeratelny,

zZ tohto dovodu nie je tato huba uvadzana v nasledujucich grafoch a tabul'kach.
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Graf 8 - Intenzita rastu mycélia [mm] Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Ganoderma
lucidum na substratoch obohatenych o 20 % pSeni¢nych otrub (P20) a na neobohatenych
substratoch o pSenicné otruby (P0). Substraty —- SMREK, BUK, B3, B6, B9, F3, F6, F9
(vid’ tabul’ka 7, str. 35).

Pridavok 20 % pSeni¢nych otrub (P20) do rastového, substratu mal pri kazdej variante pozitivny
vplyv na intenzitu kolonizacie substratu hubou (vid’ graf 8). Najlepsie reagovala na pridavok
otrib Ganoderma lucidum, ktora pri variante SMREK S$tatisticky preukazatelne efektivnejSie
kolonizovala substrat ako pri neobohatenych substratoch. Naopak najhorSie reagovala
na pridavok otrub pri substrate SMREK Pleurotus ostreatus, pri ktorej nebol Statisticky
preukazany vyznamnejSi rozdiel medzi variantami PO a P20. AvSak pri substratoch
B6, F6 a BUK, pridavok otriib znamenal $tatisticky vyznamny rozdiel. Vo variante s pridavkom
otriib nebol u tejto huby zisteny statisticky rozdiel medzi substratmi B6, F6 a BUK, ale u tychto
substratch u varianty PO bol Statisticky vyznamny rozdiel medzi B6 a F6 substratom. Pridavok
otrib pre Pleurotus ostreatus moéze sluzit ako kompenzacia pri pouziti menej vhodného
substratu.

Pleurotus ostreatus v obidvoch pripadoch PO a P20 dosiahlo najvyssi denny prirastok mycélia

pri kolonizécii substratu. Podla Elisashvili et al. (2008) sa jednd o prispdsobivi hubu,
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ktora je schopna tspesne kolonizovat rozli¢né ligninolytické materialy, ¢o potvrdzuju aj denné
prirastky v grafe 8.

Pridavok 20 % pSeni¢nych otrib u Ganoderma lucidum v kazdej variante substratu znamenal
Statisticky lepsi denny prirastok mycélia na den (vid’ graf 8).

Stamets (1996) uvadza, ze Pleurotus eryngii je menej prisposobiva k rozlicnym substratom
a pridavok l'ahko rozloziteI'ného organického materialu ako su otruby v obsahu 5 — 10 %
ma najvacsi vplyv na zlepSenie rastu huby. Najlepsie sa v pokuse (vid’ graf 10) Pleurotus
eryngii darilo na bukovych obohatenych pilinach.

Mierne rozdiely denného prirastku [mm] na variante BUK v grafoch 6 a7 su spdsobené
rozdielnou dobou kultivacie substratu a pri pokuse, ktory znazoriiuje graf 7 pomahali autorovi
iné osoby s meranim prirastku mycélia. Uvedené rozdiely st v rdmci presnosti merania a su
sposobené 'udskym faktorom. Je nutné vSak podotknut’, Ze jeden druh huby vzdy merala t4 ista

0soba a namerané hodnoty mozno povazovat’ za dostatocne presné.

6.3 Zmena obsahu prchavych organickych latok v smrekovych pilinach

pocas fermentacie
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Graf 9 - Zmeny obsahu prchavych organickych latok v susine [mg/kg] fermentovanych pilin
(0., 3., 6., 9. tyzden odberu)

Croan (2004) a Van Beek et al. (2007) oSetrovali ihli¢naté piliny mikroorganizmami,
ktoré boli schopné za urcity Cas odburavat’ latky inhibujuce rast hub na tychto substratoch.
Martinez-Inigo et al. (1999) preukazali, Ze extraktivne latky ihlicnatych druhov stromov st
toxické pre viaceré druhy hub bielej hniloby. Z tohto dovodu je dodato¢na tprava tohto

substratu potrebna.
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Graf 10 - Zmeny v relativnom obsahu Zivic v susine [%] fermentovanych pilin (0., 3., 6., 9.
tyzden odberu)

V experimente diplomovej prace boli smrekové piliny fermentované po rdéznu dobu
(vid’ graf 9). Jedna varianta bola obohatena o5 % fugatu, ¢o malo za nasledok zvySenie
mikrobidlnej aktivity pre urychlenie rozkladu prchavych organickych latok v smrekovych
pilinach. Podiel prchavych organickych latok sa znizoval a k vyraznému ubytku prchavych
organickych latok doslo uz po 3 tyzdioch fermentacie. Po 6 tyzdiioch fermentacie obsah
prchavych organickych latok d’alej klesal. Zmeny v obsahu prchavych organickych latok vsak
nekoreSpondovali s intenzitou rastu mycélia sledovanych hub, ktora bola najvyssia v pilinach
po 6 tyzdnoch fermentacie (vid® graf 7). Pridavok fugatu zlepsil odburavanie prchavych
organickych latok v smrekovych pilindch, po 6 tyZdiloch mali obohatené piliny fugdtom obsah
prchavych organickych latok 10,47 [mg/kg] pri€om smrekové piliny po Siestich tyzdinoch bez
pridavku fugatu obsah prchavych organickych latok 30,86 mg/kg. Fermentacia s5 %
pridavkom fugatu po dobu 6 tyzdiov sa javi ako vhodny spdsob upravy smrekovych pilin
pre Uspesnu kultivaciu jedlych a lieivych hub.

V grafe 10 je vidiet zmenu relativneho obsahu [%] Zivic, pricom najvicsi ubytok nastal
az po 6. tyZdni fermentacie. Je mozné tvrdit, Ze hlavnym inhibitorom rastu hib na smrekovych
pilinach su prchavé organické latky, ktorych obsah sa vyrazne zniZil uz 3. tyzden fermentacie
(vid graf 9), ale najlep$i rast bol zaznameny na pilindich po 6. tyzdnoch fermentéacie
s pridavkom fugatu (vid’ graf 7). V 6. tyzdni fermentacie bol materidl zbaveny vacSiny
prchavych organickych latok, ale zaroven bol vhodne rozlozeny procesom fermentacie

pre I'ah$iu kolonizaciu hubami.
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Graf 11 - Zmeny v relativnom obsahu popola, trieslovin a Zivic [%] v suSine poc¢as kolonizacie
substratov hubami. P. O. — Pleurotus ostreatus, P. E. — Pleurotus eryngii, G. O. — Ganoderma
lucidum. Substraty — BUK, B6, F6 (vid tabul’ka 7, str. 35)

Prchavé organické latky aj v malej koncentracii [mg/kg] su schopné vyrazne inhibovat’ rast hub.
St to latky s kratkym uhlikovym ret'azcom Yang and Jakkola (2011) a v porovnani so Zivicami
st menej stabilné. Naopak Zivice aj pri 10° vy§$om obsahu v smrekovych pilinach nepotlacali
rast hiib na tomto substrate.

V grafe 11 je uvadzany relativny obsah popola, trieslovin a zivic v substratoch BUK, B6 a F6
a po 20 diovej kolonizacii hubami bielej hniloby. Huby bielej hniloby nemali vplyv na zmenu
obsahu Zivic, ale obsah trieslovin klesol. Zaroven tento graf slizi ako kontrola spravnosti
stanovenia Zivic, nakol'ko v obidvoch pripadoch (vid’ grafy 10 a 11) bola vyuZzitd rovnaka

metdda stanovenia obsahu [%] v subtrate.

6.4 Aktivita ligninolytickych enzymov na jednotlivych substratoch

Boli stanovené aktivity ligninolytickych enzymov lakazy, mangan dependentnej
peroxidazy a lignin peroxidazy. V tejto praci su prezentované vysledky iba zo stanovenia lakazy
za pouzitia roztoku ABTS vtekutych apevnych vzorkach, nakol’ko sa jedna
0 najreprezentativnejSie analyzy enzymatickej aktivity u skimanych druhov jedlych a liecivych

hub.

56



[mU/mg]
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Dni odberu vzoriek

BUK B6 F6

Graf 12 - Aktivita lakazy [mU/mg] v tekutych vzorkach u Pleurotus ostreatus.

Substraty — BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35)

V grafe 12 je zretelne vidiet’ priebeh posobenia enzymu lakazy u huby Pleurotus ostreatus.

Bola namerana najvysSia hodnota 4,80 mU/mg ubukového substratu hned’ na zaciatku

vegetativneho $tadia, teda 5. defi odberu po inokulécii substratu. Substraty B6 a F6 mali aktivitu

Vv 5. dent odberu pod 1 mU/mg a po zvySok kolonizécie substratu bola ich aktivita skoro nulova.

12

10

[mU/mg]

10. 15. 20.

Dni odberu vzoriek

BUK B6 F6

Graf 13 - Aktivita lakazy [mU/mg] v pevnych vzorkach u Pleurotus ostreatus.
Substraty — BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35)
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Vysoka hodnota enzymatickej aktivity 10. den odberu uvarianty B6 vgrafe 13

je pravdepodobne sposobena chybou merania, nakol'ko krivka nekoreSponduje s grafom 12.

3

[mU/mg]

5. 10.

15.

Dni odberu vzoriek

BUK B6 F6

20.

Graf 14 - Aktivita lakazy [mU/mg] v tekutych vzorkdch u Pleurotus eryngii.

Substraty — BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35)

Ako u Pleurotus ostreatus, tak aj Pleurotus eryngii mala najvyssiu aktivitu (vid’ graf 14) lakazy

na zaciatku vegetativneho S$tadia, teda v 5. dent odberu pri variante s bukovymi pilinami.

Najvyssia namerand hodnota bola 2,50 mU/mg, substraty B6 a F6 mali pocas celej kolonizécie

hodnoty enzymatickej aktivity nizsie ako 1,0 mU/mg.
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Graf 15 - Aktivita lakdzy [mU/mg] v pevnych vzorkdch u Pleurotus eryngii.

Substraty — BUK, B6, F6 (vid tabul’ka 7, str. 35)
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Mnohondasobne vyssia aktivita lakazy u vsetkych substratoch (BUK, B6, F6) bola zaznamenana
u Pleurotus eryngii v pevnych vzorkach (vid’ graf 15) v porovnani s nameranymi hodnotami
v tekutych vzorkach (vid’ graf 14). Pri metode extrakcie z pevnych vzoriek (Matsumura et al.,
1986) je supernatant, z ktorého st aktivity stanovené, koncentrovanej$i. Z tohto ddvodu
st namerané hodnoty vysSie. Priebeh aktivity u Pleurotus eryngii v pevnych vzorkach

(vid’ graf 15) korespondoval s priebehom aktivit v tekutych vzorkach (vid’ graf 14).
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Graf 16 - Aktivita lakazy [mU/mg] v tekutych vzorkach u Ganoderma lucidum.
Substraty — BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35)
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Graf 17 - Aktivita lakdzy [mU/mg] v pevnych vzorkich u Ganoderma lucidum.

Substraty — BUK, B6, F6 (vid tabul’ka 7, str. 35)
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U Ganoderma lucidum boli najvyssie hodnoty namerané u pevnych vzoriek (vid' graf 17).
Pri obidvoch metddach extrakcie mali B6 a F6 varianty substratov vyssie aktivity ako bukové
piliny, ale najvySSie hodnoty boli namerané na zaliatku vegetativneho Stadia, teda 5. den
odberu, uB6 2,76 mU/mg au F6 2,75 mU/mg. Nizke aktivity ligninolytickych enzymov
u Ganoderma lucidum boli popisané v Knezevi¢ et al. (2013), rozne kmene Ganoderma
lucidum mali rozdielne izoformy ligninolytickych enzymov, ¢&o je pripisované
k vnutroSpecifickej rozdielnosti v produkcii tychto enzymov.

Tabul’ka 8 vyjadruje relativny podiel [%] tekutej vzorky ku pevnej vzorke. Tymto sposobom je
mozné vyjadrit, do akej miery bola extrakcia do tekutého pufru efektivna, Vv porovnani
s extrakciou u pevnych vzoriek do supernantantu. Aktivity lakazy v pevnych vzorkach boli
u vsetkych troch hub (Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii a Ganoderma lucidum) vyssie

ato z dovodu vyssej koncentracie supernantantu oproti extrakénému pufru.

60



Varianta Dni Substrét Relativny podiel t.v. ABTS/
kolonizicie ABTS t. v. Lakdza mU/mg ABTS p. v. Lakiza mU/mg p.v.ABTS*100
P.O. 5 BUK 4,795 2,239 214%
P.O. 5 B6 0,315 2,030 16%)
P.O. 5 F6 0,868 3,386 26%
P.E. 5 BUK 2,500 16,742 15%)
P.E. 5 B6 0,839 2,909 29%
P.E. 5 F6 0,772 7,136 11%)
G. L. 5 BUK 0,091 0,392 23%)
G. L. 5 B6 0,473 2,756 17%
G. L. 5 F6 0,352 2,749 13%)
P.O. 10 BUK 0,722 1,819 40%
P.O. 10 B6 0,176 10,161 2%
P.O. 10 F6 0,065 1,868 4%
P.E. 10 BUK 0,476 1,989 24%)
P.E. 10 B6 0,647 4,665 14%)
P.E. 10 F6 0,877 8,508 10%)
G. L. 10 BUK 0,021 0,000 0%
G. L. 10 B6 0,144 0,951 15%)
G. L. 10 F6 0,102 1,454 7%
P.O. 15 BUK 0,063 0,913 7%
P.O. 15 B6 0,019 0,751 2%
P.O. 15 F6 0,021 0,406 5%
P.E. 15 BUK 0,404 4,562 9%
P.E. 15 B6 0,566 2,090 27%
P.E. 15 F6 0,854 1,230 69%
G. L. 15 BUK 0,404 0,000 0%
G. L. 15 B6 0,063 0,399 16%)
G. L 15 F6 0,070 0,411 17%
P.O. 20 BUK 0,185 1,211 15%)
P.O. 20 B6 0,028 0,659 4%
P.O. 20 F6 0,070 0,750 9%
P.E. 20 BUK 0,643 0,280 230%
P.E. 20 B6 0,578 9,991 6%
P.E. 20 F6 0,643 8,297 8%
G. L. 20 BUK 0,030 0,000 0%
G. L. 20 B6 0,025 0,152 17%)
G. L. 20 F6 0,032 0,087 37%

Tabul’ka 8 - Pomer vyextrahovaného enzymu lak4zy z pevnych vzoriek ku tekutym vzorkam.
P. O. — Pleurotus ostreatus, P. E. — Pleurotus eryngii, G. O. — Ganoderma lucidum.
Substraty — BUK, B6, F6

U vdcsiny hub bola najvysSia aktivita zaznamenand na zaliatku vegetativneho Stadia,
tak ako popisuju Baldrian & Gabriel (2003); Velazquez-Cedefio et al. (2004); Savoie et al.
(2007); Kurt and Buyukalaca (2010); Ruiz-Rodriguez et al. (2011), Banfi et al. (2015). Vo
vSeobecnosti najvyssia aktivita bola zaznamenana na bukovych pilinach (vid’ grafy 12, 13, 14,
16). Aktivita fermentovanych substratov bola z vel'kej casti minimalna (vid’ grafy 12, 13, 14).
Nizku enzymaticka aktivitu na ihli¢natych pilinach je, Snajvac¢Sou pravdepodobnostou,
mozné prisudit’ k zbytkovému obsahu prchavych organickych latok Vv substrate, ktoré budu
potlacovat’ aktivitu enzymov. Fialho et al. (2010) preukazali, ze prchavé organické latky
produkované kvasinkou Saccharomyces cerevisiae su schopné inhibovat aktivitu lakazy
U parazitarnej huby Guignardia citricarpa, ktora sposobuje hubovt chorobu plodov citrusov.
Jednym z d6évodov poklesu aktivity lakazy je kratka zivotnost’ tohto enzymu na pilinach.
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Podla Banfi et al. (2015) hlavnym ddvodom variability v aktivite enzymu je nejednotna
Struktira mycélia zahriujica nerovnomernu distribuciu Spiciek hyf, ktoré su najaktivnejSou
Cast'ou hyfy hub s ohl'adom na produkciu enzymov. Vel'ké mnozstva extracelularnych enzymov
su lokalizované Vv apikalnej Casti hyf.

Dalsim doévodom poklesu aktivity lakazy je to, Ze po poiatotnej faze inkubacie enzymu,
produkcia enzymu klesa, pretoze sa lakdza v d’alSej faze sprava ako elektronovy akceptor,
pricom vytvara volné radikaly, ktoré pokracuji v rozklade ligninu. Lakaza je schopna
detoxifikovat’ azo farbivda cez vysoko neSpecificky mechanizmus volnych radikalov
a zabranuje formaécii toxickych aromatickych aminov (Chivukula et al., 1995).

Mnozstvo a distrubucia ligninolytickych enzymov vo vnutri substratu je takisto ovplyvnena
niekol’kymi Uzko stvisiacimi podmienkami prostredia, ktoré vzajomne poOsobia jeden
na druhého. Za prvé su to vSeobecné vlastnosti substratu — hodnota pH, velkost a Struktira
materialu, utlaéenost’ a hitnost’ materialu a mnozstvo pouzitej sadby na kolonizaciu substratu.
Vsetky tieto vlastnosti mézu mat’ vplyv na produkciu enzymov (D’Agostini et al., 2011).
Za druhé, su to externé podmienky (teplota, relativna vlhkost’ prostredia, ventildcia, atd’.),
ktoré takisto urcuju zivotny cyklus huby pocas kultivacie. Nakoniec metabolické procesy huby
a mikroorganizmov regulujii vnttornu teplotu, hodnotu pH, relativnu vlhkost’, CO2 a O, obsah
v substrate. Napriek striktnej kontrole vonkajSich podmienok, homogénna distribucia
fyzikéalno-chemickych parametrov nemoZze byt plne dosiahnutd vo vnutri substratu ako su
piliny alebo slama (Banfi et al., 2015).

Faktory uvedené vyssie prispievaju k roznej produkcii lakazy na pilinach a vysvetl'uju relativne
nizke aktivity enzymu lakazy na tychto materidloch, nakol’ko prostredie a materidl si vhodné
pre Gspesnu kolonizaciu substratu, ale zaroven nedostatocné pre kontrolovant produkciu
lignolytickych enzymov. Namerané hodnoty su orienta¢né a koresponduju s predpokladom,

ze prchavé latky v smrekovych pilinach inhibuj produkciu tychto enzymov.
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6.5 Obsan CaN, pomerC:N

Vzorky Obsah N [SD N|ObsahC|SD C| C:N|SDC:N
Fugat 346 |0,08]| 3419 |0,12 8 3
Piliny ¢isté buk 0,11 47,18 423

Piliny Cisté smrek 0,07 |001]| 46,11 |0,31| 701 78
Piliny smrekové nefermentované bez fugatu 0,06 |0,01]| 46,29 |0,07| 516 110
Piliny smrekové nefermentované s fugatom 0,13 0,05| 46,06 |0,24| 368 65

Piliny smrekové fermentované 3 tyzdne bez fugatu 0,07 0,02 46,21 [0,09| 684 174
Piliny smrekové fermentované 3 tyzdne s fugatom 0,13 |0,01| 4585 |[0,24| 361 33
Piliny smrekové fermentované 6 tyzdiov bez fugatu | 0,10 0,02 | 46,11 |0,07| 490 96
Piliny smrekové fermentované 6 tyzdnov s fugatom 0,11 0,02 46,13 |0,04| 409 63
Piliny smrekové fermentované 9 tyzdiov bez fugitu 0,08 0,04 46,15 |[0,10| 658 230
Piliny smrekové fermentované 9 tyzdiov s fugatom 0,11 ]0,03| 46,63 |0,09| 388 31
Tabulka 9 — Priemerny obsah N a C a pomer C : N v jednotlivych substratoch

V tabulke 9 je vidiet' navySenie obsahu dusiku v substratoch obohatenych o fugat,
¢o je dokazom rovnomerného zapracovania fugitu do substratu v priprave na fermentaciu.
Zaroven toto navySenie nebolo tak vel’ké aby vyznamne zuZilo pomer C : N v substrate. Obsah
dusiku vo fugate je nizky, tak ako uvadza Kolar et al. (2009).

Roézna doba fermenticie nezmenila obsah C v smrekovych pilindich. Material teda nebol
ferment4ciou dodato¢ne rozlozeny. Na zaklade tohto tidaju sa d4 tvrdit’, Ze fermentécia je Setrny
sposob ako upravit’ smrekové piliny pre kultivaciu jedlymi a lie¢ivymi hubami bez toho aby sa
material rozlozil, co by mohlo byt neziaduce pre kultivaciu hub ako st Pleurotus ostreatus,
Pleurotus eryngii a Ganoderma lucidum.

Drevné pletivo obsahuje 0,03 az 1,0 % dusiku. Pomer C : N vo vaésine drevin je 350 - 500 : 1,
pri¢om huby bielej hniloby su schopné metabolizovat’ velké mnoZstva uhl'ovodikov pocitajlic
lignin v pritomnosti vel'mi nizkeho obsahu dusiku v materiale (Oh et al., 2004).

Extrémne uzky pomer C : N ako 5 : 1 znamend vysSiu produkciu enzymu lakazy,
ale redukovany rast mycélia u Pleurotus ostreatus, ¢o predurcuje tato hubu byt hodnotnou pri

rozklade organickych zbytkov rastlin s vy$§im obsahom ligninu (D’ Agostini et al., 2011).

6.6 Zmena hodnoty pH substratu pocas kolonizacie substratu jedlymi

a lie¢ivymi hubami

Ako poukazuje Stamets (1996) hodnota pH sa zniZovala pocas kolonizacie substratu
hubami. Relativne malé znizenie hodnot pH (vid’ grafy 18, 19, 20) pocas celej kultivacie
je mozné pripisat’ ku kratkej dobe kolonizécie substratu. Mierne zvysenie hodnot pH pri 20. dni

odberu je pripisované neistote merania. Najvacsi pokles hodnoty pH je mozné pozorovat
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pri vSetkych variantach (vid'. grafy 18, 19, 20 ) na zaciatku kultivacie, ¢ize od oc¢kovania po
5. den odberu. Toto koreSponduje s aktivitami lakdzy kultivovanych  hab
V jednotlivych substratoch  (vid’ grafy 12, 13, 14, 15, 16).

Ako uvadza Baldrian (2006), jednotlivé huby maji optimalnu hodnotu pH, pri ktorej produkuja
enzym lakazu. Pre kazda hubu je tito hodnota Specificka. U véacSiny hub je to kysla hodnota

pH. Pri oxidacii ABTS je hodnota pH u Pleurotus ostreatus 4.0 a Pleurotus eryngii 4.5.

4.6
4.2
= 3.8
3.4
3.0

0. 5. 10. 15. 20.

Dni odberu vzoriek
Pleurotus ostreatus Pleurotus eryngii Ganoderma lucidum

Graf 18 - Zmena hodnoty pH pocas kolonizacie bukovych pilin po dobu 20 dni

4.6
4.2
= 3.8
3.4
3.0

0. 5. 10. 15. 20.

Dni odberu vzoriek
Pleurotus ostreatus Pleurotus eryngii Ganoderma lucidum

Graf 19 - Zmena hodnoty pH pocas kolonizacie B6 (vid’ tabulka 7, str. 35) substratu po dobu
20 dni
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Graf 20 - Zmena hodnoty pH pocas kolonizacie F6 (vid’ tabulka 7, str. 35) substratu po dobu
20 dni

6.7 Zmena obsahu ligninu pocas kolonizacie substratu jedlymi a lieivymi

hubami

Obsah ligninu a holoceluldzy sa pocas 20 diovej kolonizacie substratu hubami vyrazne

nezmenil (vid’ graf 21). Toto je pripisované, ako v pripade hodnét pH, ku kratkej dobe

; 2
o

o
Graf 21 - Relativny obsah v susine [%] ligninu a holocelul6zy v substratoch pred kolonizaciou

kolonizacie substratu hubami.
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Kerem et al. (1992) sledovali zmenu obsahu ligninu pri kultivacii hub Pleurotus ostreatus
a Phanerochaete chrysosporium. Phanerochaete chrysosporium rastla intenzivne, ¢o vyustilo
Vv rapidnu a neselektivnu degradaciu 55 % organickych komponentov bavinikovych obalov
semien V pricbehu 15 dni. Naopak Pleurotus otreatus rastla pomalSie s jasnou selektivitou
pri rozklade ligninu, pri¢om rozklad bol iba 20 % organickych komponentov po 30 diioch.
Knezevi¢ et al. (2013) preukazali, ze rozklad ligninu nekoreSpondoval s aktivitou
lignolytickych enzymov pri kultivacii Pleurotus ostreatus a Pleurotus eryngii na slame.
Najvyssie hodnoty tychto enzymov boli zaznamenané na zaciatku vegetativneho Stadia,
ale signifikantny rozklad ligninu bol zaznameny az po 40 diioch kolonizécie substratu.
Stanovenie celkového obsahu ligninu u Kerem et al. (1992) a Knezevié et al. (2013) prebiehalo

ako v diplomovej praci podl'a Klasona.
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1 Zaver

Huby bielej hniloby su ekologicky zaujimavé mikroorganizmy schopné konvertovat
organické odpady z roznych odvetvi priemyslu v kultiva¢ny substrat, na ktorom sa vyprodukuju
plodnice htb, ktoré majia vysokt vyzivova hodnotu a st zdraviu prospesné.

Ciel'om diplomovej prace bolo upravit smrekové piliny fermentaciou a najst’ najvhodne;jsi
substrat pre kultivaciu hub. Ako najlepsSia varianta pri troch hubach Pleurotus ostreatus,
Pleurotus eryngii a Ganoderma lucidum na zaklade rastovych skuasok boli fermentované
smrekové piliny po dobu 6 tyzdnov s pridavkom 5 % fugatu (F6) zo vSetkych testovanych
variant. Kolonizacia substratu hubami bola Statisticky preukazatelne lep$ia u tejto varianty
ako u zvysnych a vo véésine pripadov sa zhodovala s intenzitou kolonizacie u bukovych pilin,
ktoré sluzili ako kontrola. Na zaklade tohto tvrdenia je mozné ustdit’, Ze vynosovy potencial
plodnic F6 substratu bude obdobny ako je tomu u bukovych pilin.

Napriek tomu, Ze F6 substrat bol kolonizovany hubami rovnako rychlo ako bukové piliny,
tak zvdcsa vykazoval nizSiu aktivitu lakdzy, enzymu schopného degradovat’ lignin,
ako spominané bukové piliny. Pri¢inou je pravdepodobne nedokonalé odbtraniu prchavych
organickych latok pocas fermentécie, ktoré su schopné inhibovat’ aktivitu ligninolytickych
enzymov. V tekutych vzorkach najvyssia aktivita 4,80 mU/mg lakazy bola zaznamenana
u Pleurotus ostreatus na bukovych pilinach na zaiatku vegetativneho S$tadia rastu huby.
V pevnych vzorkach najvysSia aktivita 16,74 mU/mg bola zaznamena u Pleurotus eryngii
na bukovych pilinach takisto na zaciatku vegetativneho Stadia rastu huby.

Bolo potvrdené, Ze fermentaciou smrekovych pilin S 5 % pridavkom fugatu je mozné upravit
smrekové piliny tak, aby boli uspesne kolonizované jedlymi a lie¢ivymi hubami. Vysoky
relativny obsah zivic v substrate po 6. tyZdni fermentéacie nemal vplyv na kolonizaciu substratu
mycéliom hub. Su to prchavé organické latky inhibujice rast mycélia hub a fermentaciou
st odburavané. Pri oSetreni smrekovych pilin 5 % fugétu klesol obsah prchavych organickych
latok z 31,86 mg/kg na 10,47 mg/kg oproti neoSetrenej variante v 6. tyzdni fermentacie.
Prave 6. tyzdei je na zaklade rastovych skuiSok najvhodne;jsi pre kultivaciu jedlych a lieCivych
hub.

Dizka fermentacie bola skratena o 3 tyzdne, &o pre pestovatel'ov v praxi moze znamenat’ lepsiu
ekonomicku bilanciu pri vyuziti tejto technologie.

Je nutné podotknut’, Ze sa jedna o pilotn pracu v oblasti kultivacie jedlych a lie¢ivych hub
na smrekovych pilinach. Momentalne neexistuje dostatok prac rieSiacich tito problematiku.

Pre buduci vyskum by bolo vhodné stanovit’ tzv. ,biological efficiency®, €ize vynosovy
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potencidl substratu tvorby plodnic jednotlivych hub u bukovych pilin a F6 substratu.
Potom bude mozné ekonomicky evaluovat' ucelnost tejto metddy oproti zauzivanym
technolégiam. Jedna sa o vhodny spdsob kultivacie pre mensie podniky, ktoré disponuju
pristupom k smrekovym pilinam. Cesky trh sa otvéra aj menej zndmym druhom hub, &o v tomto
pripade st aj Ganoderma ludicum a Pleurotus eryngii. Pri vhodnom marketingu a dodzani
vSetkych podmienok by tento sposob kultivacie jedlych a lieCivych hub mohol byt ispesne

zaradeny do produkcie ekologickej farmy v ramci diverzifikacie vyroby.
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11 Prilohy

Priemerny denny SD prirastku

Druh hub Substrat
) y st prirastok mycélia [mm] | mycélia [mm]

Pleurotus ostreatus | Buk 5,13 0,42

Pleurotus eryngii Buk 4,77 0,38
Ganoderma ludicum| Buk 5,07 0,48
Hericium erinaceus Buk 5,07 0,31

Priloha 1 - Intenzita rastu jednotlivych hib na bukovych pilindch. Prepocet prirastku

na defi [mm]

Druh huby Substrat 'Priemerny fle.tnny SD I,n:irastku
prirastok mycélia [mm] | mycélia [mm]

Pleurotus ostreatus Smrek 5,10 0,20
Pleurotus ostreatus Buk 5,54 0,10
Pleurotus ostreatus B3 5,01 0,09
Pleurotus ostreatus B6 5,13 0,08
Pleurotus ostreatus B9 5,09 0,07
Pleurotus ostreatus F3 5,49 0,09
Pleurotus ostreatus F6 5,64 0,42
Pleurotus ostreatus F9 5,28 0,09
Pleurotus eryngii Smrek 3,35 0,04
Pleurotus eryngii Buk 4,10 0,13
Pleurotus eryngii B3 3,39 0,14
Pleurotus eryngii B6 3,60 0,08
Pleurotus eryngii B9 3,61 0,07
Pleurotus eryngii F3 3,78 0,08
Pleurotus eryngii F6 4,19 0,12
Pleurotus eryngii F9 3,93 0,13
Ganoderma lucidum|  Smrek 3,70 0,07
Ganoderma lucidum Buk 4,55 0,15
Ganoderma lucidum B3 4,13 0,05
Ganoderma lucidum B6 3,96 0,07
Ganoderma lucidum B9 3,71 0,12
Ganoderma lucidum F3 4,28 0,06
Ganoderma lucidum F6 4,60 0,09
Ganoderma lucidum F9 3,51 0,21

Priloha 2 - Intenzita rastu jednotlivych hub na réznych variantach substratov — SMREK, BUK,
B3, B6, B9, F3, F6, F9 (vid’ tabul’ka 7, str. 35). Prepocet prirastku na defi [mm]



, Pridavok Priemerny denny SD prirastku
Druh huby Substrat pSeni¢nych otrib | prirastok mycélia [mm] | mycélia [mm]
Pleurotus ostreatus| Smrek 0 5,10 0,20
Pleurotus eryngii Smrek 0 3,35 0,04
Ganoderma lucidum  Smrek 0 3,70 0,07
Pleurotus ostreatus Buk 0 5,54 0,10
Pleurotus eryngii Buk 0 4,10 0,13
Ganoderma lucidum Buk 0 4,55 0,15
Pleurotus ostreatus B6 0 5,13 0,08
Pleurotus eryngii B6 0 3,60 0,08
Ganoderma lucidum B6 0 3,96 0,07
Pleurotus ostreatus F6 0 5,64 0,42
Pleurotus eryngii F6 0 4,19 0,12
Ganoderma lucidum F6 0 4,60 0,09
Pleurotus ostreatus| Smrek 20 5,43 0,08
Pleurotus eryngii Smrek 20 3,59 0,07
Ganoderma lucidum]  Smrek 20 5,18 0,15
Pleurotus ostreatus Buk 20 6,18 0,07
Pleurotus eryngii Buk 20 4,87 0,05
Ganoderma lucidum Buk 20 5,93 0,01
Pleurotus ostreatus B6 20 6,19 0,07
Pleurotus eryngii B6 20 4,53 0,15
Ganoderma lucidum B6 20 5,16 0,03
Pleurotus ostreatus F6 20 6,27 0,08
Pleurotus eryngii F6 20 4,46 0,04
Ganoderma lucidum F6 20 541 0,02

Priloha 3 - Intenzita rastu jednotlivych hiib na r6znych variantach substratov - SMREK, BUK,
B6, F6 (vid tabul'ka 7, str. 35). Obohatené 20 % pridavkom pseni¢nych otriib (P20) alebo bez

pridavku pSeni¢nych otrab (PO0), prepocet prirastku na defi [mm]

Prirastok na den
Druh huby [mm] (Priemer) a
Pleurotus eryngii 5,32|****
Ganoderma ludicum 5,49(****
Hericium erinaceus 5,50| ****
Pleurotus ostreatus 5,64|****

Priloha 4 - Fisherov LSD test, intenzita rastu jednotlivych hib na bukovych pilinach, prepocet

prirastku na den [mm]



Prirastok
Druh huby Substrat| naden |a b |c|[d|je | flg|h]|i]|]|k
[mm]
Pleurotus eryngii |  Smrek 3,35[F***
Pleurotus eryngii B3 3,39 ***
Ganoderma lucidum F9 R il il
Pleurotus eryngii B6 3,BQHrk kkok ekekok
Pleurotus eryngii B9 3B [k frkckk frokkok
Ganoderma lucidum| Smrek 3, TQFHxk kot okt
Ganoderma lucidum B9 3, T Pk fiekokk pedkoeox
Pleurotus eryngii F3 3,78 kK dek [hkkok Pekkok ekkx
Pleurotus eryngii F9 393 bk ek ek keok [k bk
Ganoderma lucidum B6 3,96 ek Pk okekek ke
Pleurotus eryngii Buk 4,10 ek Pk otk
Ganoderma lucidum B3 413 ek ek
Pleurotus eryngii F6 419 P S—
Ganoderma lucidum F3 4,28 Pk [k eokokok
Ganoderma lucidum Buk 455 ook [k
Ganoderma lucidum F6 4,60 il
Pleurotus ostreatus B3 5,01 il
Pleurotus ostreatus B9 5,09 prxk
Pleurotus ostreatus| Smrek 5,10 Pk ek
Pleurotus ostreatus B6 513 kK ek
Pleurotus ostreatus F9 5,28 ko koo [k
Pleurotus ostreatus F3 549 pkkok [ekok
Pleurotus ostreatus Buk 5,54 rkkk
Pleurotus ostreatus F6 5,64 ok

Priloha 5 — Fisherov LSD test, intenzita rastu jednotlivych hib na réznych variantach
substratov — SMREK, BUK, B3, B6, B9, F3, F6, F9 (vid’ tabul’ka 7, str. 35). Prepocet prirastku

na den [mm]



Prirastok
Druh huby Substrat| nadein |a (b fc |d|je | f|g|h|i]|]][|Kk
[mm]
Pleurotus eryngii| Smrek 3,35[F***
Pleurotus eryngii B3 3,39[x***
Ganoderma lucidum F9 3 B[k rkk
Pleurotus eryngii B6 3,BQ ek rorkok pexkex
Pleurotus eryngii B9 3, QL[ rxkk frkkx
Ganoderma lucidum| Smrek 3, TQ [k ok piokkok fiekdek
Ganoderma lucidum B9 3, L[k Ptk okt otk
Pleurotus eryngii F3 3,78 LR e e
Pleurotus eryngii F9 3,93 ekok ok rekdkok Pk [rkokk
Ganoderma lucidum B6 3,96 Pk ek sk ko
Pleurotus eryngii Buk 4,10 Pk [kokok kb
Ganoderma lucidum B3 4,13 Ptk ek dok
Pleurotus eryngii F6 419 T S—
Ganoderma lucidum F3 4,28 phokkok Pk [kt
Ganoderma lucidum Buk 4,55 PR -
Ganoderma lucidum F6 4,60 il
Pleurotus ostreatus B3 5,01 rixk
Pleurotus ostreatus B9 5,09 il
Pleurotus ostreatus| Smrek 5,10 ok [k
Pleurotus ostreatus B6 5,13 ok ke
Pleurotus ostreatus F9 5,28 Pk ek [k
Pleurotus ostreatus F3 549 R G
Pleurotus ostreatus Buk 5,54
Pleurotus ostreatus F6 5,64 kkok

Priloha 6 - Fisherov LSD test, intenzita rastu jednotlivych hub na réznych variantach
substratov - SMREK, BUK, B6, F6 (vid’ tabulka 7, str. 35). Obohaten¢ 20 % pridavkom
pSeni¢nych otrub (P20) alebo bez pridavku pseni¢nych otrab (PO0), prepocet prirastku na den

[mm]



Varianta Substrat| Dni kolonizicie | Priemerna hodnota pH |SD pH
Pleurotus ostreatus |BUK 5 3,65| 0,087
Pleurotus ostreatus |B6 5 4,11 0,071
Pleurotus ostreatus  |F6 5 4,13 0,135
Pleurotus eryngii BUK 5 3,78/ 0,031
Pleurotus eryngii B6 5 4,05 0,081
Pleurotus eryngii F6 5 4,08/ 0,023
Ganoderma lucidum [BUK 5 3,69| 0,087
Ganoderma lucidum [B6 5 3,83 0,006
Ganoderma lucidum |F6 5 3,86| 0,025
Pleurotus ostreatus |BUK 10 3,61 0,020
Pleurotus ostreatus |B6 10 3,96| 0,046
Pleurotus ostreatus  |F6 10 3,78| 0,035
Pleurotus eryngii BUK 10 3,71| 0,078
Pleurotus eryngii B6 10 3,99| 0,012
Pleurotus eryngii F6 10 4,22 0,216
Ganoderma lucidum [BUK 10 3,79| 0,072
Ganoderma lucidum [B6 10 3,86 0,147
Ganoderma lucidum |F6 10 3,76| 0,032
Pleurotus ostreatus |[BUK 15 3,64| 0,091
Pleurotus ostreatus |B6 15 3,61 0,095
Pleurotus ostreatus  |F6 15 3,57 0,025
Pleurotus eryngii BUK 15 3,85 0,104
Pleurotus eryngii B6 15 3,82| 0,032
Pleurotus eryngii F6 15 3,92 0,119
Ganoderma lucidum [BUK 15 3,73| 0,180
Ganoderma lucidum [B6 15 3,61 0,099
Ganoderma lucidum |F6 15 3,79| 0,176
Pleurotus ostreatus |BUK 20 3,55/ 0,000
Pleurotus ostreatus |B6 20 3,75 0,000
Pleurotus ostreatus  |F6 20 3,86 0,000
Pleurotus eryngii BUK 20 3,98| 0,000
Pleurotus eryngii B6 20 4,13| 0,000
Pleurotus eryngii F6 20 3,96 0,000
Ganoderma lucidum [BUK 20 3,89| 0,000
Ganoderma lucidum [B6 20 3,33 0,000
Ganoderma lucidum |F6 20 3,79| 0,000
BEZ HUBY BUK 0 4,30 0,000
BEZ HUBY B6 0 4,48| 0,000
BEZ HUBY F6 0 4,73 0,000

Priloha 7 — zmena hodnoty pH na roznych variantach substratov kolonizovaného
hubami - SMREK, BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35)
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Priemer Dni kolonizacie | Substrat|mU/mg| SD
Pleurotus ostreatus 5|BUK 2,239 (0,429
Pleurotus ostreatus 5|B6 2,030 {0,822
Pleurotus ostreatus 5|F6 3,386 (0,500
Pleurotus eryngii 5|BUK 16,74219,012
Pleurotus eryngii 5|B6 2,909 |0,460
Pleurotus eryngii 5|F6 7,136 |5,644
Ganoderma lucidum 5|BUK 0,392 |10,146
Ganoderma lucidum 5|B6 2,756 (0,433
Ganoderma lucidum 5|F6 2,749 (0,693
Pleurotus ostreatus 10(BUK 1,819 (0,202
Pleurotus ostreatus 10(B6 10,161|5,622
Pleurotus ostreatus 10|F6 1,868 | 0,415
Pleurotus eryngii 10|BUK 1,989 (0,370
Pleurotus eryngii 10(B6 4,665 |2,288
Pleurotus eryngii 10|F6 8,508 | 0,468
Ganoderma lucidum 10|BUK 0,000 {0,055
Ganoderma lucidum 10|B6 0,951 {0,350
Ganoderma lucidum 10|F6 1,454 0,444
Pleurotus ostreatus 15|BUK 0,913 {0,398
Pleurotus ostreatus 15|B6 0,751 (0,412
Pleurotus ostreatus 15|F6 0,406 0,120
Pleurotus eryngii 15|BUK 4,562 |1,265
Pleurotus eryngii 15|B6 2,090 (0,414
Pleurotus eryngii 15|F6 1,230 (0,194
Ganoderma lucidum 15|BUK 0,000 {0,065
Ganoderma lucidum 15|B6 0,399 10,317
Ganoderma lucidum 15|F6 0,411 {0,293
Pleurotus ostreatus 20(BUK 1,211 10,370
Pleurotus ostreatus 20|B6 0,659 | 0,258
Pleurotus ostreatus 20|F6 0,750 {0,252
Pleurotus eryngii 20|BUK 0,280 10,163
Pleurotus eryngii 20|B6 9,991 |3,749
Pleurotus eryngii 20|F6 8,297 |1,974
Ganoderma lucidum 20(BUK 0,000 {0,100
Ganoderma lucidum 20|B6 0,152 (0,121
Ganoderma lucidum 20|F6 0,087 (0,014

Priloha 8 - Aktivita lakazy [mU/mg] v pevnych vzorkach na rdznych variantach substratov

kolonizovaného hubami - SMREK, BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35)



Varianta Substrat| Dni kolonizicie | Enzymaticka aktivita [mU/mg] | SD
Pleurotus ostreatus BUK 5 4,795(1,151
Pleurotus ostreatus |B6 5 0,315(0,039
Pleurotus ostreatus |F6 5 0,868(0,241
Pleurotus eryngii BUK 5 2,500 0,236
Pleurotus eryngii B6 5 0,839/0,048
Pleurotus eryngii F6 5 0,772|0,218
Ganoderma lucidum [BUK 5 0,091/ 0,046
Ganoderma lucidum |B6 5 0,473(0,049
Ganoderma lucidum |F6 5 0,352|0,060
Pleurotus ostreatus |BUK 10 0,722|0,413
Pleurotus ostreatus B6 10 0,176(0,049
Pleurotus ostreatus  |F6 10 0,065(0,015
Pleurotus eryngii BUK 10 0,476|0,159
Pleurotus eryngii B6 10 0,647|0,077
Pleurotus eryngii F6 10 0,877/ 0,256
Ganoderma lucidum [BUK 10 0,021(0,012
Ganoderma lucidum |B6 10 0,144(0,059
Ganoderma lucidum |F6 10 0,102(0,062
Pleurotus ostreatus BUK 15 0,063(0,048
Pleurotus ostreatus B6 15 0,019(0,008
Pleurotus ostreatus  |F6 15 0,021/0,010
Pleurotus eryngii BUK 15 0,404/ 0,063
Pleurotus eryngii B6 15 0,566|0,105
Pleurotus eryngii F6 15 0,854/ 0,052
Ganoderma lucidum [BUK 15 0,026/0,015
Ganoderma lucidum |B6 15 0,063(0,027
Ganoderma lucidum [F6 15 0,102(0,042
Pleurotus ostreatus BUK 20 0,185(0,050
Pleurotus ostreatus |B6 20 0,028(0,009
Pleurotus ostreatus |F6 20 0,070(0,022
Pleurotus eryngii BUK 20 0,643|0,305
Pleurotus eryngii B6 20 0,531/0,067
Pleurotus eryngii F6 20 0,774|0,167
Ganoderma lucidum [BUK 20 0,030/0,016
Ganoderma lucidum |B6 20 0,025|0,014
Ganoderma lucidum |F6 20 0,032|0,018

Priloha 9 - Aktivita lakazy [mU/mg] v tekutych vzorkach na r6znych variantich substratov
kolonizovaného hubami - SMREK, BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35)



Substrat | TyZdne fermentacie | Prchavé latky [mg/kg] SD
Smrek 0 174,75 3,48
Smrek 3 57,38 0,16
Smrek 6 31,86 0,02
Smrek 9
Smrek + fugat 0 39,15 1,19
Smrek + fugat 3 12,54 1,21
Smrek + fugat 6 9,38 1,93
Smrek + fugat 9 4,13 0,15

Priloha 10 - Hodnoty prchavych organickych latok [mg/kg] v smrekovych pilinach pocas
fermentacie

Substrat TyZzdne fermentacie Obsah Zivic

Smrek 0 8,89%
Smrek 3 8,91%
Smrek 6 9,93%
Smrek 9 5,31%
Smrek + fugat 0 8,16%
Smrek + fugat 3 10,08%
Smrek + fugat 6 11,77%
Smrek + fugat 9 4,29%

Priloha 11 — Hodnoty relativneho obsahu Zivic [%] v smrekovych pilinach pocéas fermentacie

Varianta| Popol |Triesloviny| Zivice | Lignin | Holocelul6za
B 2% 3% 7%| 20% 61%
B6 1% 2% 6%| 24% 59%
F6 1% 5% 6%| 24% 53%
Ost B 2% 2% 7%| 20% 61%
Ost B6 0% 2% 7%| 24% 59%
Ost F6 1% 1% 8%| 24% 58%
P.E. B 3% 3% 7%| 21% 60%
P.E. B6 1% 1% 7%| 25% 59%
P.E. F6 1% 1% 7%| 25% 59%
Gan B 3% 2% 8%| 20% 61%
Gan B6 1% 2% 8%| 24% 57%
Gan F6 1% 1% 7%| 24% 59%

Priloha 12 - Hodnoty relativneho obsahu popola, trieslovin, Zivic [%] na réznych variantach
substratov kolonizovaného hubami. P. O. — Pleurotus ostreatus, P. E. — Pleurotus eryngii,
G. O. — Ganoderma lucidum. Substraty — BUK, B6, F6 (vid’ tabul’ka 7, str. 35)



Priloha 13 - Sledovanie intenzity astu mycélia na bukovych pilinach

pa- e

e il

X ?‘15 if.““'l.“.d,t-f‘;' ),
s

Priloha 14 - Sledovanie intenzity rastu mycélia na réznych substratoch v OMNIA poharoch




Priloha 15 - Oc¢kovanie saby do "kominkov", kultivacia pre stanovenie enzymatickej
aktivity, hodnoty pH, ligninu
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