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Vliv oSetireni substratu na fist a aktivitu mycelia
vybranych dievokaznych hub

Influence of substrate treatment on the growth and mycelium
activity of some wood-inhabiting mushrooms

Souhrn

Tato diplomova prace je zaméfena na prorustani mycelia difevokaznych hub
v substratech oSetfenych raznymi koncentracemi peroxidu vodiku, ktery by mohl byt
vyuzivan jako chemicky steriliza¢ni pfipravek. Vybranymi dfevokaznymi houbami
jsou outkovka pestra (Trametes versicolor) a hliva ustficna (Pleurotus ostreatus).
Tyto houby maji vyznamné IéCivé uCinky a jsou tedy vyuZivané v prevenci
i v samotném léCeni vaznéjSich civilizaCnich nemoci.

Hlavnim cilem bylo zaloZit nékolik pokusu a porovnat u vybranych hub aktivitu
a schopnost kolonizovat rizné oSetfené substraty. Zakladni slozkou substratd byly
pelety z pSeni¢né slamy, které byly oSetfeny studenou, horkou a destilovanou vodou,
1%, 3% a 4% roztoky peroxidu vodiku a v jednom pokusu také sterilizaci samotnych
pelet v susarné. Préaci tvofi 6 pokusl. Ve &tyfech pokusech byla porovnavana aktivita
ristu mycelia obou vybranych hub ve vySe uvedenych substratech.
V jednom z pokusu byla zjiStovana vhodna teplota pro kolonizaci mycelia outkovky
pestré na substratech oSetfenych 3% a 4% roztokem H,O,. Ve zbyvajicim pokusu
byl porovnavan rist mycelia outkovky pestré v 1,5 kilogramovych blocich, na kterych
byla vyzkouSena i schopnost této houby fruktifikovat v laboratornich podminkach.
Vysledky téchto pokusu byly statisticky vyhodnoceny. DalSim cilem bylo stanovit
aktivitu celulolytickych a lignolytickych enzymu v myceliem prorostlych substratech
a urcit zda tato aktivita byla ovlivnéna pfidanim peroxidu vodiku.

Bylo prokdzano, Ze koncentrace peroxidu vodiku v substratu vice prospiva
outkovce pestré. Mycelium outkovky prokazovalo rist ve vSech peroxidem
oSetfenych substratech. Substraty s3% a 4% roztokem peroxidu outkovka
kolonizovala pomaleji nez substraty oSetfené 1% roztokem peroxidu a horkou vodou.
Substrat oSetfeny studenou vodou mycelium outkovky nekolonizovalo témér vibec.
Naopak mycelium hlivy prokazovalo velmi rychly rdst v substratech oSetfenych

studenou a horkou vodou. Velmi podobné vysledky prokazovalo ina substratu



s 1% roztokem peroxidu. Substraty oSetfené roztoky 3% a 4% peroxidu kolonizovalo
velmi Spatné a pomalu. Na substratech oSetfenych sterilizaci pelet si mycelium
v nékterych pfipadech udrzelo aktivitu ristu déle nez na substratech bez sterilizace
pelet. | pfesto vSak byly vysledky u obou hub podobné na substratech se sterilnimi
i nesterilnimi peletami.

Mérenim aktivity lignolytickych a celulolytickych enzymu nebyly zjistény Zadné
vyznamneé rozdily mezi pokusnymi variantami. Pfi porovnani aktivity lakazy
a Mn peroxidazy meélo vyrazné vysSi aktivitu mladsi mycelium, tedy mycelium,
které bylo odebrano 27. a 30. den od naockovani, oproti myceliu odebraném
14. a 15. den od naockovani.

Kligova slova: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, mycelium,

celulolytické a lignolytické enzymy, peroxid vodiku, oSetfeni substratu



Summary

This diploma thesis is aimed at mycelium growth of wood-inhabiting
mushrooms in substrates treated by various concentrations of hydrogen peroxide
which potentially would be used as a chemical sterilization preparation.
As a representative  sample of wood-inhabiting mushrooms, Turkey tail
(Trametes versicolor) and Oyster Mushroom (Pleurotus ostreatus) were selected.
These mushrooms have very significant curing effects and thus they are used for
various diseases prevention and cure.

The main goal was to perform several experiments to compare the activity and
ability of selected mushrooms to colonize variously treated substrates. The base
of substrates were pellets made from wheat straw which were treated by cold, hot,
and distilled water, 1%, 3% a 4% hydrogen peroxide solutions, and also
by sterilization of pellets themselves in a dryer. This work contains 6 experiments.
During four of them, the activity of both selected mushrooms in above-mentioned
substrates was observed. During one experiment, the ideal temperature
for colonization of mycelium of Turkey tail on substrates treated by 3% and 4%
hydrogen peroxide solutions was determined. In the last experiment, growth activity
of Turkey tail mycelium in 1.5 kg blocks was observed. Also, ability of this mushroom
to fructify in lab environment was tested. The measured values were statistically
evaluated. The next goal was to determine activity of celulolytic and lignolytic
enzymes in substrates and decide whether this activity was affected by adding
the hydrogen peroxide.

It was proven that hydrogen peroxide concentration in substrate has more
positive affect on Turkey tail. Mycelium of Turkey tail grows more significantly in all
peroxide treated substrates. In substrates with 3% and 4% solutions, Turkey tail was
growing slower than in substrates treated by 1% peroxide solution or by a hot water.
On the other hand, there was no significant activity observed in substrate treated by
a cold water. In comparison, mycelium of Oyster Mushroom showed rapid growth in
both cold and hot water treated substrates. Almost the same results were in
1% peroxide treated substrate, while in case of 3% and 4% solutions not. In some
cases, mycelia were active longer in substrates with sterilized pellets, although the

results were almost identical in both sterilized and non-sterilized substrates.



There was no significant differences among all tested variants in case of
measurement of lignolytic and celulolytic enzymes activity. When comparing activity
of laccase and Mn-peroxidase, the significantly higher activity was observed on
younger mycelium that was extracted on the 27th and 30th day after inoculating,

compared to mycelia extracted on the 14th and 15th day after inoculating.

Keywords: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, mycelium, celulolytic

and lignolytic enzymes, hydrogen peroxide, treatment of the substrate
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Kapitola 1. UVOD

1 Uvod

V dnesni dobé vzbuzuji nékteré difevokazné houby v lidech nezdjem, mozné
i strach z jejich konzumace. Je malo znamo, Ze vétSina jedlych dfevokaznych hub
je vybornou kulinafskou zaleZitosti a jsou tedy vyznamnou potravinou v ¢eskeé
i zahraniéni kuchyni. Je také mnoho dfevokaznych hub (i nejedlych), které svuj
vyznam ziskaly diky nespoctu lécivych Gc€inka, které jsou vybornym dopliikem
v |[éCbé nékterych civilizacnich onemocnéni. Dfevokazné saprotrofni houby rostou
vétSinou na zbytcich odumfelého dfeva v riznych fazich rozkladu (spadlé stromy
a vétve, parezy apod.). Pisobenim na téchto organickych zbytcich ziskavaji Ziviny
sami pro svUj vyvoj, a maji vyznam v kolobéhu Zivota.

Vybranymi dfevokaznymi houbami vtéto praci jsou Trametes versicolor
(outkovka pestra) a Pleurotus ostreatus (hliva Ustficnd). Outkovka pestra je nejedla
houba s vyznamnymi léCivymi U€inky. Tato houba se podava ve formé tablet &i kapsli
vyrobenych z mycelia napéstovaném na obilnych zrnech nebo z pomletych plodnic.
Plodnice outkovky se také pouZivaji k vyluhovani pfi pfipravé ¢ajl, polévek a tinktur
pridavanych do dalSich pokrmu. VyuZiva se jako doplnék stravy v [éEbé nadorovych
onemocnéni, jako je napfiklad rakovina Zaludku, dale jako antivirotikum pfi 1éCbé
HIV, nebo jako imunomodulaéni pfipravek ke zvySovani obranyschopnosti
organismu.

Hliva ustficna je velmi znama jedla houba, ktera je béZné k dostani na Ceském
trhu jako potravina vhodna k pfipravé raznych pokrmu. Péstebni bloky substratu
naockované touto houbou jsou k dostani také v hobby prodejnach a zajistuji snadné
vypéstovani hlivy i vdomécich podminkach. Plodnice hlivy Ustficné jsou oblibenym
doplrikem salatu, polévek a omacek, ale pfipravuji se také jako minutky a slouzi jako
suroviny pro pripravu samostatnych jidel. PfedevSim v obchodech se zdravou
vyZivou jsou k dosténi doplriky stravy vyrobené z plodnic hlivy ve formé tablet
a kapsli, extraktl nebo smési s jinymi surovinami. LéCivych uc€inka hlivy se vyuziva
zejména pfi 1éEbé nadorovych onemocnéni, ke snizovani cholesterolu, ke zvySovani
aktivity imunitniho systému, pfi prevenci pfed onemocnénim AIDS a Alzheimerovou

chorobou a dalSich nemoci.
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Kapitola 2. CiL PRACE A HYPOTEZA

2 Cil prace a Hypotéza

2.1 VLIV OSETRENI SUBSTRATU RUZNOU KONCENTRACI
PEROXIDU VODIKU NA PRORUSTANI MYCELIA TRAMETES
VERSICOLOR

Prvnim cilem této diplomové prace na téma Vliv oSetfeni substratu na rust
a aktivitu mycelia vybranych drfevokaznych hub bylo zalozit nékolik pokus,
pfi kterych bude sledovana schopnost mycelia houby Trametes versicolor osidlit
substrat oSetfeny raznymi koncentracemi peroxidu vodiku jako alternativniho

zpusobu desinfekce substratu. Jako kontroly bylo pouzito kultury Pleurotus ostreatus.

2.2 STANOVENI AKTIVITY CELULOLYTICKYCH A
LIGNOLYTICKYCH ENZYM U V PROROSTLEM SUBSTRATU

Druhym cilem prace je stanovit aktivitu celulolytickych a lignolytickych enzymi
v prorostlém substratu myceliem hub Trametes versicolor a Pleurotus ostreatus a
urit, zda tato enzymaticka aktivita byla néjakym zplsobem ovlivhéna pfidavkem

peroxidu vodiku.

2.3 HYPOTEZA

Ruzné koncentrace peroxidu vodiku prukazné ovlivni schopnost mycelia

houby Trametes versicolor kolonizovat péstebni substrat a snizi jeho kontaminaci.
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Kapitola 3. LITERARNI RESERSE

3 Literarni reSersSe

3.1 OBECNA CHARAKTERISTIKA HUB

Houby tvofi samostatnou fiSi, protoze jejich znaky se vyznamné liSi od znaki
rostlin a nemohou byt tedy fazeny do stejné fiSe jako rostliny. Véda, ktera se zabyva
studiem hub, se nazyvd mykologie. Z morfologického hlediska Ize houby
charakterizovat jako stélkaté, jednobunéné a mnohobunécné organismy.
Houby patfi mezi eukaryotni organismy, protoZze na rozdil od bakterii a sinic maji
jadro a jadernou membranu. VétSinou vlaknita stélka ma jednoduchou stavbu a neni
rozliSena jako u rostlin na kofen, stonek, list a prava pletiva. Spole¢nymi znaky hub
a zZivocichu je, Ze bunécnou sténu stélky tvofi nejéastéji chitin (napf. skelet u hmyzu)
a obsah rezervnich latek (glykogen) v bunkach. Rozmnozovani hub je zajisténo
vytrusy vzniklymi pohlavnim i nepohlavnim zpusobem. Vytrusy jsou odliSné
od semen rostlin tim, Ze nemaji embryo (KIan 1989).

Z ekologického hlediska Ize houby charakterizovat jako heterotrofni
organismy, které neobsahuji chlorofyl a jsou tedy odkazany na pfijem organickych
uhlikatych latek. Zpasob vyzivy charakteristicky pro saprotrofy je rozklad odumfelych
organickych latek na jednodusSi latky pomoci enzymd. Tyto jednoduché latky
pak absorbuji ve vodnych roztocich. Mykorhizni houby jsou houby Zijici v symbidze
se zelenymi rostlinami. Parazitické houby se vyZivuji na Zzivé rostliné
nebo zivocichovi.

Pocet existujicich hub je kolem 300 000 druhd na celém svété. VSechny druhy
lze rozdélit na mikromycety a makromycety. Mikromycety jsou houby, které maji

vétSinou mikroskopické rozméry. Makromycety tvofi plodnice okem rozeznatelné.
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Kapitola 3. LITERARNI RESERSE

3.2 OUTKOVKA PESTRA

3.2.1 Pouzivané nazvy

Latinsky nazev: Trametes versicolor (L.:Fr.) Pilat

Anglicky nazev: Turkey tail, Many-Colored Polypore, Cloud Mushroom

Cinsky nazev: Yun Zhi

Japonsky nazev: Kawaratake

Synonyma: Polyporus versicolor
Coriolus versicolor
Boletus versicolor
(Stamets, 2000)

3.2.2 Systematika

Rise: Houby — Fungi

Oddéleni:  houby stopkovytrusné — Basidiomycota
Trida: stopkovytrusné — Basidiomycetes

Podtfida: houby rouskaté — Agaricomycetidae

Rad: choroSotvaré — Polyporales
Celed: choroSovité — polyporaceae
Rod: outkovka — Trametes

(Kalina, Vana, 2005)

3.2.3 Charakteristika

Stamets (2000) uvadi, Ze outkovka pestra je nejvice rozSifena a nejsnadnéji
rozpoznatelna houba z ¢eledi choroSovitych. Tento vicebarevny choro§ ma dlouhou
historii pouziti a je uznavan na celém svété. Antonin a spol. (v tisku) uvadéji,
Ze outkovka je Siroce rozSifenym druhem v Evropé, Asii, Severni Americe, Australii

a v tropické Africe.
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Trametes versicolor byla dfive znama také jako Polyporus versicolor, pozdéji
také jako Coriolus versicolor. Tato houba patfi mezi nejlépe prozkoumané
a nejucinnéjSi houby z hlediska jejich Ié€ivych G¢inkd. Podle tvaru plodnic je také
nazyvana Turkey Tail — krocani ocas. Outkovka je velmi pfizpusobivy druh,
ktery se vyskytuje ve velmi Sirokém sortimentu v tropickych, subtropickych a mirnych
pasmech celé zemékoule. Outkovka c¢asto vytvaFi kolonie plodnic od jara
do podzimu, zejména na polenech tvrdého dfeva a na pafezech porazenych
listhatych a méné casto i jehliénatych stromu. NejCastéji ji I1ze nalézt v listnatych
lesich na dubech, olSich, osikach, jilmech a na eukalyptu. Jako jedna z mala dobfe
roste i na dfevé jabloni, tfeSni a dalSich ovocnych stromu. Mékc&i dievo je touto
houbou rychleji spotfebovavano, coz vede k jeho rychlejSimu rozkladu. V jehli€natych
lesich |ze outkovku nalézt zvlasté na jedli, smrku, borovici, modfinu, jalovci a cypfisi.
Kmeny houby jsou v kultufe obvykle velmi agresivni. V subtropickych oblastech
je outkovka béZznym konkurentem divokych kmend shiitake (houZevnatec jedly).
Je to houba s mnohem mensSim obsahem vody nez vétSina ostatnich hub.
Obsahuje 75 — 80 % vody. Ze dvoukilového bloku pilin je primérny vynos
100 — 200 g suchych hub (Stamets, 2000).

Plodnice outkovky Casto tvofi véjife s mirné chlupatym a obvykle zvinénym
vnéjSim okrajem. Jsou velmi tvrdé, ale poddajné. Do pletiva Ize proniknout pouze
mimoradné ostrym noZem. Plodnice jsou velmi proménlivé v barvé. Odstiny barev
jsou bohaté na zemité tony Sedé a hnédé, ¢asto s modrymi, zelenymi, nacervenalymi
nebo bélavymi zonami. Spodni ¢&ast plodnice je pokryta bélavymi pory.
TFen u outkovky chybi. Pokud néjaky ma, tak je uzky a kratky (Stamets, 2005).

Antonin a spol. (v tisku) pisi, Ze jednoleté plodnice jsou kloboukaté a vétSinou
stfechovité uspofadané nad sebou. Klobouk byva Siroky 20 — 80 mm, plochy,
ledvinovity aZz véjifovity, hedvabné leskly, plstnaty, ale ve stafi témeéF olysévajici.
Barevné ma outkovka klobouk obvykle velmi rozmanity. Byva Sedé, okrové, hnédeé,
Cervenohnédé, modravé nebo Cerné pasovany, v mladi na okraji bélavy az okrovy,
ve stafi az Cerny. Rourky jsou vysoké 0,5 — 2 mm. NeSednouci pory jsou drobné,
Siroké 0,15-0,3 mm, bilé az krémové, ve stafi vSak slamové Zluté.
DuZnina outkovky je velmi tuha, tlustd 1 — 2 mm, od plsti oddélena na povrchu
klobouku tmavou zonou. Bezbarvé wvytrusy méfi 5 — 6 x 15 — 2,2pum,

jsou tenkosténné, valcovité a prohnuté.

-16 -



Kapitola 3. LITERARNI RESERSE

3.2.4 Péstovani a fyziologické pozadavky

Podle Stametse (2005) je nejjednodussSim zplsobem rozSifovani mycelia
pfeneseni jeho &asti na dalSi substrat (dfevo). K Uspé&Snému prenosu podhoubi
nanové misto je lepSi pouzit mladé mycelium, které ma vysSSi aktivitu.
Pokud je mladé podhoubi zao¢kovano do spravné smési materialu, bude jeho rist
na novém misté rychly a UuspésSny. Dullezité je na novém misté vytvofit ekosystém,
ktery bude stejny nebo alespon podobny tomu, ze kterého bylo podhoubi odebrano
pro dalSi kolonizaci. Vytvofeni stejného prostifedi je snazSi pro houby saprotrofni
nez pro mykorhizni.
koli¢kach, obilnych zrnech, pilinach nebo dfevénych klinech. Outkovku Ize také
péstovat na polenech nebo v kvétinacich. Sadba na obilnych zrnech musi byt pouZzita
v€as, aby mycelium nerozlozZilo nosné medium a nevzniklo husté podhoubi,
které by znacné ztizilo oddéleni zrn od sebe a ockovani. Mycelium na obilnych
zrnech Ize oCkovat pfimo do polen tvrdého dfeva, pilin nebo hoblin. Piliny jsou
podhoubim rychle rozkladany az do stadia, kdy dfevo ztrati zcela svou strukturu.
Podle Antonina a spol. (v tisku) Ize outkovku péstovat jako surovinu pro vyrobu
dopliikd stravy bud z plodnic houby, mycelia prorostlého pevnymi substraty, nebo
také ze submerzné kultivovaného mycelia v Zivhych roztocich. Pro ziskani plodnic
Ize tuto houbu péstovat tradi¢né na Spalcich dfeva, na parezech nebo na sypkych
substratech. NejvhodnéjSimi sypkymi substraty pro péstovani outkovky jsou piliny
listhatych stromd s pfidavkem pSeniénych otrub nebo semen rudznych plodin
(kukufice, Inu, slunecnice). Sypky substrat Ize pfipravit i z pilin smichanych s jemné
drcenou slamou. Tuto smés je potifeba doplnit vodou na 66 — 68 % vlhkosti, naplnit
do sackl, které jsou odolné vuaci vysokym teplotam a takto v saccich substrat
vysterilizovat pfi teploté 121 <.

Stamets (2000) piSe, ze idealni inkubacni teplota pro prorustani mycelia
outkovky je 24 — 29 T. Antonin a spol. (v tisku) u vadéji, Zze ve sterilnim substratu
naockovaném myceliem houby se udrzuje teplota 20 — 24 °C, pfi které podhoubi
roste nejrychleji. Podle Stametse (2000) je pro kolonizaci podhoubi tfeba zajistit
prostfedi bez svétla, s koncentraci CO, menSi nez 5 000 ppm a relativni vzdusSnou
vlhkost 90 — 100 %. Vyména c&erstvého vzduchu je idealni jednou za hodinu.
PFi zajisténi idealnich podminek trvad prorastani mycelia outkovky 14 — 21 dni
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v zavislosti na druhu a velikosti kolonizovaného media. Antonin a spol. (v tisku)
doplfuji, Ze kolonizace podhoubi v blocich substratu trva pfiblizné 40 dni.
Rychlost prorustani mycelia outkovky Ize srovnat s rychlosti mycelia hlivy.

Na pocatku tvorby primordii je idealni teplota 10 — 24 €, primordia
jsou schopna rustu i pfi teploté maximalné 27<C. V tomto obdobi je tfeba zajistit
svételné podminky 500 — 2 000 luxd, relativni vzduSnou vihkost 95 — 100 %
a koncentraci CO, 400 - 800 ppm, tedy vyrazné nizSi nez pfi inkubaci.
Vymeénu vzduchu je nejlépe provadét 5 — 7 krat za hodinu. Stadium vyvoje primordii
outkovky je pfi zajisténi idealnich podminek 7 — 14 dni. Vyvoj plodnic outkovky
probiha pfi teplotach 18 — 24 T a p fi relativni vzdusné vihkosti 85 — 90 %, popfipadé
az 95 % (Stamets, 2000). Antonin a spol. (v tisku) piSi, Ze vyvoj plodnic probiha
pfi teploté 20 — 24 T a relativni vzdusné vihkosti 85 — 90 %. Plodnice se vytvareji
v pribéhu 2 — 3 tydnl po profiznuti otvort v boku s&cku s prorostlym substratem.
Stamets (2000) doplfiuje, Ze koncentraci CO, je tfeba mit vtomto stadiu rustu
v rozmezi 500 — 1000 ppm. Pozadavky na svétlo a vyménu Cerstvého vzduchu jsou
stejné jako ve stadiu tvorby primordii, tedy intenzita svétla 500 — 2000 luxt a vyména
vzduchu 5 — 7 krat za hodinu. Vyvoj plodnic trva 45 — 70 dni, kdy je tfeba postupné
provést 2 — 3 skliziiové viny.

3.2.5 Léégivé ué€inky

Ackoliv neni outkovka (Trametes versicolor) jedlou houbou, diky svym léCivym
acinkdm patfi k tém nejuznivanéjSim lécivym houbam.

Vyznamnou lécivou latkou obsazenou v outkovce je PSK, béZzné znama
jako Krestin. Tento glykoprotein je v Asii schvalen jako Iék proti rakoviné.
Bylo zjisténo, Ze PSK sniZuje vyvoj metastdz u pacientd s rakovinou. V klinickych
studiich s pacienty postizenymi rakovinou Zaludku bylo prokadzano, Ze u téch, ktefi
podstoupili lé€bu chemoterapii v kombinaci s pfipravkem obsahujicim PSK, doSlo ke
snizeni recidivy a narustu preziti pacientl. Bylo také zjisténo, Zze PSK je silné
antibiotikum  plsobici  proti  Escherichia  coli,  Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albincans, Cryptococcus neoformans a dalSim

mikrobdm patogennim pro ¢lovéka (Stamets, 2000).
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Antonin a spol. (v tisku) pisi, Ze latka PSK byla poprvé izolovana v roce 1987
japonskou firmou Kureha pro Ié¢bu nadorového onemocnéni Zaludku.
Outkovka se ukazala jako nejvhodnéjsi z vice nez 200 druhG sledovanych hub.
V Japonsku se latka PSK, neboli Krestin, stala vyznamnym farmaceutickym
protirakovinovym pfipravkem zaujimajicim 25,2 % trhu. Glykoprotein Krestin
je tvofen z 62 % polysacharidem a z 38 % bilkovinou. Ziskava se z vySlechténého
kmene Trametes versicolor CM-101. V Asii, pfedevsim v Ciné a Japonsku je Krestin
povolen k podplrné terapii nadorovych onemocnéni. V zapadni Evropé tato latka
jako lék neni povolena, protoZze je PSK sice u¢inna latka, ale je to komplexni
slou€enina. Podle Evropské legislativy muze byt povolen pouze lék s definovanou
acinnou latkou a s popsanym mechanismem ucinku.

DalSi latkou izolovanou z Trametes versicolor je podle Stametse (2000)
ve vodé dobfe rozpustny polysacharopeptid PSP, ktery prokazuje ac€inky jako
antivirotikum pfi 1é¢bé HIV. Z nékolika studii bylo zjisténo, Ze rlzné formy tohoto
polysacharopeptidu pusobi pfiznivé také proti Sifeni lidské leukémie HL-60, podporuji
obnovu bunék néasledujici po zafeni gama a az pétinasobné zvySuji aktivitu
NK bunék. Tyto velké buriky imunitniho systému jsou schopné zabit nddorové buriky
¢i buriky napadené virem.

Antonin a spol. (v tisku) uvadéji, ze latka PSP je znama jako glykoprotein
Coriolan, izolovany z vySlechténého kmene houby COV-1. Coriolan je tvofen
polysacharidem z90 % a peptidy z10 %. Od Krestinu se liSi slozenim cukrd.
VyznaCuje se protinddorovymi, hepatoprotektivnimi,  protivirovymi  vlastnostmi
a imunomodulaénimi  schopnostmi. V outkovce je také obsazena fada
sterolt — ergosterol (provitamin D2), fungisterol a B-sitosterol.

Outkovka je wuZz po staleti pouzivana jako Iék pfirodni mediciny.
Latky se z robustnich a kozenych plodnic extrahuji ve vodé tim, Ze se vafi
v polévkach nebo jako €aje. Z plodnic v praskové formé se vyrabégji tobolky jako
doplnék stravy nebo pfidavky do ¢aji a polévek. VétSina l|éCivych pfipravkad,
které jsou na trhu, jsou vyrobeny z mycelia této houby (Stamets, 2000).

Podle Antonina a spol. (v tisku) je outkovka studovana také jako modelovy
organismus rozkladajici lignin. V zdpadni Evropé Ize spatfit kusy dfeva s plodnicemi
outkovky v interiérech jako soucast aranzi floristu.

Stamets (2005) poukazuje na to, ze 100 g Trametes versicolor obsahuje

369 kalorii; 10,97 g bilkovin; 1,51 g tukd — z toho 0,27 g polynenasycenych tukd,
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0,32 g celkem nenasycenych tukd a 0,06 g nasyceny tukl; 77,96 g sacharidd —
ztoho 76,06 g komplexnich sacharidd a 1,90 g cukrd; 71,30 g vlakniny.
Déle obsahuje thiamin B1 0,07 mg; kyselinu pantotenovou B5 1,70 mpg;
vitamin D 62 IU*; vapnik 34 mg; méd 0,65 mg; Zelezo 8,7 mg; draslik 570 mg;
niacin 9,30 mg; riboflavin 1,06 mg; selen 0,007 mg a sodik 6 mg. Obsah vody
v plodnicich je 8,00 g a popelovin 1,56 g. Cholesterol, vitamin A a vitamin C mély
nulové hodnoty.

Podle Antonina a spol. (v tisku) jsou na trhu kdostani dopliiky stravy
z outkovky pestré. Dopliky stravy maji podobu tablet nebo kapsli plnénych
usuSenym a pomletym myceliem houby napéstované na zrnech obilovin.
Produkce mycelia outkovky pro extrakci u€innych latek probiha pfevazné submerzné

v tekuté Zivné padé v biotechnologickych provozech.

* |[U: International Unit — mezinarodni jednotka, pouZzivana ve farmakologii a v Iékafstvi.

= Al R ¥ Sz o
Trametes versicolor (outkovka pestra) Pleurotus ostreatus (hliva Ustficna)
zdroj: zdroj:
http://www.houbareni.cz/disc.php?start=830 http://www.terezia.eu/cz/produkt/hliva_ustricna_v_kapslich
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3.3 HLIVA USTRICNA

3.3.1 Pouzivané nazvy

Latinsky nazev: Pleurotus ostreatus (Jacq.:Fr.) Kumm.

Anglicky nazev: The Oyster Mushroom, Tree Oyster, Oyster Shelf

Japonsky ndzev: Hiratake (j.), Tamogitake Hiratake (j.), Tamogitake

(Posludna, 2012)

3.3.2 Systematika

Rise: Houby — Fungi

Oddéleni:  houby stopkovytrusné — Basidiomycota
Trida: stopkovytrusné — Basidiomycetes
Podtrida: houby rouskaté — Agaricomycetidae

Rad: lupenotvaré — Agaricales
Celed: hlivovité — Plerotaceae
Rod: hliva — Pleurotus

(Kalina, Vana, 2005)

3.3.3 Charakteristika

Jablonsky a SaSek (2006) uvadi, Ze hlivu Ustfinou Ize b&Zné& nalézt v 1été
ana podzim v lesich na kmenech a parezech. Jeji plodnice vyrlstaji nad sebou
stfechovité, v trsech nebo jednotlivé. Jeji podhoubi osidluje vétSinou listnaté stromy
ve vSech vegetatnich pasech azemépisnych Sitkdch obou polokouli.
Vyjimkou, kterd osidluje  listnaté i jehlicnaté stromy, je hliva holubi
(Pleurotus ostreatus var. columbinus).

Mycelium hlivy zpuUsobuje bélavé trouchnivéni dfeva. Pro Zivé stromy
vSak neni prili§ nebezpeéna, protoze mycelium naockované na zdravé stromy

se dale nesifi. Pouze u stromu silné oslabenych byl pozorovan kalamitni vyskyt hlivy.
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Jablonsky a Sasek (1997) pisi, Ze plodnice hlivy Gstfiéné maji klobouk masity
v priméru az 150 mm, Uzce podvinuty na okrajich v mladi, pozdéji rozlozeny.
Na povrchu je hladky a suchy. Barvu ma Sedou az hnédou, nékdy modro€ernou.
Pomérné tlustd duznina je bélava s pfilemnou vini a chuti. Dosti fidké, bélavé
lupeny jsou celokrajné a sbihaji se natfen. Az 50 mm dlouhy tfefi je obycejné
excentricky az postranni, tlusty asi 20 mm, na povrchu podélné ryhovany

nebo hladky. Hladké bezbarvé vytrusy jsou valcovitého tvaru.

3.3.4 Péstovani a fyziologické pozadavky

Hliva Ustficna je houba péstovana na lignocelul6zovych odpadech, které
obsahuji lignin, celulézu a hemicelul6zu. V pfirodé roste pfedevsim na odumrielém
dfevé. Rychly rist ma také na raznych organickych odpadech — na slamé,
kukufiénych vietenech, hrachoviné, pazdefi, vojtéSkovém sené& nebo ina papire.
Pro péstovani na téchto surovinach se predpoklada jejich pfedchozi tepelné oSetieni.

Optimalni teplota pro vykliCeni spor je 28 T. Pi této teploté dosahuje hliva
také maximalniho ristu mycelia. Rist mycelia je znaéné zpomalen pfi teploté 20 C,
coz m& za nésledek znevyhodnéni hlivy oproti nékterym kompeti¢nim
mikroorganismim. Mycelium rast zcela zastavi pfi teplot¢ 5 C, ale mrazem
poskozeno neni. Po zvySeni teploty zadind opét rast a kultura mlze vytvaret
plodnice. VétSi problémy ¢&ini letni teploty, kdy je prorustajici substrat vystaven
prehfivani v disledku zvySené aktivity mycelia. V zavislosti na vihkosti mycelium
odumira pfi teploté nad 32 — 35 . Optimalni teploty pro nasazovani z arodkd plodnic
jsou vrozmezi 8 — 12 . Pokud je prorostly substrat vystaveny tzv. chladovému
Soku, muze hliva Ustficna vytvaret plodnice i pfi teploté nad 15 <C. V opacném
pfipadé se pfi teploté nad 15 < tvorba plodnic zcela zastavuje. V sou ¢asné dobé
byly vySlechtény hybridy péstovanych hliv, které vznikly kfizenim hlivy dstficné
s nékterymi teplomilnymi kmeny hliv, a tak neni tfeba teplotniho Soku a kultury houby
vytvareji plodnice i pfi vysSich teplotach (17 — 22 C).

Optimélni hodnoty pH se pohybuji pro rdst podhoubi vrozmezi 5,5 — 6,5.
Jiné hodnoty pH rast mycelia zpomaluji. Hodnoty pH se bé&hem proristani
mycelia v substratu  méni. Ve vnitfnich vrstvach je pH podstatné vyssi

nez v povrchové vrstvé, kde se nasazuji plodnice. Na povrchu substratu se hodnoty
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pH pohybuji vrozmezi 4 —4,5. Vliv svétla je u hlivy Ustficné dulezity pfedevsim
pfi nasazovani a vyvoji plodnic. PFi kolonizaci substratu hliva osvétleni nevyZzaduje
vubec. Naopak pro normalni vyvoj plodnic je tfeba 12 hodin denné osvétleni
o0 intenzité 100 — 400 luxu. Vétsi naroky na osvétleni ma hliva pfi vysSich teplotach,
kdy plodnice rostou rychleji nez pfi teplotdch nizSich. Pfi nedostatku osvétleni
plodnice tvofi protahly tfen a zakrnély klobouk svétlejSi barvy. Hliva Ustficna
se vyznacCuje odliSnymi naroky na koncentraci oxidu uhli¢itého v prostfedi
v jednotlivych fazich vyvoje. Pfi prorlstani substratu ma mycelium nejvysSi intenzitu
ristu, jestlize koncentrace CO, vsubstratu je 2 000 - 3 000 ppm.
Pokud je v substratu udrZzena vysokd koncentrace CO,, je potlaten rUst
konkuren&nich zelenych plisni. Z divodu udrZeni vySSi koncentrace se péstebni
bloky Ci pytle perforuji jen ¢aste¢né. Na koncentraci CO, béhem vyvoje plodnic

v s

reaguji jednotlivé kmeny hlivy rozdilné. CitlivéjSi kmeny maji nizSi vynos
jiz pfi koncentraci 800 ppm, naopak tolerantn&jSi kmeny vykazuji sniZzeni vynosu
az pfi koncentraci 1 500 ppm. Optimalni koncentrace CO, pro nasazovani a vyvoj
plodnic je 400 — 600 ppm. P¥ivysSi koncentraci se tvofi deformované plodnice.
Nejcastéji se vlivem vysoké koncentrace CO, tvofi Sroubovité stoCené a protahlé
trené, zakrnély klobouk a mékka duznina. Silné ztlustlé tfené a zakrnélé klobouky
nalevkovitého tvaru je dalSi moznost deformace vlivem vysoké koncentrace COs..
Aby se predeSlo témto deformacim, je tfeba v€as reagovat a v péstirnach intenzivné
vétrat. Z toho plyne, Ze proces prorustani mycelia je semiaerobni (za Caste¢ného
pfistupu  vzduchu) avyvoj plodnic je aerobni (za pfistupu vzduchu)
(Jablonsky a Sasek, 2006).

3.3.5 Léégivé u€inky

Hlivy obsahuji &etné Iégivé latky. Jablonsky a Sasek (2006) popisuji velmi
vyznamnou lécivou latku obsazenou v hlivé, kterou je jeden z glukand, nazyvany
pleuran. Glukany maji vliv na zvySovani aktivity imunitniho systému a projevuji
protivirové a protizanétlivé vlastnosti. Mimo téchto IéCivych U¢€inkd pfispivaji glukany
ke snizovani cholesterolu. MarSalek (2000) doplnuje, Ze tato latka byla popsana
poprvé na prelomu 20. stoleti. Podle Novaka (2007) je B-glukan vyznamny pro své

fyziologické ucinky. Je to latka, kter4 se oznacuje také jako modifikator biologické
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odpovédi. Pleuran (HA-glucan) obsazeny v hlivé astficné u hostitele vykazuje
zvySeni rezistence vaci virovym, fungéinim, parazitdlnim a bakterialnim infekcim.
Vykazuje také protinadorovy efekt, radioprotektivni u¢€inky a prevenci karcinogeneze.
Je prokazano i vyuziti glukanu pfi profylaxi v nasledku pouZiti biologickych zbrani,
napfiklad pfi nakaze antraxem. Kromé snizovani hladiny sérového cholesterolu
pleuran snizuje hladinu jaterniho lipoproteinu, coz vede ke snizovani rizika
onemocnéni srdce a aterosklerézy (kornaténi tepen). B-glukany také aktivuji
v centralnim nervovém systému mikrogliové bunky, které jsou vyznamné pfi ochrané
pfed onemocnénim AIDS a Alzheimerovou chorobou.

Dalsi skupinou latek majici 1é¢ivé Gginky jsou podle Jablonského a Saska
(2006) terpeny. Vyznamnou latkou ztéto skupiny je pleurotin, kteryje i uméle
syntetizovany. Terpeny se vyznacuji antibiotickou a protirakovinnou aktivitou. limura
(2005) piSe, Ze pleurotin poprvé izoloval Robbinsen a kol. v roce 1947, ale aZ v roce
1981 byla potvrzena jeho struktura pomoci rentgenové krystalografie.
Vyznamna je také biologickd aktivita pleurotinu proti rychle rostoucim nadorum,
Ehrlichova karcinomu a L-1210 lymfoidni leukémii, dale pak proti pomalu rostoucimu
spontannimu nadoru prsu a také proti grampozitivnim bakteriim.

Aktivni  latkou k odbouravani cholesterolu je mimo jiné lovastatin
(monakolin-K), ktery se fadi do skupiny statind. Také dieteticka vlaknina ma vliv
na snizovani cholesterolu, a to pfedevSim chitin a znéj vznikajici chitosan
(Jablonsky a Sasek, 2006). Lillmann et al. (2004) doplfiuje, Ze uzivanim lovastinu
je snizovan vyskyt kostnich zlomenin u starsich lidi.

Podle Jablonského a Saska (2006) maji plodnice hlivy také antibiotické
a antifungalni vlastnosti, které zajistuji glykopeptidy, zvané lektiny, ve smési s ionty
vapniku. Singh et al. (2010) také popisuje lektiny jako neimunitni proteiny
nebo glykoproteiny, které vazou cukry. Mimo antifungalni a protivirové vlastnosti
ma lektin také mitogeneticky, imunostimula¢ni a protinadorovy potencial.

Jablonsky a Sasek (2006) upozorfuji, Ze na trhu je Siroky vybér pripravk
a dopliika stravy z hlivy Ustfiéné. Predevsim v obchodech se zdravou vyZivou
je Sirokad nabidka tabletovanych doplnik(d stravy, suSené smeési zeleniny s hlivou,
susené plodnice hlivy, ale také vodné nebo alkoholové tekuté extrakty.
Cerstvé plodnice  maji  také velky vyznam v kuchyfiském  zpracovani.
NejCastéji se upravuji narychlo jako minutky nebo k pfipravé houbovych salatd,
anebo se také pouzivaji jako surovina do dalSich pokrmd.
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3.4 VLIVENZYMU

Killham (2001) uvéadi, Ze mineralizaci neboli rozklad organické hmoty zajistuji
nejCastéji mikroorganismy a jejich aktivita v prfeméné prvkd. Tento proces zavisi
na mnozstvi mikroorganismu a jejich aktivité, sloZzeni organické hmoty a podminkach
pudniho prostfedi. Bakterie, aktinobakterie, archeobakterie a pudni houby jsou
mikroorganismy, které rozkladaji aminokyseliny a jednoduché cukry, ale také i odolné
polymery jako huminové kyseliny a lignin. Kotrbova (2011) doplfuje, Ze rychlost
mineralizace zavisi na slozeni organické hmoty. Nejrychleji jsou rozkladany cukry,
bilkoviny. Dale se rozkladaji tuky a vosky a nejpomalejSi rozklad ma lignin.

Stopkovytrusné houby, které pouzivaji enzymy k rozruSovani a rozkladani
celulézy a ligninu, se nazyvaji houby dfevokazné. Tyto druhy hub
jsou charakteristické svou schopnosti napadat mrtvé i zivé stromy, ¢imz zpUsobuji
hnilobu dfeva. Drevni hniloby Ize rozdélit na bilou a hnédou. Bil4 hniloba
je specificka  vrovnomérném  rozkladu vSech slozek bunécné  stény.
To znamen4, Ze rovnhomérné rozklada lignin, celulézu i hemicelul6zu. Hnéda hniloba
vSak rozklada predevsim jen celul6zu a hemicelul6zu, a lignin minimalné.

Pro budovani stélky a jako zdroj energie jsou dllezité organické Ziviny.
Ze specifickych organickych substratd jsou Stépeny enzymy, které se prevadéji
ve formé produktt Stépeni do bunky, a zde jsou pomoci metabolického aparatu
preménény na dulezité stavebni jednotky a zdroj energie. Stavebni jednotky
jsou nezbytné predevsim pro tvorbu rastovych latek, napfiklad pro tvorbu plodnic.
Degradaci dfeva zpuasobuji enzymy celuldza, xylanaza, lakaza a peroxidaza
(Posludna, 2012).

Baldrian (2008) dopliuje, Zze dekompozi¢ni houby vyuZivaji mrtvou organickou
hmotu, ktera se sklada predevSim z polysacharidd bunéénych stén a dalSich
biopolymerti. Patfi mezi né polymery rostlinného pavodu, jako je celuléza,
hemicelul6za, lignin a pektin. Déle polysacharidy hub, jako je chitin a rezervni
polysacharidy, jako je Skrob. Polysacharidy na bazi biopolymerd jsou obvykle
degradovany hydrolytickymi enzymy a zpUsobuji endo- nebo exoStépeni.
Probiha také vyroba lydz a specifickych oxiddz. Drevokazné celulolytické houby
se vyvinuly sloZitym systémem neenzymatickych Stépeni celulézy na zékladé

produkce reaktivnich kyslikovych forem. AvSak relativni vyznam tohoto rozkladu
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je stéle nejasny. Extracelularni enzymy, které degraduji biopolymery, jsou jednim
z charakteristickych rysa saprotrofnich stopkovytrusnych hub.

3.4.1 Enzymy

Enzymy jsou podle MatouSkové (2011) makromolekuly bilkovinné povahy
s katalytickou funkci. Jsou obsazeny ve vSech Zivych systémech a pravdépodobné
i v nejjednodusSich bunkach je obsazeno pfes 3 000 enzymu, které Fidi rychlost
probihajicich reakci v bunkach. Enzymy Ize rozdélit podle mista pusobeni
na intracelularni a extracelularni. VétSina enzymu zstava uvniti burnky, kde vznikly,
a nazyvaji se enzymy intracelularni. V burice vytvaFi organizované funkéni komplexy,
multifunkéni enzymy a multienzymové jednotky. Enzymy, které jsou, jako
mikroorganismy vylu€¢ovany do kultivaéniho prostfedi se nazyvaji extracelularni.

Témito enzymy jsou zejména enzymy, které katalyzuji hydrolyzu Zivin.

3.4.2 Celulolytické enzymy

Celul6za a hemiceluléza jsou podle Mackufaka a Prouska (2010) hlavni
zdroje pfi  vyuzZivani biomasy rostlinného plvodu. Celulézy vznika rocné
1,5 x 109 tun, takZe je diky tomu nejrozSifenéjSim biopolymerem na zemi. Jeji hlavni
strukturni jednotkou je D-gluk6za. Vzhledem kdobré rezistenci vi¢i rlznym
zpusobum degradace je jako zdroj uhliku a energie pro nékteré Zzivocichy
nepouzitelnd. Tito ZivoCichové neprodukuji enzym, pomoci kterého by byli schopni
rozstépit B-1,4- vazby mezi jednotlivymi gluk6zovymi jednotkami. Celulézu Stépit
a metabolizovat uméji pouze anaerobni plisné, nékteré aerobni plisné a dfevokazné
houby. ByloZravci maji ve svém travicim traktu symbiotické bakterie a anaerobni
plisné, které rozsStépi celulézu na produkty, které jsou pro Zivo€ichy pouZzitelné
jako zdroj energie. PFi mikrobiologickém Stépeni celul6zy je produkovana celotetréza,
celotri6za, celobiéza az po glukézu. Baldrian (2008) dodava, Ze celuléza obsahuje
krystalické oblasti, kde jsou jednotlivé fetézce navzajem propojeny, a méné
uspofadané amorfni oblasti. Ackoliv je celuléza chemicky jednoducha, jeji krystalicka
struktura muazZze mit za néasledek velmi slozité morfologie. Hemicelul6za

je nizkomolekularni nebo rozvétveny polymer, ktery obvykle obsahuje nékolik
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rznych jednotek cukru a substituovanych postrannich fetézca.
Rozvétvené polymery obsahuji neutrdini nebo kyselé vedlejSi skupiny, které c&ini
hemicelul6zu nekrystalickou nebo Spatné krystalickou. Hemicelul6za tak tvofi Zivnou
pudu obvykle spolu s pektiny a bilkovinami v primarni sténé rostlinnych bunék
a lignin v sekundarni bunécéné sténé.

Podle Matouskové (2011) jsou hydrolytické (celulolytické) enzymy,
které degraduji dfevni hmotu, celulazy a xylanazy. Tyto enzymy Stépi hydrolytické
vazby vzniklé kondenzaci. Baldrian (2008) piSe, Ze oxidaéni enzymy, které
se ucastni hydrolyzy celulézy, byly poprveé zjisStény v Phanerochaete chrysosporium
v roce 1970. Vlastnosti enzym0 umoZziuji rozklad celuldzy i ligninu. Tyto enzymy byly
objeveny v nékolika houbach bilé hniloby, napfiklad Trametes versicolor,
Heterobasidion annosum, P. chrysosporium, Pycnoporus cinnabarinus
a Schizophyllum commune. Enzym je znam také zhub hnédé plisné

Coniophora puteana a z nékolika vieckovytrusnych hub (Ascomycetes).

3.4.2.1 Celulazy

Matouskova (2011) zminuje, Zze enzym celuldza se podili na degradaci
celulézy. PFi tomto pfirodnim procesu dochazi klikvidaci rostlinnych zbytkd.
PFi procesu celuldza katalyzuje hydrolyzu celulézy az na D-glukézu. Celulaza
je tvofena nejméné tfemi enzymy: exo-B-1,4-glukanazou, endo-f-1,4-glukanazou
a B-glukosidazou. Funkce exocelulaz je hydrolyza (-1,4-glykosidické vazby celuldzy,
pfi niz se uvolfiuje celobiosa z neredukujiciho konce fetézce. Hydrolyza celul6zy
endoceluldzami je ndhodn& a vznikaji pfi ni oligosacharidy, celobiosa a glukdza.
PFi hydrolyze [B-glykosiddzami vznik&d z celobiosy glukéza. Zejména obsah vody
v prostfedi, hodnota pH a teplota jsou faktory ovliviiujici rychlost degradace celulézy.
Celulazy vykazuji optimalni aktivitu pfi pH 5 — 6 a teploté 30 — 50 .

Celulolytické enzymy maji v soucasném prumyslu Siroké uplatnéni.
V potravindfském pramyslu se pouZivaji pfi vyrobé ovocnych Stéav, ke zlepSeni
nutriéni kvality krmiva a jako pfisada do detergent. DalSi vyuziti maji pfi vyrobé

papiru, bioetanolu a také v textilnim primysilu.
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3.4.2.2 Xylanazy

v i s

Xylan je spolu scelul6zou nejhojnéjSim polysacharidem v pfirodé.
Ke kompletni degradaci xylanu je zapotfebi nékolika hydrolytickych enzymu:
nahodné Stépicich endoxylanaz, které Stépi hlavni fetézec xylanu (B-1,4 vazané
xylosy), B-xylosidaz, které hydrolyzuji xylooligomery a dalSich enzymu, které Stépi
postranni fetézce. Xylanazy jsou aktivni ve velkém rozpéti pH a teploty,
avSak vétSina z nich m4 optimalni aktivitu pfi pH 4 — 6 a v rozmezi teplot 30 — 60 C.

NejCastéji se xylanazy pouzivaji v pekafském pramyslu, kde zlepSuji texturu
a skladovatelnost chleba. Dals§i vyuziti maji v papirenském  primyslu,
kde se pouzivaji pro rozvolnéni a béleni buni€iny, vtextilnim pramyslu
a také pfi zpracovani bioodpadu ze zemédélského a potravinarského pramyslu
(Matouskova, 2011).

3.4.3 Lignolytické enzymy

Lignin je podle Matouskové (2011) po celuléze a hemiceluléze dalSim
nejrozSifengjSim biopolymerem na Zemi. Tento polyfenolicky amorfni heterogenni
biopolymer je tvofeny tfemi z&kladnimi monomery, kterymi jsou sinapylalkohol,
p-kumarylalkohol a koniferylalkohol. U ligninu je slozZité urcit jeho pfesnou
molekulovou hmotnost a chemickou strukturu z divodu znacné slozitosti molekuly.
Jeho biodegradace je dulezitym krokem v kolob&hu uhliku v pfirodé.

Hlavnimi lignolytickymi enzymy degradujici dfevni hmotu jsou lakédza
a peroxidazy. Fenoloxidaza lakaza, Mn-dependentni peroxidaza a ligninperoxidaza
jsou oxidativni a vétSinou extracelularné produkované enzymy.
Vzhledem k nepravidelné struktufe molekuly ligninu je jejich substratova specifita
velmi nizka, coz témto enzymOm zajiStuje Siroky biodegradacni potencial.
Lak&za, mangan-dependentni peroxidaza a ligninperoxidaza jsou neprostudovanéjsi
lignolytické enzymy hub bilé hniloby. Podle Baldridna (2008) je rozklad ligninu
katalyzovan sadou oxidaz a peroxidaz s pomoci enzymu poskytujicich hydroxylové
radikaly, organické kyseliny a arylalkoholy. Slozeni lignolytickych systému je tedy
velmi slozité a specifické. Je vSak zfejmé, Ze mikroorganismy jsou schopny rozkladat
lignin stejné, jako celul6zu, hemicelulozu a pravdépodobné i chitin a Skrob.

Jejich lignolyticky systém je dulezity v transformaci huminovych latek, v€etné tvorby
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humusu a mineralizaci. Lignolytické systéemy se skladaji z oxidaz, peroxidaz
a peroxidu vodiku, ktery enzymy produkuje. Lignolyticka oxidaza, lakaza, oxiduje své
substraty pomoci molekularniho kysliku, zatimco peroxidazy potfebuji zasobovani
extracelularnim peroxidem vodiku, ktery je tvofen oxidaci rlznych extracelularnich
metabolitd. Ligninperoxidaza a mangan peroxidaza byly objeveny v poloviné roku
1980 a zafazeny do lignolytickych enzymd diky jejich vysokému reduk&énimu
potencialu. Ligninperoxidaza degraduje jednotky nefenolového ligninu, zatimco
Mn peroxidaza vytvafi MN®" skupiny, které se chovaji jako difizni okysli¢ovadlo

na fenolovych i nefenolovych jednotkach ligninu, prostfednictvim peroxidace lipidd.

3.4.3.1 Lakaza

MatouSkova (2011) piSe, ze lakdzu (Lac) produkuje mnoho hub bilé hniloby.
Tato N-glykosylovana fenoloxidaza patfi do skupiny oxidaz, které obsahuji ve své
molekule ¢tyfi atomy médi (v oxidaénim stavu 2+) rozmisténé mezi tfemi rdznymi
vazebnymi misty. lonty médi jsou dulezitou sloZkou v katalyze enzymu.
Oxidazy obsahujici méd katalyzuji ctyfelektronovou redukci kysliku na vodu.
Lakaze jeji charakteristickou modrou barvu dava jeden ze tfi atomO médi,
které obsahuje. Pokud enzymy nemaji atom médi, ktery dava modra zbarveni,
jsou nazyvany “Zluté“ nebo “bilé" lakadzy. AvSak tyto enzymy nejsou casto
povazovany za lakazy. Molekulovad hmotnost tohoto velmi nespecifického enzymu
se pohybuje v rozmezi 60 — 70 kDa. Lakaza oxiduje fenoly a polyfenoly, nefenolické
organické substraty a aromatické aminy. PFi oxidaci téchto slou€enin vznikaji
reaktivni  radikaly  podléhajici  dalSim  jiZz = neenzymatickym reakcim.
Baldrian (2008) uvadi, Ze lakdza je znama jiZz mnoho let v rostlinach, houbach,
hmyzu a nedavno byla nalezena v bakteriich. | kdyz vykazuje nizky redukéni
potencial, mize oxidovat Sirokou Skalu substratd. Lakazy jsou bilkoviny s molarni
hmotnosti 50 — 70 kDA a kyselym pH (3 — 6). Jsou produkovany bilou hnilobou hub
Basidiomycetes (stopkovytrusné) a fadou Ascomycetes (vieckovytrusné).

Lakaza se u hub podili, kromé& degradace ligninu, také na sporulaci, detoxikaci
a tvorbé bunééného pigmentu. Lac je také produkovana houbami ve formeé rdznych
izoenzym@. Tyto intracelularni i extracelularni enzymy jsou vyluCovany
do kultivaéniho media (MatouSkova, 2011). Baldrian (2006) doplfuje, Ze se lakaza

typicky nachazi vrostlinach a houbach. V rostlinach se podili na radikalnich
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mechanismech zaloZenych na formaci ligninovych polymera, zatimco v houbéch
ma vice roli v€etné morfogeneze a plisfiové interakce patogen vs. host, obrany

pred stresem a ligninové degradace.

3.4.3.2 Mangan- dependentni peroxidaza

Mn-dependentni peroxidaza (MnP) katalyzuje H,O,. Je to extracelularni
hemova peroxidaza, kterd zajistuje dependentni oxidaci Mn®** na vysoce reaktivni
Mn®*. Tento vysoce reaktivni kationt vyZzaduje stabilizaci chelatory produkovanymi
houbami (karboxylové kyseliny — &tavelova, malonova, mlé&na). Stabilni kationt Mn**
oxiduje fenolické €asti ligninu. Pfi této oxidaci vznikaji volné radikaly. Molekulova
hmotnost izoenzymu MnP se pohybuje v rozmezi 45 — 55 kDa. Tyto izoenzymy se
odliSuji predevsim izoelektrickymi body, které se nachazi v kyselém pH 3 - 4
(Matouskova, 2011).

Baldrian (2008) uvadi, Ze mangan peroxidazy jsou vétsi bilkoviny nez
ligninperoxiddzy. Maji molarni hmotnost 47 — 60 kDA a obvykle kyselé pH.
Mn peroxidazy jsou schopny oxidovat fenolické substraty, nejéastéji ale oxiduji Mn?*
na kationt Mn**, ktery je stabilizovan organickymi kyselinami, jako je oxalat, malat,
laktat nebo manolat. Chelat Mn®* je difzni a miiZe oxidovat Sirokou $kalu substrat,
vCetné fenolu, nefenolovych aromatickych skupin, karboxylovych kyselin, thiold
a nenasycenych mastnych kyselin. Tato po¢ate€ni oxidace muize vést az k rozkladu

ligninu a mineralizaci.

3.4.3.3 Ligninperoxidaza

Matouskova (2011) uvadi, Ze glykoprotein ligninperoxiddza (LiP) je sloZeny
protein obsahujici hem-prostetickou skupinu obsahujici atom Zeleza Fe*.
Molekulovd hmotnost enzymu LiP se pohybuje vrozmezi 40 - 45 kDa.
Ligninperoxidaza katalyzuje v pfitomnosti endogenné vytvareného peroxidu vodiku
oxidaci nefenolickych aromatickych struktur ligninu, pfi ¢emz vznikaji arylkationtovée
radikaly. PFi katalytickém cyklu je ligninperoxidaza oxidovana H,O,, kdy dochazi
k odejmuti dvou elektrond z molekuly LiP za vzniku meziproduktu (slou¢enina I.).
Tento meziprodukt dale oxiduje substrat odstranénim jednoho elektronu a vznika
redukovanéjSi enzymovy meziprodukt (sloucenina I11.). Slou€enina Il. dale oxiduje

dalSi molekulu substratu odebranim jednoho elektronu a tim se enzym vraci do
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puvodniho stavu. Podle Baldriana (2008) maji ligninperoxiddzy molarni hmotnost
pfiblizné 40 kDa a velmi nizké pH (2,5 — 3). Jsou vyrdbény mensim pocétem hub bilé
hniloby nez Mn-peroxidaza a lakdza. Houby, které LiP vyrabéji, jsou
Trametes spp. (outkovka), Phanerochaete chrysosporium, Phlebia spp. (zZilnatka)
a Bjerkandera spp. (Sedoporka).

Pfi nizké koncentraci substratu a nadbytku peroxidu vodiku se muze
slou€enina Il. pfeménit na neaktivni formu enzymu (slou€enina l1ll.). Této inaktivaci
enzymu mohou zabranit aromatické latky (napf. veratrylalkohol a tryptofan) a umoznit

tim dokonceni katalytického cyklu LiP (Matouskové, 2011).

Univerzalni peroxidaza (VP = versatile peroxidase) byla nalezena
v Pleurotus spp. a dalSich stopkovytrusnych houbach. Byla popsana jako tfeti typ
lignolytickych peroxiddz, ktera kombinuje vlastnosti LiP, MnP a mikrobialni
peroxidazy oxidaénich fenolickych slouc¢enin. Tento enzym je schopen katalyzovat

nékolik reakci, ale vykazuje neobvykle vysoké pH, kolem 7 (Baldrian, 2008).

Podle Baldridna (2008) lze houby bilé hniloby rozdélit do c&tyf skupin
na zakladé produkce lignolytickych enzymu:
1. houby produkujici lignin peroxidazu, Mn-peroxidazu a lakazu
houby produkujici Mn-peroxidazu a lakazu

houby produkujici ligninperoxidazu a lakazu

0N

houby produkujici pouze lakazu

Trametes versicolor je houba bilé hniloby produkujici peroxidazy i lakazu.
Pleurotus ostreatus je také houba bilé hniloby, ktera produkuje zvlastni typ
peroxidazy (universélini peroxidaza). DalSimi houbami, které produkuji peroxidazy,
jsou napfiklad Daedalea flavida, Phlebia fascicularia, P. floridensi a P. radiata.
Houby, které produkuji lakdzu jsou napfiklad Agaricus bisporus, Botrytis cinerea,
Phlebia radiata a Coprinus cinereus.

Houby bilé hniloby mohou rozkladat nebezpecné aromatické nitroslou¢eniny
a degradovat polychlorované bifenyly. Lignolytické enzymy se podileji
na degradaci a mineralizaci polycyklickych aromatickych uhlovodikli a degradaci
syntetickych barviv. Lakaza ma své vyuziti v potravinarském pramyslu, v napojovém

pramyslu pfi stanoveni kyseliny askorbové a také pfi pe€eni jako biosenzor.
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Lakaza byva aplikovana pro zvyraznéni nebo modifikaci barvy v potravinach
a napojich. PFi tomto procesu se vylouci nevhodné fenoly, které zpusobuji hnédnuti

a zakaleni v ovocném dzusu, viné ¢i pivé (Matouskova, 2011).

Pozn.: kDa = kiloDalton - Dalton je jednotka pouZivana vchemii a biochemii

pro molarni (molekulovou) hmotnost.

3.5 PEROXID VODIKU V PESTOVANi HUB

Wayne (2001) popisuje peroxid vodiku jako reaktivni formu kysliku,
kterd napada razné organické slouceniny. V Zivych burnikach poSkozuje geneticky
material, bunééné membrany apod. V dostateCné koncentraci muze zabijet bakterie,
bakterialni endospory, kvasinky a spory plisni v€éetné vytrust hub. Peroxid pusobi
do jisté miry proti vS§em vzduSnym kontaminantim, které mohou houbové kultury
napadnout, véetné samotnych houbovych spor. Naopak antibiotika pusobi pouze
proti bakterialni kontaminaci a fungicidy pouze proti kvasinkam a plisnim.

Peroxid vSak nezabiji mycelium kulturnich hub a neplsobi ani v rozporu s jeho
rstem a vyvojem plodnic. | kdyz plsobi proti kontaminantim, tak v Sirokém rozmezi
koncentraci umozni rast mycelia a tvorbu plodnic kulturnich hub. Pfidanim peroxidu
vodiku do substratd se umozni provést vSechny faze péstovani hub s Uspéchem
v nesterilnim a nefiltrovaném prostfedi. Neni tfeba drahé vybaveni, jako jsou sterilni
prostory, filtry pro filtrovani ovzdusSi, UV lampy, rukavové boxy a dalSi specialni
zafizeni. Diky peroxidu je péstovani vhodné i v domécich podminkach, protoZe jsou
potieba pouze pomucky, které se vyskytuji v mnoha kuchynich. Uspéch je zaruéen
jen s mirné sterilnim prostfedim a dodrZzenim minimalni pozornosti na osobni
hygienu.

Mnoho kontaminant( je proti peroxidu odolnych. Peroxid neumi odstranit
mnohobunééné Zzivé organismy (napfiklad plisei rodu Aspergillus), ale dokaze
je alespon zpomalit. Vicebunééné organismy a vysoké koncentrace Kkli¢icich spor
jsou schopny produkovat dostatek rozkladajicich enzymd, a tim se branit proti
vysokych koncentracim vnéjSiho peroxidu. Proto je dulezité dbat na Cistotu pomuacek
a prostor pfi péstovani hub. Je dullezité, Ze peroxid chrani pfed aerobnimi
kontaminanty pouze kultivaéni médium nebo substrat, takze vSechny aerobni

kontaminanty spojené s myceliem budou pFfed ucinky peroxidu chranény.
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Z tohoto duvodu je také tfeba dbat na Cistotu a nepouzivat k oCkovani
kontaminovanou sadbu.

Poslusna (2012) pouzila peroxid vodiku jako sterilizaéni pfipravek u hub
Hypsizygus tessulatus a Pleurotus ostreatus. K chemickému oSetfeni substratd
pouzila 1%, 2% a 3% roztoky peroxidu. Prostfednictvim svych pokusu zjistila, Ze ¢im
vySSi je koncentrace peroxidu vodiku, tim se snizuji pfiristky mycelia obou hub
a zvySuje se riziko kontaminace i rychlost jejiho Sifeni. Poslusna (2012) tedy
prokazala, Ze nejvhodnéjSi variantou k oSetfeni substratu pro tyto houby je oSetfeni
horkou vodou, popfipadé nizkymi koncentracemi peroxidu vodiku, kdy mycelium

prorasta substratem nejrychleji, a je nejmensi riziko kontaminace jinou houbou.
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4 Metodika

4.1 RUSTOVE ZKOUSKY MYCELIA TRAMETES VERSICOLOR
PRI OSETRENIi SUBSTRATU RUZNOU KONCENTRACI
PEROXIDU VODIKU

4.1.1 Harmonogram pokus U

Pokus €. 1: pfiprava: 18. 4. 2011
zalozeni: 19. 4. 2011
ukonéeni: 17. 5. 2011

Pokus €. 2 : pfiprava: 4. 8. 2011
zalozeni: 5. 8. 2011
ukonéeni: 1. 9. 2011

Pokus €. 3 : pfiprava: 13. 9. 2011
zalozeni: 14. 9. 2011
ukonéeni: 31. 10. 2011

Pokus €. 4 : pfiprava: 3. 10. 2011
zalozeni: 4. 10. 2011
ukonceni: 31. 10. 2011
stanoveni enzymatickych aktivit: 23. 11. 2011
30.11. 2011
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Pokus €. 5 : pfiprava: 16. 1. 2012
zalozeni: 17. 1. 2012 a 19. 1. 2012
ukon€eni:  blok €. 1 —1. 2. 2012 (promichano 4. den)
blok €. 2 a 3 -8. 2. 2012 (na povrch oba)
blok €. 4 — kontaminace 30. 1. 2012 (promichano 2. den)
ukondeni fruktifikace: 5. 4. 2012

Pokus €. 6 : pfiprava: 11. 6. 2012
zalozZeni: 12. 6. 2012
ukondéeni: 11. 7. 2012

stanoveni enzymatickych aktivit: 7. 8. 2012

Material

K zaloZeni pokusu bylo pouzito sadby hub pfipravené na pSeniénych zrnech,
pelet z pSeni¢né slamy, peroxidu vodiku (30 %), vody, sklenic Omnia, alobalové folie
a popfipadé gumiCek na upevnéni. K samotné pfipravé substratu byly potfeba
kbeliky, potravindfska folie na pfikryti, gumové rukavice ¢&i né&jaka pomucka
na promichani, vafi¢ nebo konvice na pfipravu vrouci vody. Pro ockovani sadby
byl mimo jiné tfeba flowbox (zajisténi sterilniho prostfedi), sterilni Izice a n0z
na nabirani sadby, gumové rukavice a technicky lih pro sterilizaci pomucek, a také
klimatiza¢ni box BINDER KBW 400.

PFiprava substratu

VIhkost substratu méla byt 68 %. Pro naplnéni 8 sklenic od kazdé varianty
bylo tfeba pfiblizné 6 000 g substratu. Na toto mnozstvi substratu o vihkosti 68 %
bylo potfeba 1 920 g zcela suchych pelet a 4 080 g vody. Pelety z pSeni¢né slamy
mély vihkost 5,5 % (zjiSténo experimentalng), tedy obsahovaly 112 ml vody.
Téchto pelet bylo tedy na 6000 g substratu o vihkosti 68 % potfeba 2031,75 g.
Na dopInéni do chténé hmotnosti a vihkosti bylo tfeba 3968 ml roztoku.

Pro variantu se studenou vodou se mnoZzstvi pelet (2031,75 g) smichalo
s 3968 ml studené vody a pro variantu s horkou vodou se stejné mnozstvi vody

pfivedlo kvaru a smichalo sdalSimi 2031,75 g pelet. Roztoky s rdznymi
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koncentracemi peroxidu byly pfipraveny dle tabulky ,Pfiprava fedéného roztoku“
a jednotlivé roztoky byly smichany opét s 2031,75 g pSeni¢nych pelet.

Priprava redéného roztoku

% roztok 1 3 4

Peroxid 30 % v ml 132 397 529
voda v ml 3836 3571 3439
roztoku celkem ml 3968 3968 3968

Pozn.: pro zjednoduSeni byla hustota vody a hustota peroxidu povazovana za totoznou (1g=1ml)

Postup zalozZeni pokusu

Radné omyté sklenice byly vytfeny zevnitf a v oblasti hrdla technickym lihem.
Pro pfipravu substratu byly lihem vydesinfikovany také kbeliky, ve kterych
se substrat promichaval a nechaval odlezet.

Pfi pfipravé substratu oSetfeného studenou a horkou vodou byly pelety
smichany s danym mnozstvim vody a fadné promichany. Stejny postup byl proveden
u variant s pfedem pfipravenymi roztoky peroxidu. Pro manipulaci se substratem
oSetfenym peroxidem byly pouzity gumové rukavice. VSechny fadné promichané
substraty byly pfikryty potravinarskou folii a nechaly se odlezet do druhého dne.

Druhy den byly jednotlivé substraty plnény do daného poctu sklenic.
PInéni probihalo ve flowboxu, aby se zajistilo sterilni prostfedi. Substrat byl
do sklenic plnén tak, aby jeho cela vrstva byla stejnomérné utuZzena a netvofily
se vzduchové bubliny. Po naplnéni sklenic se ve flowboxu na povrch substratu
ve sklenici nasypala sadba s danou houbou a zakryla se lihem ocisténou alobalovou
folii. Alobalovou folii Ize upevnit gumi¢kou, aby nedoSlo k nechténému odkryti sadby.
Varianty je nejlépe ocCkovat postupné a dbat na fadné oznaceni sklenic.
VSechny naplnéné sklenice byly uloZzeny na temné misto s teplotou cca 25 C.

Méreni pfirastkll se provadélo v pravidelnych intervalech, idealné kazdy
sedmy den. Kazda sklenice se vertikalné rozdélila pomoci lihového fixu na pfiblizné
stejné 4 Casti. Pfi kazdém méfeni pfiristkd se na kazdou Cast zapsaly razné
barevnymi fixy (stejny den méfeni = stejna barva fixu) hranice prorostiého mycelia

a neprorostlého substratu. Po skoncéeni prorustani se tyto jednotlivé hranice zméfily
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od povrchu aZz k posledni, zprimérovaly se a vyvodily se z nich vysledky pokusu.
Proristani bylo ukon&eno v dobé, kdy prorostla prvni sklenice az ke dnu.

Po naplnéni sklenic bylo odebrano ze zbylého substratu od jednotlivych
variant 50 g, smichalo se se 100 ml destilované vody a po vyluhovani se zjistilo
pH materialu v Cerstvé hmotnosti. Tento stejny postup byl zopakovan u prorostlého
substratu po skonceni prorustani.

Po ukonc&eni prorastani se od kazdého substratu, ktery je kolonizovan
jednotlivymi houbami vybere jedna sklenice a z ni se odebere ze dvou raznych mist
cca 50 g prorostlého substratu. Tento se necha v susarné susit pfiblizné 1 den pfi
teploté¢ 105 €. PousuSeni se material zvazi a vypo Citaji se procenta suSiny
v materialu.

Po naplnéni se také odebrala ze zbylého substratu ¢ast, ktera se nechala
v suSarné susit priblizné 1 den pfi teploté 105 . Po ususSeni bylo zvazeno mnoZstvi

a vypoditany procenta susiny v materialu.

4.1.2 Pokus ¢.1

Porovnani r astu mycelia Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor
na peletach oSet fenych studenou, v Felou vodou a r Gznou
koncentraci H ,0,

Tato tabulka znazorfiuje pocet potfebnych sklenic pro jednotlivé varianty
u obou pouzitych hub. Celkem bylo potfeba 30 sklenic typu Omnia.

Druh houby | studena voda | horka voda | 1% peroxid | 3%peroxid | 4% peroxid
P. ostreatus 3 3 3 3 3
T. versicolor 3 3 3 3 3

Variant bylo celkem 5, po 6-ti sklenicich Omnia. Celkem bylo potfeba
10 158,75 g pelet z pSeni¢né slamy.
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4.1.3 Pokus ¢.2

Porovnani r astu mycelia Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor

na peletaich oSet fenych studenou, v Felou vodou a r Gznou

koncentraci H ,0,

Tato tabulka znazorniuje pocet potfebnych sklenic pro jednotlivé varianty

u obou pouzitych hub. Celkem bylo potfeba 40 sklenic typu Omnia.

Druh houby | studena voda | horka voda | 1% peroxid | 3%peroxid | 4% peroxid
P. ostreatus 4 4 4 4 4
T. versicolor 4 4 4 4 4

Variant bylo celkem 5, po 8. sklenicich Omnia. Celkem bylo potfeba

10 158,75 g pelet z pSeni¢né slamy.

4.1.4 Pokus ¢€.3

Porovnani r dstu Trametes versicolor na peletach

oSet fenych 3% a 4% roztokem H ,0, Vv teplotdch 25 T a 30 C

mycelia

Tato tabulka znazorniuje pocet potfebnych sklenic pro jednotlivé varianty

u Trametes versicolor. Celkem bylo potfeba 16 sklenic typu Omnia.

Trametes 3%peroxid | 4% peroxid
25C 4 4
30C 4 4

Varianty byly celkem 2, po 8. sklenicich Omnia. Celkem bylo potfeba
4 063,5 g pelet z pSenicné slamy.

Podle tabulky byla polovina naplnénych sklenic s 3 % roztokem peroxidu
a polovina sklenic se 4 % roztokem peroxidu uloZzena na temné misto s teplotou
25 C, s teplotou 30 <.

Sklenice prorustaly v klimatizovaném boxu, ktery zajiStoval stalost teplot.

ostatni sklenice byly ulozeny na temné misto
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415 Pokus ¢.4

Porovnani r astu mycelia Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor

na peletach oSet fenych v Felou vodou a r tznou koncentraci H ,0,

Tato tabulka znazorfiuje pocet potfebnych sklenic pro jednotlivé varianty

u obou pouzitych hub. Celkem bylo potfeba 24 sklenic typu Omnia.

Druh houby horka voda | 1% peroxid | 3%peroxid | 4% peroxid
P. ostreatus 3 3 3 3
T. versicolor 3 3 3 3

Varianty byly celkem 4, po 6-ti sklenicich Omnia. Celkem bylo potfeba 8 127 g
pelet z pSenicné slamy.

Po vyhodnoceni pfirGstku bylo odebrano, ze stejnych sklenic a stejnych mist,
jako u odbéru pro suSinu, 5 g prorostlého substratu pro stanoveni aktivity

lignolytickych a celulolytickych enzymu.

4.1.6 Pokus €.5

Porovnani r Gstu mycelia  Trametes versicolor na peletach

oSetfenych 3% koncentraci H ,0, Vv blocich 1,5 kg + fruktifikace

K zaloZeni pokusu byly potfeba kromé vySe popsaného materialu pevné pytle,
vata na vytvoreni zatky a gumicka na upevnéni.

Pro tento pokus bylo potfeba do kazdého pytle 500 g pelet, které se smichaly
s1 000 ml 3 % roztoku. Roztok s koncentraci 3 % peroxidu byl pfipraven podle

prepoctu v nasledujici tabulce.

Priprava fedéného roztoku

% roztok 3 3 v pytlich
Peroxid 30 % v ml 397 100
voda v ml 3571 900
roztoku celkem mi 3968 1000

Pozn.: pro zjednoduSeni byla hustota vody a hustota peroxidu povazovana za totoZznou (1g=1ml)

-39 -



Kapitola 4. METODIKA

Poéty opakovani u jednotlivych variant

Tato tabulka znazorfiuje zplsob naockovani sadby do jednotlivych pytld

u Trametes versicolor.

Trametes na povrch promichat
druhy den 1 1
ctvrty den 1 1

Radné promichany substrat se nechal odleZet do druhého a &tvrtého dne
od pfipravy. Druhy den se dva substraty napini do pytlld (1 kbelik = 1 pytel) stejnym
zpusobem jako v ostatnich pokusech. Do jednoho pytle se nasypala sadba na povrch
substratu a v jednom pytli se promichala se substratem. Pytle se uzaviely sterilni
zatkou z vaty. Oba napInéné pytle se uloZily na temné misto s teplotou cca 25 <.
Ctvrty den od pfipravy substréatu se tento postup zopakoval u zbylych dvou kbelikd.

Po Udplné kolonizaci myceliem byly pytle pfemistény na fruktifikaci
do klimatizovaného boxu, kde byla teplota 22 <T. V boxu byly také zajiStény
6-ti hodinové intervaly svétla a tmy. Pytle se nafizly, aby plodnice mohly prorustat
ven. Svételné intervaly mély intenzitu cca 800 luxt (na bocich bloku byla intenzita

mensi, kolem 200 luxq).

4.1.7 Pokus ¢€.6

Porovnani r astu mycelia Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor
na peletdch oSet fenych sterilizaci, destilovanou vodou a r  Gznou
koncentraci H ,0,

Material:

K zaloZeni pokusu byly potifeba kromé vySe popsaného materidlu sterilované

pelety z pSeni¢né slamy a destilovana voda.
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1. OSetreni pelet roztoky peroxidu vodiku

Tato tabulka znazorniuje pocet potfebnych sklenic pro jednotlivé varianty

u obou pouzitych hub. Celkem bylo potfeba 18 sklenic typu Omnia.

Druh houby 1% peroxid 3%peroxid 4% peroxid
P. ostreatus 3 3 3
T. versicolor 3 3 3

Varianty byly celkem 3, po 6-ti sklenicich Omnia. Celkem bylo potfeba
6 095,25 g pelet z pSenicné slamy.

2. OsSetreni vysterilizovanych pelet

V suSarné pri teploté 121 T po dobu 3. hodin bylo sterilovano 6 000 g p elet
z pSeni¢né slamy. Potfebné mnozstvi pelet a roztokd pro pfipravu substratl bylo
prepocitano. Vlhkost substratu méla byt 68 %. Na jednu variantu se sterilnimi
peletami bylo pouzito 1 500 g pelet (celkem 4 varianty po 1 500 g sterilizovanych
pelet). Pro namichani substratu o vihkosti 68 % pfi pouziti 1 500 g zcela suchych
vysterilizovanych pelet bylo potfeba 3 187,5 g vody (pfepocteno podle vySe popsané
¢asti Priprava substratu®).

Pro variantu s vodou se mnozstvi sterilnich pelet (1 500 g) smichalo
s 3187,5 ml destilované vody. Roztoky s rdznymi koncentracemi peroxidu byly

pripraveny podle pfepoctu v nasledujici tabulce.

Priprava redéného roztoku

% roztok 1 3 4
Peroxid 30 % v ml 106 319 425
voda v ml 3081,5 2868,5 2762,5
roztoku celkem ml | 3187,5 3187,5 3187,5

Pozn.: pro zjednoduSeni byla hustota vody a hustota peroxidu povazovana za totoznou (1g=1ml)

Tato tabulka znazorfiuje pocet potfebnych sklenic pro jednotlivé varianty

u obou pouzitych hub. Celkem bylo potfeba 24 sklenic typu Omnia.

Druh houby des\tl(l)(()j\;ana 1% peroxid | 3% peroxid | 4% peroxid
P. ostreatus 3 3 3 3
T. versicolor 3 3 3 3
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Varianty byly celkem 4, po 6-ti sklenicich Omnia. Celkem bylo potfeba 8 127 g
pelet z pSenicné slamy.

Po vyhodnoceni pfirGstku bylo odebrano, ze stejnych sklenic a stejnych mist,
jako u odbéru pro suSinu, 5 g prorostlého substratu pro stanoveni aktivity

lignolytickych a celulolytickych enzymu.

4.2 STANOVENI AKTIVITY CELULOLYTICKYCH A
LIGNOLITICKYCH ENZYM U V PROROSTLEM SUBSTRATU

4.2.1 Méreni aktivity celulolytickych a lignolytickych enzym U

Byla méfena aktivita celulolytickych enzymu v substratu prorostlém myceliem
Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor po rizném zpusobu oSetfeni substratu.

Postup méreni aktivity enzymu byl proveden podle Baldriana (2009).
Pouzité chemikélie

- ABTS (2,2 azinobis — 3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
- Azo-CM-celulosa (Azo-karboxymethyl-celulosa)

- Azo-xylan

- Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného

- Dihydrat siranu manganatého

- Dihydrogenfosfore¢nan draselny

- DMAB (3-dimethylaminobenzoova kyselina)

- EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina)

- Ethanol

- Kyselina citronova

- Kyselina jantarovéa

- Kyselina mlé¢na

- Kyselina octova

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

- p-nitrofenol-cellobiosid

- p-nitrofenol-glukopyranosid

- p-nitrofenol-N-acetylglukosamin
- p-nitrofenol-xylopyranosid

- Uhli¢itan vapenaty

PFistrojove vybaveni

- ELISA Spektrofotometr TECAN — méfeni absorbance v mikrotitracnich
destiCkach

- Spekol — méfeni absorbance v kyveté (1 cm)

- Vortex

- Termoblok

- Analytické vahy

Postup

Bylo odebrdno 5 g prorostlého substratu, k nému pfidano 50 ml octanového
pufru (160 mM; 8,9 g octanu sodného, 3 g kyseliny octové, 1 000 ml destilované
vody, pH5) a toto tfepano 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Z kazdého vzorku
se odebralo filtraci 5 ml potfebnych k méfeni aktivity celulolytickych a lignolytickych

enzymu.

Lakaza

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

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

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

- méfeni pfi 420 nm na spektrofotometru TECAN, méfeni kazdych 30 s po dobu
3 minut

- enzymova aktivita poditana z rozdilt absorbanci v linearni oblasti
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Manganova peroxidaza

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

- chromogenni substraty: DMAB (25 mM ve fosfatovem pufru) a MBTH
(2 mM ve vodé)

- Do kazdé jamky napipetovano 50 ul vzorku a 200 pl pfislusné smési AR, AP
Ci AB

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

- tzn. celkem 9 jamek pro kazdy vzorek

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

- enzymova aktivita manganové peroxidazy byla pocitana z rozdild absorbanci

v linearni oblasti s odectenim aktivity oxidaz a peroxidaz bez manganu

Endoglukanasa (zkr. CEL)

- Chromogenni substrat: Azo-CM-celulosa

- Pfipravena smés obsahujici 150 ul vzorku a 150 pl substratu

- Inkubace 1 hodinu ¢&i pual hodiny pfi 40C, zastaveni reakce p fidanim 750 pl
precipitantu (roztok obsahujici ethanol), centrifugace (10 min, 10 000 rpm),
méfeni mnozstvi uvolnéného barviva z celulosy

- Méfeni pfi 595 nm na spekolu proti blanku (voda + chromogenni substrat)

- Enzymova aktivita pocitana ze zmény absorbance oproti blanku za dany ¢as

Endoxylanasa (zkr. XYL)

- Chromogenni substrat: Azo-xylan

- Pfipravena smés obsahujici 150 pl vzorku a 150 pl substratu

- Inkubace 1 hodinu pal hodiny pfi 40C, zastaveni reakce pfidanim 750 ul
precipitantu, centrifugace (10 min, 10 000 rpm), méfeni mnoZzstvi uvolnéného
barviva z xylanu

- Méfeni pfi 595 nm na spekolu proti blanku (voda + chromogenni substréat)

- Enzymova aktivita pocitana ze zmény absorbance oproti blanku za dany ¢as
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B-glukosidasa (bNPG)

- Chromogenni substrat: p-nitrofenol-glukopyranosid (1,2 mM v50 mM
octanovém pufru pH 5)

- Pfiprava 3 sad méfeni (celkem tedy 9 jamek pro jeden vzorek): 40 ul vzorku
a 160 pul substratu

- zastaveni reakce po 5, 65 a 120 minutach pomoci uhli¢itanu vapenatého
(zménou pH se projevi zbarveni)

- meéfeni pfi 400 nm na spektrofotometru TECAN

- enzymova aktivita poditana z rozdilG absorbanci v linearni oblasti

Exoglukanasa (pNPC)

- Chromogenni substrat: p-nitrofenol-cellobiosid (1,2 mM v50 mM
octanovém pufru pH 5)

- Priprava 3 sad méreni (celkem tedy 9 jamek pro jeden vzorek): 40 pl vzorku
a 160 pul substratu

- zastaveni reakce po 5, 65 a 120 minutach pomoci uhliitanu vapenatého
(zménou pH se projevi zbarveni)

- méreni pfi 400 nm na spektrofotometru TECAN

- enzymova aktivita poditana z rozdilt absorbanci v linearni oblasti

Xylosidasa (pNPX)

- Chromogenni substrat: p-nitrofenol-xylopyranosid (1,2 mM v50 mM
octanovém pufru pH 5)

- Priprava 3 sad méreni (celkem tedy 9 jamek pro jeden vzorek): 40 pl vzorku
a 160 pul substratu

- zastaveni reakce po 5, 65 a 120 minutach pomoci uhliitanu vapenatého
(zménou pH se projevi zbarveni)

- méfeni pfi 400 nm na spektrofotometru TECAN

- enzymova aktivita poditana z rozdilt absorbanci v linearni oblasti
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Chitinasa (pNPN)

- Chromogenni substrat: p-nitrofenol-N-acetylglukosamin (1,2 mM v 50 mM
octanovém pufru pH 5)

- Pfiprava 3 sad méfeni (celkem tedy 9 jamek pro jeden vzorek): 40 ul vzorku
a 160 pul substratu

- zastaveni reakce po 5, 65 a 120 minutach pomoci uhli¢itanu vapenatého
(zménou pH se projevi zbarveni)

- meéfeni pfi 400 nm na spektrofotometru TECAN

- enzymova aktivita poditana z rozdilG absorbanci v linearni oblasti
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5 Vysledky

Kapitola vysledky zahrnuje podkapitolu ,Rastové zkousky mycelia“, kde jsou
vysledky znazornény tabulkami a grafy a jejich popisem. V tabulkach jsou zapsany
naméfené hodnoty pH a procentualni obsah suSiny v jednotlivych substratech.
V grafech jsou zndzornény vysledky rdstovych zkouSek mycelia Trametes versicolor
a Pleurotus ostreatus. VSechny udaje v grafech jsou praméry pfirdstki namérené
pfi vyhodnocovani na konci proristani mycelia. Konec prorustani nastal tehdy,
kdyZz mycelium dorostlo ke dnu u prvni sklenice. Pokus byl tedy ukonden, i kdyZz bylo
u dna prorostlé mycelium jen u jedné sklenice ze vSech. Tabulky s jednotlivymi
prirastky u vSech variant a vSech sklenic viz Pfiloha €. 2 — 6.

Druhou podkapitolou je ,Statistické vyhodnoceni®, kde je graficky znazornéna
vyrovnanost rdstu mycelia obou hub ve vSech provedenych pokusech.
Rozptyl je znazornén pomoci chybovych (rozptylovych) asecek. Grafy byly vytvofeny
Vv programu Statistika.

Treti podkapitolou je ,Stanoveni aktivity celulolytickych a lignolytickych
enzymu“, kde je znazornéna pomoci grafl aktivita lignolytickych a celulolytickych

enzymu, predevSim pak lakdzy a mangan-dependentni peroxidazy.

5.1 RUSTOVE ZKOUSKY MYCELIA

5.1.1 Pokus ¢.1

Porovnani r astu mycelia Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor
na peletaich oSet fenych studenou, v felou vodou a r Gznou

koncentraci peroxidu vodiku

Graf €. 1 znazornuje Ze, Trametes versicolor méla nejlepsi rist na substratu
oSetfeném 4% roztokem peroxidu vodiku. Podobny, ale pomalejSi rist mélo
mycelium na substratu s 3% roztokem peroxidu. Na substratech oSetfenych

1% roztokem peroxidu a horkou vodou prorustalo mycelium velmi pomalu
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a po 21. dnech sv(j rist zastavilo. Na substratu se studenou vodou nemélo podhoubi

v v o~

pFirastky témeér Zzadné a ve vétsiné pripadd kontaminovalo zelenou plisni.

Dynamika r astu Trametes versicolor na

mm. 5-ti rizné oSet fenych substratech
140
120 —o—studena
100 —o—horka

1% peroxid

——3% peroxid

4% peroxid

po et dni

Graf ¢. 1: Vyjadfeni dynamiky ristu Trametes versicolor na 5-ti rizné oSetfenych substratech.

Z grafu €. 2 je zfejmé Ze, podhoubi Pleurotus ostreatus vykazovalo nejlepSi
rist na substratech oSetfenych studenou a horkou vodou. Mycelium na téchto
substratech vSak po 21. dnech rust zpomalilo. Pomalejsi, ale vyrovnané prirtstky
mélo podhoubi hlivy na substratu oSetfeném 1% roztokem peroxidu. Na substratech
oSetfenych 3% a 4% roztokem H,O, prorustalo mycelium velmi pomalu a za obdobi

kolonizace prorostlo jen asi do 1/2 sklenice.

Dynamika r astu Pleurotus ostreatus na

mm 5-ti rtizné oSet fenych substratech
160

140 /d—

120 —o—studend
100 // / —o—horka

80 1 / 1% peroxid
60 -

40 7// ——3% peroxid
20 4% peroxid
0 T T T 1

8 14 21 28
po et dni

Graf &. 2: Vyjadfeni dynamiky riistu Pleurotus ostreatus na 5-ti rdzné oSetfenych substratech.
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Graf &. 3 ukazuje Ze, rozdily v aktivité rastu mycelia outkovky a hlivy jsou
znatelné. Z grafu lze odvodit, Ze Trametes versicolor Iépe roste na substratech
oSetfenych peroxidem vodiku. Naopak mycelium Pleurotus ostreatus |épe prorusta
na substratech oSetfenych studenou a horkou vodou a také s 1% roztokem peroxidu.

Celkovy narust mycelia po 28. dnech od
naockovani u T. versicolor a P. ostreatus
160 "M
140
120
100 B studena
80
60 = horka
40
SO 1% peroxid
P.. m 3% peroxid
drunhy T 1% peroxid .
hub 3% peroxid 4% peroxid
4% peroxid

Graf ¢. 3: Vyjadfeni celkového néardstu mycelia po 28. dnech od naockovani u T. versicolor

a P. ostreatus.

5.1.2 Pokus ¢€.2

Porovnani r astu mycelia Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor

na peletaich oSet fenych studenou, v felou vodou a r Uznou

koncentraci peroxi du vodiku

V tabulce €. 1 jsou naméfené hodnoty pH jednotlivych substratl, jesté pred

oCkovanim sadby a kolonizaci mycelia. Hodnoty se pohybuji v blizkosti

neutralniho pH. V pfipadé studené a horké vody jsou hodnoty pH 0,1 pod neutralni

hodnotu z ddvodu pouziti kohoutkové vody k oSetfeni substratu. V ostatnich

pfipadech peroxid substrat mirné okyseluje.
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studena | horkéa 1% 3% 4%
voda voda | peroxid | peroxid | peroxid
hodnota | 4 4 6,9 6,7 6,5 6,5
pH

Tabulka €. 1: pH substratu nekolonizovaného mycelia

V tabulce €. 2 jsou zapsany naméfené hodnoty pH v kolonizovaném substratu
po ukonc&eni prorastani mycelia. Mycelium vSechny substraty okyseluje. U substratd
se studenou a horkou vodou a vSech peroxidem oSetfenych substratech
kolonizovanych Trametes versicolor ma pH stejnou hodnotu. U substratd
kolonizovanych Pleurotus ostreatus dosahuje pH vysSich hodnot. Hodnota pH
u outkovky v 1% roztoku peroxidu chybi z ddvodu kontaminace vSech sklenic

myceliem jiné houby.

hodnota horka 1% 3% 4%
pH voda peroxid peroxid peroxid

Trametes 51 51 52

Pleurotus 51 5,2 5,3 54

Tabulka €. 2: pH substratl po kolonizaci myceliem Trametes versicolor a Pleurorus ostreatus.

Tabulka €. 3 ukazuje mnoZstvi suSiny, které obsahuji jednotlivé substraty
bez naockovani sadby a kolonizace myceliem. Ve vSech substratech je pfiblizné

stejny obsah susSiny.

st\ljggga horka voda | 1% peroxid | 3% peroxid | 4% peroxid
susina % 30,395 31,645 31,076 31,276 31,157

Tabulka €. 3: SuSina substratd nekolonizovaného myceliem.

Zgrafu ¢ 4 je ziejmé Ze, Trametes versicolor dosahla nejlepSiho ristu
na substratu oSetfeném 4% roztokem peroxidu. Ve druhé poloviné prorastani
(po 13. dnech) se rist mycelia na substratu se 3% roztokem peroxidu vyrovnal
s predchozim a dosahl stejnych primérnych pfirdstkd. Mycelium na substratu

s 1% roztokem H,O, prorastalo ze zacatku aktivné, ale po 13. dnech prorustani svou
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aktivitu rastu pomalu ztracelo a na konci uz nevykazovalo pfirastky Zzadné.
Podobnéto bylo i smyceliem na substratu oSetfenym horkou vodou.
Podhoubi outkovky na substratu oSetfeném horkou vodou si udrZelo aktivitu rdstu
delSi dobu nez na substratu s 1% roztokem H,O,, ale ke konci svij rist také
zpomalilo a vykazovalo nizSi pramérné pfiristky. Na substratu oSetfeném studenou
vodou neprokazovalo mycelium sv(j rist skoro vibec. Substrat i sadba byly ve vSech

pfripadech kolonizovany zelenou plisni, coz je vyfadilo z dalSiho hodnoceni.

Dynamika r astu Trametes versicolor na

mm_ 5-ti rtizné oSet fenych substratech
140 —o—studena
120
100 - —o—horka
80 ' 1% peroxid
M
60 == 3% peroxid
o j 4% peroxid
20 - 0 peroxi
0 e Smm——

6 13 20 27
po et dni

Graf &. 4: Vyjadieni dynamiky ristu Trametes versicolor na 5-ti rizné oSetfenych substratech.

Dynamika r ustu Pleurotus ostreatus na

mm 5-ti rtizné oSet fenych substratech
160

140 / =¢—studena
120 / —o—horka
100 /

80 ; / 1% peroxid

ig // / ——3% peroxid
7

20 - 4% peroxid
—

po €et dni

Graf &. 5: Vyjadfeni dynamiky riistu Pleurotus ostreatus na 5-ti rdzné oSetfenych substratech.

-51 -



Kapitola 5. VYSLEDKY

Graf ¢ 5 ukazuje, Ze mycelium Pleurotus ostreatus mélo opaéné reakce
na substraty nez Trametes versicolor. NejlepSi rlst vykazovalo na substratech
oSetfenych studenou vodou a 1% roztokem peroxidu. V téchto pfipadech byly
v podstaté stejné primérné prirlstky. Na zacatku prorustani mélo podobné vysledky
i mycelium na substratu s horkou vodou. To, ale v poloviné (po 13. dnech) snizilo
aktivitu rdstu a prokazalo se nizSimi prirGstky. Na substratech oSetfenych
3% a 4% roztokem H,O, prorlstalo mycelium hlivy velmi pomalu.

Vgrafu & 6 jsou patrné rozdily v aktivité rastu Trametes versicolor
a Pleurotus ostreatus na jednotlivych substratech. Celkovy narlGst je v grafu
zaznamenan po 27. dnech od naockovani, coz je na konci proristani, kdy mycelium
dosahlo dna u prvni sklenice. Z grafu lze odvodit, Ze oSetfeni substratu vyssi
koncentraci peroxidu snasSi |épe Trametes versicolor, naopak po oSetfeni studenou

nebo horkou vodou jsou pfirlstky Pleurotus ostreatus vySSsi.

Celkovy nar ust mycelia po 27. dnech od
nao ¢kovani u T. versicolor a P. ostreatus

- 160
120 .
E studena
80
® horka

1% peroxid

studena m 3% peroxid

horka
1% peroxid
hub 4% peroxid30/0 peroxid 4% peroxid

Graf ¢. 6: Vyjadreni celkového narGstu mycelia po 27. dnech od naockovani u T. versicolor

a P. ostreatus.
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5.1.3 Pokus €. 3

Porovnani r Gstu mycelia  Trametes versicolor na peletach
oSetfenych 3% a 4% roztokem H ,0, v teplotach 25 Ta 30 C

Grafy €. 7 az 10 ukazuji pramérné tydenni pfirastky Trametes versicolor
v substratech oSetfenych 3% a 4% roztokem peroxidu v teplotach 25 T a 30 C.

Podle grafll €. 7 a 8 je patrné, Zze mycelium dosahlo v obou teplotach lepsiho
ristu na substratu s 3% roztokem peroxidu. Z grafu je také patrné, Ze mycelium
na obou substratech prorastalo pomaleji v teploté 25 C, kde za stejnou dobu jako
pfi teploté 30 T nesta Cilo prorast celou sklenici (cela sklenice cca 150 mm).

Podle grafu €. 9 a 10 Ize usoudit, Ze mycelium obé&ma substraty prorustalo
rychleji vteploté 30 C. | ztéchto grafl je patrné, Ze mycelium |épe proristalo
substratem oSetfenym 3% roztokem peroxidu, kde v teploté 30 T prorostlo celou

sklenici az ke dnu.

Dynamika r Gstu Trametes versicolor na dvou
rizné oSet renych substratech p Fiteplot é cca

mm 25°C
160

140
120 2
100 / ——3%
80 /

pr ——=4%
60

40
20
0 T T T T T T 1
7 14 21 28 35 42 48
po et dni

Graf €. 7: Vyjadfeni dynamiky rdstu Trametes versicolor na dvou riizné oSetfenych substratech

pfi teploté 25 C.
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Dynamika rastu Trametes versicolor na dvou

mm  ruzné oSetfenych substratech pfri teploté 30°C
160

140 _
120 /
100 / == 3%

80
—— 4%
60

40
0 T T T T T T 1
7 14 21 28 35 42 48
po et dni

Graf ¢. 8: Vyjadfeni dynamiky rdstu Trametes versicolor na dvou rdzné oSetfenych substratech
pfi teploté 30 <C.

Dynamika r Gstu Trametes versicolor na
subtratu se 4% peroxidem p i dvou r Giznych

o teplotach

160

140 ——25C
120

100 +—30C
80

60
=
40

7 14 21 28 35 42 48
po et dni

Graf ¢. 9: Vyjadfeni dynamiky ristu Trametes versicolor na substratu oSetfeném 4% roztokem H,O,

pfi dvou rdznych teplotéch.
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Dynamika r Gstu Trametes versicolor na
subtratu se 3% peroxidem p i dvou r Giznych

mm teplotach

160

140 Pt
o A ——25C
100 / /
,Q//‘/ ——30C
ol

80
60 /
40
20
0 T T T T T T 1
7 14 21 28 35 42 48
po et dni

Graf €. 10: Vyjadreni dynamiky rdstu Trametes versicolor na substratu oSetfeném 3% roztokem H,O,

pfi dvou riiznych teplotach.

Graf &. 11 shrnuje pfedchozi grafy a ukazuje, Zze myceliu Trametes versicolor
vyhovuje nejvice pro kolonizaci substrat oSetfeny 3% roztokem peroxidu

a teplota 30 C.

Celkovy nar Gst mycelia po 48. dnech od
nao€kovani u T. versicolor a P. ostretus  pfi
dvou r tiznych teplotach

150

mm

160

140 m 3%
120

100

80 m 4%
60

40

20

30°
C

25°

teplota C

3%

4%

Graf &. 11: Vyjadreni celkového narlstu mycelia po 48. dnech od nao¢kovani u Trametes versicolor.
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5.1.4 Pokus ¢. 4

Porovnani r astu mycelia Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor
na peletich oSet fenych viFelou vodou a r Gznou koncentraci

peroxidu vodiku

V tabulce €. 4 je zapsano mnozstvi susiny, které obsahuji jednotlivé substraty
po kolonizaci myceliem. Ve vSech prorostlych substratech je pfiblizné 1/4 susSiny.
Ve sloupci ,Houba“ jsou zapsany zkratky naockovanych hub a oSetfeni substratu
(napfiklad: TH = Trametes, horka voda, P3 = Pleurotus, 3% peroxid, atd.). Ve sloupci
.Misto" jsou terminy, kdy bylo pfi prorlstani oznaéeno misto, ze kterého byl pozdéji
odebran vzorek na méfeni suSiny. Pokus byl zaloZzen 4. 10., takZze mycelium
prorostlo k mistu s oznaCenim 18. 10. po 14. dnech a k mistu s ozna¢enim 31. 10.
prorostlo po 27. dnech od naockovani sadby do substrdtu. MnoZstvi suSiny
v kolonizovanych substratech je nizSi nez mnoZstvi zjiSténé v substratech

bez kolonizace myceliem (viz tabulka ¢. 3). Tyto vysledky byly déale pouzity
pfi stanoveni aktivity celulolytickych a lignolytickych enzyma.

Cislo Houba Misto (den) SusSina %

vzorku
1 TH 18. 10. (14. den) 27,3143
2 T1 18. 10. (14. den) | 24,0522
3 T3 18. 10. (14. den) 24,3876
4 T4 18. 10. (14. den) 22,7650
5 PH 18. 10. (14. den) | 25,1945
6 P1 18. 10. (14. den) | 24,1040
7 P3 18. 10. (14. den) 25,0055
8 P4 18. 10. (14. den) | 24,5070
9 TH 31.10. (27.den) | 25,8743
10 T1 31. 10. (27. den) 24,0775
11 T3 31. 10. (27. den) 23,1480
12 T4 31. 10. (27. den) 28,0500
13 PH 31. 10. (27. den) 27,9810
14 P1 31. 10. (27. den) 27,8584
15 P3 31.10. (27.den) | 29,3141
16 P4 31. 10. (27. den) 28,5543

Tabulka €. 4: SuSina substratu po kolonizaci myceliem Trametes versicolor a Pleurotus ostreatus.
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Zgrafu €. 12 je patrné, Ze mycelium Trametes versicolor proristalo
pfi vhodnych podminkach vSemi substraty relativné dobfe. Kolonizace probihala
pomalu, ale plynule. Za obdobi prorastani, které ukoncila rychla kolonizace hlivy
v substratu s horkou vodou, staCilo mycelium outkovky v substratu oSetfeném
4% peroxidem prorust pouze do poloviny sklenice. V ostatnich substratech prorostio

mycelium pfiblizné do 2/3 sklenice.

Dynamika r astu Trametes versicolor na
mm 4. razné oSetfenych substratech
160
140
120 —o—horka
100

1% peroxid

——3% peroxid

4% peroxid

7 14 21 27
po et dni

Graf €. 12: Vyjadreni dynamiky ristu Trametes versicolor na 4. rizné oSetfenych substratech.

Dynamika r ustu Pleurotus ostreatus na
mm o 4. razné oSet fenych substratech
- /) —e—horka
120 / orka
100 / 1% peroxid
80
60 / P ——3% peroxid
40 o / 4% peroxid
20 =
O \r/-/ilr T T 1
7 14 21 27
po et dni

Graf ¢. 13: Vyjadreni dynamiky riistu Pleurotus ostreatus na 4. rizné oSetfenych substratech.
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Zgrafu €. 13 je zfejmé, Ze mycelium houby Pleurotus ostreatus dobfe
prorastalo na substratu oSetfeném horkou vodou. U substratl oSetfenych peroxidem
byl rist podstatné pomalejSi. Kolonizace substratu s 3% a 4% H,0, byla ze za¢atku
velmi pomala, ale v poloviné obdobi se primérné tydenni pfirastky zacaly zvétSovat.
Na substratu oSetfeném 1 % peroxidem byl rast po celé obdobi pfiblizné stejny.

Graf &. 14 ukazuje celkovy narust mycelia obou hub za obdobi 27. dni
od naocCkovani. Je patrné, Ze mycelium Trametes kolonizovalo vSechny substraty
rovnomeérné, zatimco mycelium Pleurotus kolonizovalo substrat oSetfeny horkou
vodou velmi rychle, ale ostatni substraty prorostlo jen z malé ¢asti. V pfipadé delSiho

obdobi prorustani Ize predpokladat, Zze mycelium Trametes versicolor by dokongilo

kolonizaci vSech substratd pfiblizné ve stejnou dobu.

Celkovy nar Gst mycelia po 27. dnech od
naockovani u T. versicolor a P. ostreatus

mm
/\L 160
- 140

1 120
100 ®horka

|

- 80

f 60 1% peroxid
— - 40

|
- r 20 ® 3% peroxid

0

4% peroxid

horka

druhy 1. 1% peroxid

hub 3% peroxid

4% peroxid

Graf €. 14: Vyjadreni celkového narGstu mycelia po 27. dnech od naockovani u T. versicolor

a P. ostreatus.
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5.1.5 Pokus ¢€.5

Porovnani r Gstu mycelia  Trametes versicolor na peletach

oSetfenych 3% koncentraci H ,0, v blocich 1,5 kg + fruktifikace

Pfiprava substratu probéhla 16. 1. 2012. Druhy den byly naokovany
dva 1,5 kilogramové bloky, kdy v prvnim pfipadé byla sadba nasypana na povrch
substratu, ve druhém pfipadé byl substrat se sadbou promichan. Tento postup
byl zopakovan u dalSich dvou bloka 19. 1. 2012, tedy c&tvrty den od pfipravy

substratu.

Obrazek €. 1 a 2: Priklady 1,5 kilogramovych blokd prorostlych myceliem Trametes versicolor.

Obrazek ¢ 3 a 4: Priklady 1,5 kilogramovych blokd ¢asteéné prorostlych myceliem

Trametes versicolor.
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Prvni blok zcela kolonizovany myceliem outkovky byl naoCkovany &tvrty den
od pfipravy substratu a sadba byla se substratem promichana. Uplné kolonizace bylo
dosazeno 1. 2. 2012, tedy 13 dni po naocCkovani. O tyden pozdéji 8. 2. 2012 byly
zcela kolonizovany oba bloky, které byly naoCkovany na povrch substratu.
Z toho plyne, Ze blok nao¢kovany druhy den od pfipravy substratu prorastal 22 dni,
zatimco blok naockovany ¢&tvrty den prorastal jen 20 dni. Tato odchylka muze byt
zpusobena pouzitim rozdilného mnozstvi sadby pfi ockovani, které nebylo nijak
presné odmeérovano. Také Ize povazovat za vyznamny fakt, Ze &tvrty den od pfipravy
bylo v substratu méné peroxidu vodiku, ktery by rist mycelia zpomaloval. Na ¢tvrtém
bloku, ktery byl naockovany druhy den od pfipravy substratu, a sadba byla
se substratem promichana, byla 30. 1. 2012 nalezena kontaminace.
Kontaminace zelenou plisni mohla byt zpusobena nedostateCnou Cistotou

pfi promichavani sadby nebo také Spatnym tésnénim sterilni zatky z vaty.

Obrazek ¢. 5 a 6: Priklady 1,5 kilogramovych blokud

kontaminovanych zelenou plisni.
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VSechny nekontaminované bloky byly 8. 2. 2012 pfemistény dle metodiky
na misto s teplotou 22 € a s 6. hodinovymi sv &telnymi cykly. Pfiblizné po 21. dnech
se v podminkach upravenych pro fruktifikaci objevila v nafiznutych ¢astech i uvnitf
blokd primordia, ze kterych by v dalSich fazich fruktifikace vyrostly plodnice outkovky
pestré (Trametes versicolor). Zhruba po dvou mésicich od prfemisténi do téchto
podminek (5. 4. 2012) byla primordia zcela vyvinuta a méla velikost pfiblizné jako

golfovy micek (viz obrazky €. 7 a 8).

Obrazek €. 7 a 8: Tvorba primordii v nafiznutych ¢astech 1,5 kilogramovych bloka.

Obrazek ¢. 9 a 10: Tvorba primordii uvnitf pytlh
1,5 kilogramovych bloki.
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5.1.6 Pokus ¢€.6

Porovnani r astu mycelia Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor
na peletdch oSet fenych sterilizaci, destilovanou vodou a r  Gznou

koncentraci peroxidu vodiku (H ,0,)

V tabulce €. 5 je zapsano mnoZstvi susSiny v substratech bez naockovani
a kolonizace myceliem. VSechny substraty maji pfiblizné stejné procenta susiny.
Na substraty, které jsou oznaceny velkym pismenem S, byly pouZity sterilizované

pelety. Sterilizace pelet nijak neovliviiuje mnoZstvi susiny v substratech.

Substrat Susina %

H,O S 30,4096

1%S 31,5039
3% S 31,1386
4%S 29,6477
1% 31,3327
3% 31,0297
4% 31,3395

Tabulka €. 5: SuSina substratd nekolonizovanych myceliem.

V tabulce €. 6 je mnozstvi suSiny v substratech, které byly naocCkovany
a kolonizovany myceliem hub Trametes versicolor a Pleurotus ostreatus.
V kolonce ,Substrat + houba“ je oznaceni jednotlivych substratd naockovanych
danou houbou (PS 1% - Pleurotus na sterilnich peletach a 1% peroxidu;
T 4% - Trametes na peletach bez sterilizace a 4% peroxidu atd.). Vzorky na méreni
susiny byly odebrany po ukonceni pokusu. Od kazdé varianty byly odebrany
dva vzorky. Jeden vzorek byl odebran v misté, kterého mycelium dosahlo 15. den
po naockovéani a druhy vzorek v misté 30. den po naoc¢kovani, tedy na konci pokusu.
Toto je znazornéno v kolonce tabulky ,Den“. MnoZstvi suSiny v kolonizovanych
substratech je opét nizSi nez mnozZstvi zjiSténé v substratech bez kolonizace
myceliem (viz tabulka €. 5). Tyto vysledky byly dale pouZity pfi stanoveni aktivity

celulolytickych a lignolytickych enzymd.
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Poé'?s(?gvé Euhb:LELéat Den |SuSina %
1 PSH,O0 | 15. 26,302
2 PS 1% 15. 28,986
3 PS 3% 15. 27,198
4 PS 4% 15. 24,790
5 P 1% 15. 28,389
6 P 3% 15. 26,490
7 P 4% 15. 25,337
8 TS H,O 15. 24,613
9 TS 1% 15. 26,348
10 TS 3% 15. 26,428
11 TS 4% 15. 25,862
12 T1% 15. 26,326
13 T 3% 15. 25,968
14 T 4% 15. 24,191
15 PS H,O 30. 25,581
16 PS 1% 30. 29,768
17 PS 3% 30. 30,583
18 PS 4% 30. 30,109
19 P1% 30. 27,302
20 P 3% 30. 28,705
21 P 4% 30. 29,301
22 TSH,O | 30. 24,832
23 TS 1% 30. 28,220
24 TS 3% 30. 27,989
25 TS 4% 30. 26,988
26 T1% 30. 25,513
27 T 3% 30. 27,547
28 T 4% 30. 25,895

Tabulka €. 6: SuSina substratt po kolonizaci myceliem Trametes versicolor a Pleurotus ostreatus.
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Z grafu €. 15 je patrné, Ze mycelium Trametes versicolor prorustalo nejlépe
substratem s 1% roztokem peroxidu a sterilnimi peletami. Kolonizace u této houby
probihd vzdy pomaleji nez u hlivy, ale je plynula bez zpomaleni nebo Uplného
zastaveni rastu. Mycelium hlivy prorasta rychleji, proto stihne mycelium outkovky

na nékterych substratech za obdobi kolonizace prorust pouze do 1/2 - 2/3 sklenice.

Dynamika r Gstu Trametes versicolor na

mm 7. razné oSetfenych substratech
160
140 =—¢—destilovana voda
+ sterilni pelety
120 P ——19% peroxid +
sterilni pelety
100 =——1% peroxid

80
—&—3% peroxid +

sterilni pelety
=——3% peroxid

40 -
20 7 : =0—4% peroxid +
0 sterilni pelety

0 )
29 4% peroxid

15 . . 22
poéet dni

Graf €. 15: Vyjadfeni dynamiky rastu Trametes versicolor na 7. rdzné oSetfenych substratech.

Dynamika r Gstu Pleurotus ostreatus na

mm 7. razné oSetfenych substratech
160
——destilovana voda
140 + sterilni pelety
120 —&— 1% peroxid +

sterilni pelety

100 —o—1% peroxid
80 A _

—&—3% peroxid +

60 sterilni pelety
40 /  =4—3% peroxid

e // ==4% perOXid +

sterilni pelety

0 T T T 1
29 4% peroxid

15 . 22
po et dni

Graf ¢. 16: Vyjadreni dynamiky rlstu Pleurotus ostreatus na 7. rdzné oSetfenych substratech.
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Graf €. 16 znazornuje, Zze mycelium houby Pleurotus ostreatus dobfe
prorastalo na substratu oSetfeném destilovanou vodou a sterilizaci pelet.
Stejné vysledky méla hliva i na substratu s 1% roztokem peroxidu a nesterilnimi
peletami. Z tohoto Ize vyvodit, Ze 1 % roztok peroxidu mél stejné sterilizacni ucinky
jako sterilizace pelet v suSarné a destilovani vody. Na substratech oSetfenych
3% a 4% roztokem peroxidu se sterilnimi i nesterilnimi peletami méla hliva kolonizaci
vyrazné pomalejsi.

Graf €. 17 ukazuje celkovy narust mycelia obou hub za obdobi 29. dni
od naockovani. Je patrné, Zze mycelium Trametes kolonizovalo nejrychleji substrat
oSetfeny 1% roztokem peroxidu se sterilnimi peletami. Na ostatnich substratech
outkovka prorUstala rovnomérné s pfiblizné stejnymi pfiristky. Mycelium Pleurotus
kolonizovalo nejrychleji substrat s 1% roztokem peroxidu s nesterilnimi peletami
a substrat s destilovanou vodou se sterilnimi peletami. Na substratu oSetfeném
1% roztokem peroxidu se sterilnimi peletami mélo pfiblizné poloviéni rychlost
kolonizace a na ostatnich substratech prorostlo mycelium hlivy pfiblizné
do 1/3 sklenice.

Celkovy naruist mycelia po 29. dnech od
naoc¢kovani u T. versicolor a P. ostreatus

m destil. + steril.

- 40  ®1% + steril

= 1% peroxid

m 3% +steril.
106 + S&54

— il. + steril.
P 1% peroxid = 3% peroxid
- _— 3% +steril. _
T \Xx’”y 3% peroxid m 4% + steril.
druhy 4% + steril.
hub 4% peroxid 4% peroxid

Graf &. 17: Vyjadreni celkového nardstu mycelia po 29. dnech od naoc¢kovani u T. versicolor
a P. ostreatus.
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5.2 STATISTICKE VYHODNOCENI

Statistické vyhodnoceni pokusu je znazornéno grafy ¢. 18 - 23.
K vwhodnoceni byly pouzity celkové prirGstky z pokusiG a zpracovany
v programu Statistika. Rozptylové 0seCky znazornuji vyrovnanost (homogenitu)

rstu mycelia.

Graf €. 18 znazornuje statistické vyhodnoceni pokusu €. 1.

Z vysledkd vyhodnoceni je ziejmé, Ze nejvétSi rozptyl méla outkovka na
substratu oSetfeném 3% peroxidem vodiku, coZz mohl byt nasledek kontaminace.
Naopak nejvétSi homogenitu, tedy velmi vyrovnany rlst vykazovala hliva
na substratech oSetfenych studenou a horkou vodou. Na ostatnich substratech

u obou hub byl rozptyl velmi podobny.

160 T T

140 | :

120 1

100 - I .

60 r 1 ~ ¢ Osetfeni
o studena
} { _0 Osetfeni
horka

o0 L E | I OéetFQni

Peroxid 1

I OsSetieni

Peroxid 3

_¢  Osetieni

Druh houby Peroxid 4

Pfirdstek 28. den [mm)]
(o]
o
F——
2=

40

Trametes Pleurotus

Graf €. 18: Statistické vyhodnoceni pokusu €. 1

Graf €. 19 statisticky vyhodnocuje pokus €. 2.

Podle tohoto grafu je zfejmé, Ze obé houby vtomto pokusu vykazovaly
vyrovnany rdst mycelia. Nejvice homogenni rast byl u mycelia hlivy na substratech
oSetfenych studenou vodou a 1% roztokem peroxidu vodiku. Nejvice variabilni rust

vykazovalo mycelium hlivy na substratu oSetfeném 3% roztokem peroxidu vodiku.
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PrirGstek 27. den [mm]
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X _0_ OSetfeni
20 . horka voda
o I OSetreni
Or i Peroxid 1
20 . . I OsSetreni
Trametes Pleurotus Pﬁ’rox'd ,3
_4 _ Osetfeni
Druh houby Peroxid 4
Graf €. 19: Statistické vyhodnoceni pokusu €. 2
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Graf €. 20: Statistické vyhodnoceni pokusu €. 3
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Grafy €. 20 a 21 znézorfuji statistické vyhodnoceni pokusu €. 3.

Oba grafy znazoriuji velmi podobné rozptyly na obou substratech.
Nejvétsi homogenitu méla outkovka na substratu oSetfeném 3% roztokem peroxidu
pfi teploté 30 T na konci pokusu. Srovnanim obou graf G je zfejmé, Ze ve druhé
poloviné kolonizace byl rist na tomto substrdtu vyrovnanéjSi, rozptyl se sniZil.
Ke konci pokusu vykazovala outkovka nejvice variabilni rast na substratu oSetfeném

4% peroxidem vodiku pfi teploté 25 <C.

OSetfeni*Teplota; Vazené priméry
Wilksovo lambda=,65902, F(7, 54)=3,9914, p=,00139
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertik. sloupce oznac. +/- sm. chyby
155 T .

150 | . ]
145 | ]
140 | 5 ]
135 | ]
130 | 9 1
125 | ]

120 I i

115 . . I Teplota
Peroxid 3 Peroxid 4 25

_§ Teplota

Osetfeni 30°

PfirGstek 48. den [mm]

Graf €. 21: Statistické vyhodnoceni pokusu €. 3

Graf €. 22 statisticky vyhodnocuje pokus €. 4.

Z téchto vysledkl je patrné, Ze nejvétSi rozptyl mélo mycelium hlivy Ustficné
na substratu oSetfeném 1% roztokem peroxidu vodiku, coz bylo zpusobeno
kontaminaci substratu zelenou plisni. Také outkovka na substratu oSetfeném
1% peroxidem vykazovala menSi homogenitu neZ na substratech s vySSimi
koncentracemi peroxidu vodiku (3 % a4 % H,0,). Obé houby na substratech

oSetfenych 3% a 4% roztokem peroxidu prokazovaly pomaly, ale vyrovnany rust.
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Graf €. 22: Statistické vyhodnoceni pokusu €. 4

Z grafu &. 23 je patrné statistické vyhodnoceni pokusu €. 6. Z téchto vysledki
vyplyva, Ze rast obou hub byl velmi vyrovnany. Pouze Trametes versicolor na
substratu oSetfeném sterilizaci pelet a destilovanou vodou a na nesterilnim substratu

oSetfeném 4% roztokem peroxidu vodiku vykazovala malou variabilitu v rastu.

180 . . . . . . . .
160 {4t _
Sl q
€ 140} {1t \ .
= \
G 120} {4t _
©
o 100 {4t _
N
4
o 80 1 L 4
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cs & & & zz o 8@
5 & £3
B 3 o=
oZ S8 =& Druh houby
Trametes
Ogetfent (term.): tepelnd =2 Druh houby
OsSetfeni (term.): sterilizace neosetfeno Pleurotus

Graf ¢. 23: Statistické vyhodnoceni pokusu €. 6
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5.3 STANOVENI AKTIVITY CELULOLYTICKYCH A
LIGNOLY TICKYCH ENZYMU

5.3.1 Meéreni ¢. 1

Vzorky pro prvni méreni aktivity enzymi byly odebrany po skonéeni pokusu
Cislo 4 (31. 10. 2011) a ve dnech 23. 11. a 30. 11. 2011 probéhlo samotné méreni
aktivity enzymd. V den ukonCeni pokusu byly odebrany a vyluhovany vzorky

dle metodiky. Tyto vzorky byly zmrazeny do doby méfeni aktivity enzymda.

Graf ¢&. 24 znéazorhuje, Ze aktivita lakdzy v myceliu outkovky pestré byla
nevysSi 27. den na substratech oSetfenych 3% a 4% roztokem peroxidu vodiku.
Aktivity byla vySSi u vSech substratd 27. den od naockovani nez 14. den
od naockovani kromé v substratu s 1% roztokem peroxidu. Oznaceni mist odbérd
je pocet dni od naockovani. Ztoho vyplyvd, Ze mycelium odebrané 14. den
od naockovani je starSi (stari 13 dni) nez mycelium odebrané 27. den od nao¢kovani

(stafi pfiblizné 2 dny). Mladsi mycelium ma tedy vysSi aktivitu lakazy.

Aktivita (mU/ml) lakdzy u Trametes
versicolor

m14. den

m27.den

horka vod
orka voda 1 % peroxid i
3 % peroxid

4 % peroxid

Graf ¢€. 24: Aktivita (mU/ml) lakdzy v myceliu Trametes versicolor odebraném v mistech,
kam podhoubi dorostlo 14. a 27. den.
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Aktivita (mU/ml) lakazy u
ostreatus
muU/ml

Pleurotus

m14. den

m27.den

horké voda ,
1 % peroxid )
3 % peroxid

4 % peroxid

Graf €. 25: Aktivita (mU/ml) lakazy v myceliu Pleurotus ostreatus odebraném v mistech, kam podhoubi
dorostlo 14. a 27. den.

Z grafu €. 25 je ziejmé, Ze aktivita lakazy v myceliu hlivy Ustficné je také vysSi
ve dvoudennim, tedy v mladSim myceliu. NejvySsi rozdil v aktivité byl mezi 13 dni
starym a 2 dny starym myceliem na substratu oSetfeném 1% H,0O..

Z grafu & 26 vyplyva, Ze aktivita Mn-dependentni peroxiddzy u outkovky
je opét vysSi v mladSim myceliu.

Na substratu oSetfeném 1% peroxidem,
mélo mladSi mycelium aktivitu nizsi stejné jako v pfipadé lakazy.
Aktivita (mU/ml) Mn peroxidazy u
Trametes versicolor

muU/ml

8

6

m14. den

4

> m27.den
0

horka
orka voda 1 % peroxid .
3 % peroxid

4 % peroxid

Graf €. 26: Aktivita (mU/ml) Mn peroxidazy v myceliu Trametes versicolor odebraném v mistech,
kam podhoubi dorostlo 14. a 27. den.
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Graf & 27 znézoriuje aktivitu Mn peroxidazy v myceliu hlivy astficné.
Podle vSech grafd z prvniho méfeni aktivity enzymU byla aktivita lakazy
i Mn-dependentni peroxidazy u T. versicolor i P. ostreatus vy35i v mladSim myceliu,

tedy v myceliu, které bylo v misté odebrani 2 dny staré.

Aktivita (mU/ml) Mn peroxidazy u
Pleurotus ostreatus

muU/ml
3
2 m14. den
1 m27.den
0

hork& voda .
1 % peroxid i
3 % peroxid

4 % peroxid

Graf €. 27: Aktivita (mU/ml) Mn peroxidazy v myceliu Pleurotus ostreatus odebraném v mistech,
kam podhoubi dorostlo 14. a 27. den.

5.3.2 Meéreni €. 2

Vzorky pro druhé méfeni aktivity enzymu byly odebrany po skonéeni pokusu
Gislo 6 (11. 7. 2012) a dne 7. 8. 2012 probéhlo samotné mérfeni aktivity enzym.
V den ukonCeni pokusu byly odebrany a vyluhovany vzorky dle metodiky.

Tyto vzorky byly zmrazeny do doby méfeni aktivity enzymda.

Z grafll zdruhého méfeni je zfejmé, Ze aktivita mycelia, které dorostlo
do mista odbéru 30. den (stafi 2 dny), byla ve vétSiné pfipadd vySSi nez aktivita
mycelia, které dorostlo do mista odbéru 15. den (stafi 15 dni). Tedy mladSi mycelium
obou hub mélo vySsi aktivitu lakazy a Mn-dependentni peroxidazy.

Zgrafu &€ 28 vyplyva, Ze nejvysSSi rozdil v aktivité lakdazy mezi vzorky
odebranymi ze stejnych substratl vykazuje Trametes na substratech oSetfenych
vySSi koncentraci peroxidu vodiku (3% a 4% H,0,). Naopak podle grafu &. 29
je patrné, Ze nejvyssi rozdily v aktivité lakdazy ma Pleurotus na substratu oSetfeném

1% peroxidem.
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Aktivita (mU/ml) lakdzy u Trametes

mu/ml versicolor
120 1195z
80
40
0 m15. den
m30. den

peroxid

4 eroxid
steril. P

steril.

0
1% .
peroxid 3% 4%

steril.  PE"OXId peroxid

peroxid

Graf €. 28: Aktivita (mU/ml) lakazy v myceliu Trametes versicolor odebraném v mistech,

kam podhoubi dorostlo 15. a 30. den.

Aktivita (mU/ml) lakdzy u Pleurotus

muU/ml ostreatus
150 .
100
67,527
50 m15. den
0 m27.den

destil. 1%

voda . 3%
peroxid o oxid %1% o
steril. “giori. PErOXid poroxid o 4%
© steril. peroxid

peroxid

Graf ¢€. 29: Aktivita (mU/ml) lakdzy v myceliu Pleurotus ostreatus odebraném v mistech, kam podhoubi
dorostlo 15. a 30. den.

Z grafu €. 30 je ziejmé, Ze aktivita Mn peroxidazy u outkovky byla u mladsiho
mycelia na sterilnich substratech nizsi nez u mycelia starSiho. Z grafu €. 31 je patrné,
Ze aktivita Mn peroxidazy mycelia hlivy byla u vSech substratl, kromé substratu

s destilovanou vodou, vyssi u mladSiho mycelia.

-73-



Kapitola 5. VYSLEDKY

Aktivita (mU/ml) Mn peroxidazy u
muU/ml Trametes versicolor

m15. den
m 30. den

peroxid
steril.

1%
peroxid

0
peroxid

4 3%
steril.

peroxid

peroxid

4 4 %
steril. 0

peroxid

Graf €. 30: Aktivita (mU/ml) Mn peroxidazy v myceliu Trametes versicolor odebraném v mistech,

kam podhoubi dorostlo 15. a 30. den.

Aktivita (mU/ml) Mn peroxidazy u
Pleurotus ostreatus

muU/ml
3
2,171 2,245
2
1 m15. den
0 m27.den

destil.
voda - % 3%
peroxid

steril.

peroxid
steril.

0

. 1%
peroxid . 3% 0

. peroxid . 4%
steril. peroxid peroxid

Graf €. 31: Aktivita (mU/ml) Mn peroxidazy v myceliu Pleurotus ostreatus odebraném v mistech, kam
podhoubi dorostlo 15. a 30. den.

Ve vysledcich zobou méfeni aktivity lakazy a Mn peroxidasy
u Trametes versicolor a Pleurotus ostreatus je patrné, Ze ve vétSiné pfipadd
ma vySSi aktivitu téchto enzymd dvoudenni, tedy mladSi mycelium nez mycelium
staré 15 dni. Ostatni enzymy (zminéno v metodice) nejsou ve vysledcich uvedeny
z duvodu nevykazovani trendu, podle kterého lze urcit spojitost jejich aktivity

s pouzitim peroxidu vodiku.

Pozn.: mU/ml — U (enzymova jednotka) je starSi jednotka pouzivana v biochemii pro aktivitu enzymu.
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6 Diskuse

Rychlost rustu mycelia Trametes versicolor a Pleurotus ostreatus byla
prikazné ovlivnéna oSetfenim substratu z pSeni¢nych pelet rdznymi koncentracemi
peroxidu vodiku. Z vysledkd naSich pokust je patrné, Ze mycelium Trametes
prorastalo nejrychleji substratem oSetfenym 1% roztokem peroxidu a velmi podobné
vysledky prokazovalo i na substratu oSetfeném horkou vodou. Substraty oSetfenymi
3% a 4% roztokem peroxidu mycelium proristalo vyrazné pomaleji, ale pfi
prodlouzeni pokusu o nékolik dni by bez problému prorostlo cely substrat. Z prvnich
dvou pokusl vSak vyplyva, Ze na substratu oSetfeném studenou vodou se myceliu
outkovky nedafilo. Na tomto substratu vykazovalo velmi pomaly rist, ktery byl ve
vétSiné pfipadld zastaven v dasledku kontaminace zelenou plisni. Naopak mycelium
Pleurotus prorlstalo velmi rychle substraty oSetfenymi studenou a horkou vodou.
Podobné prirlstky mélo i na substratu s 1% peroxidem vodiku. Mycelium hlivy vSak
velmi Spatné a pomalu prorustalo substraty oSetfenymi vySSimi koncentracemi
peroxidu (3 % a 4 % H,0,). Pusobeni peroxidu vodiku je pravdépodobné kratkodobé,
vzhledem ktomu, Ze je peroxid silné oxidacni Cinidlo. V prubéhu jeho pasobeni
vznikaji pravdépodobné nékteré produkty, které brzdi rist mycelia. V naSem pfipadé
byla na tyto produkty mnohem vice citlivéjSi hliva nez outkovka.

Vysledky rustovych zkouSek mycelia hlivy Ustfiéné potvrzuji pokusy Poslusné
(2012), ktera shodné uvedla, Ze mycelium Pleurotus ostreatus a Hypsizygus
tessulatus roste nejlépe na substratech oSetfenych horku vodou, popfipadé nizkymi
koncentracemi peroxidu vodiku. Wayne (2001) doporucuje optimalni koncentraci
peroxidu vodiku 0,03 % a tvrdi, Ze nizké koncentrace peroxidu vodiku inhibuji kli¢eni
houbovych a bakterialnich spor. Toto tvrzeni nelze potvrdit, jelikoz kontaminace
substratd v naSich  pokusech  byla pozorovana i na  substratech
oSetfenych 1% roztokem peroxidu (viz tabulky pfirdstkd v pfilohach 2 — 6).

Wayne (2001) popsal navod na efektivni domaci péstovani hub na substratu
sterilizovaném peroxidem vodiku. Pro optimalni chemickou sterilizaci substratu
doporucuje vodu nejdfive povafit na 90 T, poté c&ast nalit ihned do substratu,
Cast nechat odstat a teprve po vychladnuti smichat s peroxidem vodiku.

V naSich pokusech vSak tato metoda neSla uskutecnit, protoZze vodu nasaknutou
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do pelet nebylo jak odstranit a substrat by byl pfiliS premokieny. Peroxid vodiku pfi
teploté nad 60 € rozklada aktivné vSechny materialy, a proto Wayne (2001)
doporucuje pfidat jej az do vychladnuté vody.

Také Savoie et al. (2007) uvadi, Ze peroxid vodiku ma velky vyznam pfi
metabolismu hub a pfi oSetfeni substratu pro péstované houby. Jeho pokusy byly
provedeny na houbach Agaricus bisporus a Pleurotus spp., kdy zkoumal mnozstvi
peroxidu vodiku v myceliem prorostlych substratech z pSeni¢né slamy a kavovée drti.
Savoie et al. (2007) zjistil, Zze peroxid vodiku je hlivou ustfi€nou produkovan. Ze
substratl z pSeniéné slamy a kavové drti odebral vzorky 4., 8., 12. a 16. den od
naockovani, a méfil koncentraci pfitomného peroxidu vodiku, kter4 se v ruznych
terminech odbéru liSila. Produkce peroxidu na pSenicné slamé se také liSila od
produkce na kavoveé drti. Na surové slamé byla nejvysSi produkce peroxidu v obdobi
8. a 12. den od naockovani. Produkce peroxidu a aktivita enzymu ma dle Savoie et
al. (2007) souvislost s tvorbou plodnic.

Podle Wayna (2001) tepelné oSetfeni substratu horkou vodou imobilizuje
aktivitu enzym( katalazy a peroxidazy, které jsou produkovany kompeti¢nimi
organismy (houby a bakterie). Tyto enzymy dokdzou v tepelné neupravenych
substratech ze sldmy nebo pilin peroxid vodiku velice rychle rozlozit. Wayne (2001)
také doporucuje dbat béhem ockovani substratd na Cistotu okoli a sadby a zabranit
tak pfipadnym kontaminacim. | kdyz peroxid vodiku dokaze znicit kvasinky, izolované
spory a bakterie, proti mnohobuné&nym organismum, jako je napfiklad zelena plisen
rodu Aspergillus, je a€inny méné. Tyto vicebuné&cné organismy a vysoké koncentrace
kli¢icich spor mohou produkovat enzymy, které peroxid vodiku rozkladaji, a tim se
proti vysSim koncentracim peroxidu brani.

Vzhledem ktomu, Ze substraty oSetfeny 1%, 3% a 4% roztoky peroxidu
vodiku nebyly zcela tepelné oSetfeny, je tfeba predpokladat, Zze se zarodky plisni a
jejich enzymy (kataldza a peroxidaza) v substratech vyskytovaly. Pelety z pSeniéné
slamy jsou na rozdil od surové slamy Castecné tepelné oSetfeny v prabéhu jejich
vyroby plUsobenim vysoké teploty pfi lisovani. Surova slama proto muze byt vice
kontaminovana zarodky plisni a UC€inky peroxidu mohou byt nizSi pfi kultivaci
outkovky i ostatnich hub, jak dokazuje Poslusna (2012). U pokusu, kde byly pelety
vystaveny sterilizaci v susarné pfi teploté 121 <€ po dobu 3. hodin, Ize p Fedpokladat,
Ze enzymy katalazy a peroxidazy byly inhibovany, a proto mycelium outkovky

prorUstalo rychleji sterilnim substratem oSetfenym 1% roztokem peroxidu vodiku nez
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v nesterilnim substratu. Naopak myceliu hlivy sterilizace pelet neprospéla, coz maze
znamenat, Ze oSetfeni substratu peroxidem vodiku neni pro tuto houbu vhodné.
MuUze to také znamenat, Ze hliva roste na sterilnich substratech pomaleji a je
vnimaveéjSi vici kompetitorlm nez na substratu, ve kterém je pfirozena populace
bakterii. Také Poslusna (2012) zjistila, Zze mycelium hlivy Ustfiéné roste nejlépe
na substratu oSetfeném horkou vodou, popfipadé nizkou koncentraci peroxidu
vodiku a pfi vySSich koncentracich H,O- je jeji rast velmi pomaly. Substraty v naSich
pokusech byly oCkovany ve sterilnim prostfedi (flowbox) a byly pouzity pouze lihem a
kahanem sterilované pomucky, ¢&imz lze vysvétlit nizké frekvence kontaminaci
substratll béhem kolonizace myceliem.

Byly zjiStovany idedlni teploty pro rast mycelia Trametes versicolor
(outkovka pestra) na substratech oSetfenych 3% a 4% roztokem peroxidu vodiku.
Mycelium outkovky bylo nao¢kovdno na oSetfené substraty a Cast byla uloZena
vteploté 25 € a c&ast vteploté 30 T. Po zpracovani vysledka bylo zjisténo,
Ze nejrychlejsi rlst mélo podhoubi outkovky na substratu Setfeném 3% peroxidem
v teploté 30 C. Stamets (2000) vSak uvadi idealni teplotu pro prorustani mycelia
outkovky 24 — 29 . Antonin a spol. (v tisku) uvad i idealni teplotu v rozmezi pouze
20 — 24 C a tvrdi, Ze pfi této teploté roste mycelium outkovky nejrychleji. Podle
Jablonského a Saska (2006) je pro rast mycelia Pleurotus ostreatus (hliva Ustfi¢na)
idealni teplota 28 C, kdy podhoubi roste nejrychle ji a pfi teplotach nizSich nez 20 T
je rast zna¢né zpomalen. Ve vSech naSich pokusech viak vykazovalo mycelium hlivy
pravidelny a velmi rychly rast pfi teploté 24 — 26 <C.

Z vysledkl je zfejmé, ze mycelium outkovky ma pomalejsi rist nez mycelium
hlivy. Na substratech oSetfenych horkou vodou a 1% roztokem peroxidu dosahovaly
obé houby nejlepSiho rustu. VétSina pokusl vSak byla ukonéena po 27. — 29. dnech,
kdy dna sklenice doséhlo jako prvni mycelium hlivy na substratu s horkou vodou. Za
tuto dobu dosédhlo mycelium outkovky na stejném substratu poloviéniho rastu.
Z porovnani rychlosti ristu a vyskytu kontaminace zelenymi plisnémi na oSetfenych
substratech Ize usoudit, Ze hliva Iépe odolava konkurenénim mikroorganismim nez
outkovka. Podle Jablonského (2013, osobni sdéleni) lze z pozorovani v pfirodé
usuzovat, Ze outkovka je houbou naslednou, které roste napfiklad na Spalcich dfeva,
které pfed ni osidlilo podhoubi Pleurotus ostreatus nebo Lentinula edodes (Shiitake).
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Stamets (2000) uvadi, Ze pfi zajiSténi ideélnich podminek prortsta mycelium
outkovky s ohledem na objem a druh substratu 14 — 21 dni. Antonin a spol. (v tisku)
uvadi, Ze kolonizace mycelia outkovky v blocich trva pfiblizné 40 dni a jeho rychlost
je srovnatelna s rastem mycelia hlivy. V naSem pokusu prorostlo mycelium outkovky
1,5 kilogramovy blok za 13 — 22 dni, takZe doba prorustani je velmi zavisla na
objemu a druhu kolonizovaného substratu. Jisté je, Ze rychlost prorustani substratu
myceliem zavisi také na mnozstvi dodaného inokula, to ¢asto autofi neudavaji.

Idedlni teplota pro tvorbu primordii outkovky pestré je podle Stametse (2000)
10 — 24 <C, i kdyzZ r ast primordii je mozny i pfi teploté 27 <C. Stamets (2000) také
piSe, Ze pro kolonizaci mycelia je zapotfebi tmy, ale pro tvorbu a vyvoj primordii
je tfeba zajistit svételné podminky 500 — 2 000 luxd. Pfi zajisténi idealnich podminek
je stadium vyvoje primordii outkovky 7 — 14 dni. V naSem pokusu, kdy fruktifikace
probihala pfi teploté¢ 22 T na 1,5 kilogramovych blocich prorostlych myc eliem
outkovky, trvalo pfiblizné 21 dni, neZz se zacala objevovat v prafezech blokd mala
primordia. Svételné podminky pro tvorbu primordii mély intenzitu svétla 200 — 800
lux a byly zajiStény klimatizovanym boxem v 6. hodinovych intervalech (6 hodin
svétlo a 6 hodin tma). PFiblizné za dva mésice v téchto podminkach byla primordia
zcela vyvinuta.

Hodnoty pH nekolonizovanych substrattd se pohybovaly v rozmezi 6,5 — 6,9.
Hodnoty pH substrati kolonizovanych myceliem outkovky byly v rozmezi 5,1 — 5,2
a substraty prorostlé myceliem hlivy mély hodnoty pH 5,1 — 5,4. Podle Jablonského
a Saska (2006) se optimalni hodnoty pH pro rast podhoubi pohybuji vrozmezi
5,5 — 6,5 a hodnoty mimo toto rozmezi rdst mycelia zpomaluji. Jablonsky a Sasek
(2006) dale doplruji, Zze hodnoty pH se v substratu béhem kolonizace méni. Jiné
hodnoty pH ma substrat ve vnitfnich vrstvach a podstatné nizsi hodnoty pH ma
substrat na povrchu.

Baldrian (2006) uvadi, Ze aktivita lakdzy a Mn-dependentni peroxidazy byla
prokazana v mnoha druzich hub. Existuje mnoho taxonomickych nebo fyziologickych
skupin hub, které obvykle neprodukuji vyznamné mnozstvi téchto enzym( nebo
je vyrabi jen nékolik druhl. Napfiklad vyroba lakazy nikdy nebyla prokazana u
nizSich hub (Zygomycetes a Chytridiomycetes). Existuje mnoho zaznamu, ze je
lakdza a Mn peroxidaza vyrabéna saprotrofnimi houbami z tfidy Basidiomycetes,
tj. predevSim houbami bilé hniloby, které zpasobuji degradaci ligninu. U Trametes

versicolor byla zjisténa produkce lignolytickych enzym( extracelularni i intracelularni.
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U Pleurotus ostreatus byla zjiSténa vyroba enzymd( pouze intracelularni. Podstatnou
Cast aktivity lakdzy a Mn peroxidazy v T. versicolor a P. ostreatus vykazuje bunécna
sténa, zatimco vjiné houbé tfidy Basidiomycetes, napfiklad Agricorus bisporus,
nebyla ¢innost téchto enzymd v bunécéné sténé nalezena. Baldrian (2006) uvadi, ze
aktivita lakazy a Mn peroxidazy je dana stafim mycelia, vihkosti substrdtu a
dostatkem Kkysliku. Zavislost na vlhkosti substratu je prokdzdna pozorovanim
v pfirodé, kdy roste vice hub v chladnéjSich mésicich s dostatkem vlhkosti nez
v suchych letnich mésicich. Pfi kolonizaci substratu myceliem je potfeba zajistit
dostatek kysliku pro enzymy, a proto je idealni vyména vzduchu vétrdnim kazdou
hodinu, jak uvadi Stamets (2000).

Mérenim aktivity enzymu ve vzorcich z naSich pokusu bylo zjisténo, Ze aktivita
lakdzy a Mn peroxidazy je nizSi u starSiho mycelia, coZ potvrzuje tezi Baldriana
(2006), Ze starnutim mycelia aktivita enzym( klesa. V nékterych pfipadech byla
zjiSténa aktivita lakazy i Mn peroxidazy nizsi v mladém myceliu nez ve starSim, coz
mohlo byt zpisobeno napfiklad oslabenim pfi kontaminaci jinou houbou. V porovnani
obou hub v aktivité lakdzy u mladSiho mycelia vykazovala outkovka pestra vyssi
aktivitu na substratech oSetfenych vySSimi koncentracemi peroxidu (3 % a 4 % H,0,)
nez na substratu oSetfeném horkou vodou, a to na substratech ze sterilnich i
nesterilnich pelet. Tento vysledek potvrzuje, Ze outkovka kolonizuje lépe substraty
oSetfené vySSimi koncentracemi peroxidu vodiku. A z toho tedy plyne, Ze pro jeji
péstovani je vhodné pouzivat peroxid vodiku, jako alternativni prostfedek chemické
sterilizace substrati. Naopak mycelium hlivy ustficné mélo nejvyssi aktivitu lakazy na
sterilnich i tepelné neoSetfenych substratech s 1% roztokem peroxidu. To také
vysvétluje tvrzeni Poslusné (2012), Ze substrat vhodny pro hlivu, je substrat oSetfeny
nizkymi koncentracemi peroxidu a horkou vodou.

Z porovnani aktivity Mn peroxidazy vyplyva, Zze Trametes méla nejvySsi
aktivitu opét na substratech oSetfenych peroxidem vodiku. AvSak na sterilnich
substratech oSetfenych vSemi koncentracemi peroxidu aktivitu v mladSim myceliu
vykazovala velmi nizkou, coz se shoduje s objevem Baldriana et al. (2005), ktery
v pokusech zjistil statisticky vyznamnou negativni korelaci mezi koncentraci peroxidu
a Mn peroxiddzou a pozitivni korelaci mezi koncentraci peroxidu a lakazou. My se
vSak domnivame, Ze peroxid neovliviiuje aktivitu enzymu Mn peroxidazy béhem

kolonizace substratu, protoZe v pfipadé mycelia hlivy byla aktivita Mn peroxidazy ve
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vétsSiné substratd velmi podobna, a na substrdtu oSetfeném sterilizaci pelet a

V porovnani aktivity mladSiho a starSiho mycelia je zfejmé, Ze starSi mycelium
ztracelo aktivitu lakazy velmi rychle. Na vétSiné substratt vykazovalo mnohem nizsi
aktivitu lakdzy nez mladé mycelium. Naopak aktivita Mn peroxidazy u starSiho
mycelia nebyla vyrazné niz8i nez u mladého mycelia. Na substratech, kde
prokazovalo starSi mycelium vysSi aktivitu lakdzy a Mn peroxidazy nez miadsi
mycelium, je pravdépodobné, Ze kolonizace substratu byla zpomalena ¢&i uplné
zastavena a aktivita enzymu snizena vdasledku kontaminace substrat
kompeti¢nimi houbami.

Baldrian et al. (2005) uvadi, Zze nejvysSi aktivita lakdzy a Mn peroxidazy byla
pozorovana béhem prvniho mésice degradace. V naSich pokusech byla aktivita

mérena nejpozdéji 30. den, takZe toto tvrzeni nemiazeme potvrdit ani vyvratit.
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7 Zaver

Vysledky pokusl prokazaly, ze riizné koncentrace peroxidu vodiku statisticky
prikazné ovlivnily schopnost mycelia houby Trametes versicolor kolonizovat

péstebni substrat a snizily jeho kontaminaci.

Déle bylo prokazano, Ze Trametes versicolor i Pleurotus ostreatus dosahuji
nejlepSiho rustu na substratech oSetfenych horkou vodou a 1% peroxidem vodiku.
Outkovka pestra dobre kolonizuje i substraty s vySSi koncentraci peroxidu, naopak
rist mycelia hlivy Ostficné je v substratech s vysSi koncentraci peroxidu
(3% a4 % H,O,) pomalejSi. Substraty oSetfené studenou vodou kolonizovala

pouze hliva.

Jako idedlni teplota pro kolonizaci substratl s vySSi koncentraci peroxidu
vodiku myceliem outkovky pestré byla na zakladé pokusu stanovena teplota 30 C.

Podafilo se dosahnout vyvoje primordii houby Trametes versicolor
v laboratornich podminkach, kdy se prvni mala primordia objevila po 21. dnech

a zcela vyvinuta byla po dvou mésicich v podminkach pro fruktifikaci.

Stanovenim aktivity enzymu lakdzy a Mn-dependentni peroxidazy bylo
zjisténo, Ze vysSi aktivitu vykazuje mladSi mycelium, staré pfiblizné 2 dny
(misto odbéru 27.a 30.den po naocCkovani). Mycelium staré 13 a 15 dni
(misto odbéru 14. a 15.den po naockovani) svou aktivitu enzymld ziejmé

starnutim ztracelo.
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Obrazek ¢. i_:Tr'aetes Versicolor Obréazek ¢. 2: Pleurotus ostreatus (Iiva Ustficna);
(outkovka pestrd); zdroj: zdroj: http://www.biolib.cz/cz/image/id107293/
http://www.houbareni.cz/houba.php?id=148

Obrazek €. 3 a 4: Priklady ozna¢ovani sklenic jednotlivych variant.
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a ... Trametes versicolor Trametes versicolor Trametes versicolor

i

studena voda horké voda

ver [ Vi 1 % peroxid 3 % peroxid 4% peroxid

Obrazek €. 5: Substrat prorostly myceliem Trametes versicolor po skonéeni pokusu €. 2.

N Pl ostreatus ~ Fleurotus ostreatus  Pleurotus ostreatus  Pleurotus ostreatus
horka voda 1 % peroxid 3 % peroxid 4 % peroxid

Obréazek €. 6: Substrat prorostly myceliem Pleurotus ostreatus po skon¢eni pokusu €. 2.

Trametes versicolor  Trametes versicolor Trametes versicolor Trametes versicolor
horka voda 1 % peroxid 3 % peroxid 4 % peroxid

Obrazek &. 7: Substrat prorostly myceliem Trametes versicolor po skonéeni pokusu &. 4.
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Pleurotus ostreatus Pleurotus ostreatus \ Pleurotus ostreatus
horka voda 1 % peroxid 3 % peroxid 4 % peroxid

Obrazek €. 8: Substrat prorostly myceliem Pleurotus ostreatus po skoncéeni pokusu €. 4.

e Trametes versicolor Trametes versicolor
Trametes versicolor ’ ;a"rpo;-oxld, 25°C 3 % peroxid, 30°C 4 % peroxid, 30°C
3 % peroxid, 25°C

Obrazek €. 9: Substrat prorostly myceliem Trametes versicolor po skonéeni pokusu €. 3.

‘destilovand vods 1% peroxid 3% peroxid 4% peraxid
sterilni pelety sterilni pelety sterilni pelety steriini pelety

Obréazek €. 10: Nesterilni substrat prorostly Obrézek €. 11: Sterilni substrat prorostly myceliem
myceliem Trametes versicolor a Trametes versicolor a Pleurotus ostreatus po
Pleurotus ostreatus po skonceni pokusu €. 6. skoné&eni pokusu €. 6.



PRILOHY

Obrazek €. 12: Sterilni substrat oSetfeny
destilovanou vodou a prorostly myceliem
T. versicolor a P. ostreatus po skonéeni
pokusu €. 6.

Obrazek €. 13: Sterilni a nesterilni substréat
oSetfeny 1% roztokem H,O, a prorostly
myceliem T. versicolor a P. ostreatus po
skoné&eni pokusu &. 6.

Obrézek €. 14: Sterilni a nesterilni substrat
oSetfeny 3% roztokem H,O, a prorostly
myceliem T. versicolor a P. ostreatus po
skoné&eni pokusu ¢. 6.

Obrazek ¢. 15: Sterilni a nesterilni substrat

oSetfeny 4% roztokem H,O, a prorostly myceliem
T. versicolor a P. ostreatus po skon&eni
pokusu €. 6.
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Obrazek €. 16: Primordia outkovky pestré po
21. dnech v podminkach pro fruktifikaci.

/ |

Obrazek €. 18: Ulozeni 1,5 kilogramovych blokd v
podminkach pro fruktifikaci v klimatizovaném
boxu.

Obrazek €. 20 a 21: Priklady pouziti jednokanalovych i vickaélvych automatickych pipet.



PRILOHY

Obrazek ¢. 22: Priklad zbarveni vzorku ;_)_Féfeni Obréazek ¢. 23: Priklad zbarveni vzorku pfi
enzymatické aktivity lakazy. méreni enzymatické aktivity Mn-dependentni
peroxidazy.
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Priloha €. 2:

zalozeno 19. 4. 2011, ukondeno 17. 5. 2011

Tabulky s p Firtistky mycelia v 7 - 8 dennich intervalech -> pokus

studena voda

a b C 0 X
21| 35 0 14 0 0 0 0 0 22| 30 0 0 13
22 23| 42| 35| 30,5 0 0 0 0 0 35| 30 0 0| 16,3
23| 43| 41| 32,5 0| 28 0 0 7 37| 30 0 0| 16,8 ks 9
23| 43| 41| 325 0| 28 0 0 7 37| 30 0 0| 16,8
kontaminace kontaminace
horké voda
a b C 0 X
0| 35]128] 20| 25 3| 15] 15,8 0 0| 15 0| 3,75
20| 56| 30,8] 39| 43| 37| 42| 40,3 31| 22| 28| 41| 30,5
53| 67| 495| 50| 45| 61| 56 53 44| 36| 45| 57| 45,5k 49
53| 67| 49,5] 50| 45| 61| 56 53 44| 36| 45| 57| 455
1% peroxid
a b C 0 X
0 20| 25 0] 11,3 13| 39| 30| 27| 27,3 32| 28| 33| 25| 29,5
0 20| 25 0| 11,3] 34| 63| 54| 48] 49,8 36| 37| 45| 36| 385
0 20| 25 0| 11,3] 68| 83| 74| 68| 73,3 40| 54| 59| 50| 50,8 K 4
0 20| 25 0] 11,3] 68| 83| 74| 68| 73,3 40| 54| 59| 50| 50,8

kontaminace

c.1



PRILOHY

3% peroxid

a b C 0 X

27| 27)] 26,8] 26| 21| 29| 37| 28,3] 15| 28| 27 0]17,5

58| 55 51] 50| 50| 51| 55| 51,5| 15| 28| 27 0]17,5

88| 85| 845| 78| 76| 79| 81| 785] 15| 28| 33 0| 19 KeJeKs 6
120| 118| 118| 106| 105| 106| 109| 107| 15| 28| 33 0] 19

kontaminace

4% peroxid

32| 245] 30| 20| 25| 30| 26,3| 27| 28| 23| 27]26,3

51 49| 52| 44| 50| 51] 49,3] 49| 50| 48| 49| 49

73] 73,3| 75| 67| 71| 74| 718| 72| 71| 70| 772|713 08
100| 96,8] 103| 93| 96| 100 98] 94| 95| 95| 95]94,8

studena voda
b C 0 X
51| 48,8 40| 43| 48| 46| 44,3| 48| 53| 56| 47| 51
90| 86,8 73| 75| 83| 80| 77,8] 85| 88| 90| 82] 86,3
133| 129| 110 112 127 | 128| 119 128| 127| 130| 126]| 128
145| 145] 145| 145| 145| 145 145| 145| 145| 145| 145]| 145

horka voda
b C 0 X
60 58| 52| 50| 54| 51| 51,8] 50| 49| 48| 54]50,3
97 92| 89| 88| 94| 90| 90,3] 88| 88| 83| 88| 86,8
136| 136 132 | 130| 138 | 135| 134 128| 128| 126| 124]| 127
145| 145| 145| 145| 145| 145| 145| 145| 145| 145| 145]| 145




PRILOHY

1% peroxid

b C 0 X
43| 43,3] 45| 44| 49| 48] 4655] 42| 40| 40| 41]408
82| v6,3] 71| 70| 75| 73| 72,3] 60| 60| 65| 65]625
121] 114 101] 102| 105| 102| 103 77| 79| 82| 83] 80,3 gL 99
145| 145 134 | 143| 140| 137| 139| 116| 117| 107| 102] 111
3% peroxid
b C 0 X
26 24| 24| 18 0| 20| 155| 25| 22| 30| 33]275
41 41| 43| 41| 33| 43 40| 59| 51| 50| 64] 56
58 58] 62| 62| 63| 74| 653] 92| 84| 77| 92] 86,3 ks 0
79| 77,5] 100| 81| 100| 104]| 96,3| 122| 117 | 110| 121] 118
4% peroxid
b C 0 X
18 19] 28| 27 0 0] 13,8] 16| 13| 20 0]12,3
57 55] 38| 41| 27| 28] 335] 55| 40| 42| 42448
80 79] 47| 57| 43| 46| 48,3] 80| 70| 69| 70| 72,3 s 6
105| 104| 66| 71| 61| 63| 653] 102| 92| 95| 85]935
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4

PFiloha &. 3: Tabulky s p Firtstky mycelia v 6 - 7 dennich intervalech -> pokus €. 2

zalozeno 5. 8. 2011, ukon&eno 1. 9. 2011, 25 € p fi méfeni vysledku

studena voda
a b c d O X
15 0 0 8 9| 12 0 0| 525| 14| 12 0 0] 65| 19 0 0 0| 4,75
23| 18 0 0] 10,3] 10| 13 0 0| 575| 17| 14 0 o] 7,75] 21 0 0 0| 5,25
23| 18 0 0] 10,3] 10| 13 0 0] 5,75| 19| 16 0 0] 8,75] 22 0 0 0] 55 6 8
23| 18 0 0] 10,3] 10| 13 0 0] 5,75| 19| 16 0 0] 8,75] 22 0 0 0] 5,5
Kontaminace Vyhozeno 25.8. Kontaminace Kontaminace
horka voda
a b c d O X

26| 28] 238 22| 16| 17| 30| 21,3|] 23| 20| 21| 20 211 20| 15| 19| 19] 183
57| 53 51] 41| 50| 46| 41)] 445 35| 33| 44| 47] 398| 45| 47| 50| 31| 433
72| 70 68] 65| 73| 72| 62 68] 36| 50| 53| 72| 528| 63| 66| 72| 73| 68,5L 64
73| 75] 70,8] 65| 75| 74| 62 69] 36| 50| 53| 72] 52,8] 66| 66| 76| 75] 70,8

1% peroxid
a b c d O X
18| 17| 18| 15 17| 25| 25| 22| 29| 253] 26| 19| 11 14 0 0| 17| 12] 7,25
47| 33| 43| 34| 39,3] 30| 27| 26| 31| 285| 31| 30| 22 20,8 0| 39| 42| 42] 30,8
50| 34| 47| 36] 418]| 30| 27| 26| 31| 285] 31| 30| 22 20,8] 70| 40| 59| 67 59 9
50| 34| 47| 36| 41,8] 30| 27| 26| 31| 285| 31| 30| 22 20,8] 70| 40| 59| 67 59
Kontaminace Vyhozeno 25.8. Vyhozeno 25.8. Kontaminace

o |O|Oo|Oo
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3% peroxid

a b c d 0
0 0] 15| 19| 18 0| 20| 14,3| 17| 11| 13| 11 13 0| 14| 16| 20| 125
33| 32 31| 44| 41| 41| 48] 435| 41| 38| 39| 37)] 388| 39| 38| 41| 46 41
61| 59 59| 71| 69| 72| 74] 71,5| 56| 69| 65| 65| 638| 73| 69| 70| 75] 71,8 66
85| 85| 85,5 101| 98| 102| 102| 101| 93| 92| 93| 92| 92,5] 101| 97| 97| 100| 98,8
4% peroxid
a b C d 0
15| 18 19| 17| 17| 18| 13| 16,3| 12| 12| 17 0] 10,3] 22| 21| 16 0| 14,8
36| 43| 39,8| 37| 42| 43| 35| 39,3| 38| 37| 43| 39| 39,3| 45| 50| 40| 34| 42,3
62| 68| 648| 67| 68| 72| 66| 68,3| 55| 66| 69| 65| 63,8] 70| 75| 69| 63| 69,3 66
86| 91] 87,8] 96| 98| 99| 99 98] 91| 90| 92| 91 91| 98| 102| 103| 97] 100
studena voda
a b C d O
32| 32| 32| 38] 335] 34| 30| 36| 36 34] 30| 29| 29| 40 32| 33| 32| 38| 37 35
85| 80| 74| 86| 81,31 80| 73| 83| 81| 79,3| 77| 70| 75| 90 78] 88| 76| 86| 93] 85,8
133 | 129| 119 133| 129| 118| 107 | 115| 119| 115] 116| 110| 122| 137| 121]| 128| 120| 124 | 143] 129
150| 150| 150 150| 150§ 150| 144 | 150| 150| 149] 150| 150| 150| 150| 2150| 150| 150| 150| 150] 150
kontaminace kontaminace
horka voda
b C d O
34| 353| 51| 40| 39| 36| 415| 22| 30| 41| 29| 305] 29| 33| 31| 35 32
80] 83,8] 90| 89| 92| 76| 86,8|] 66| 70| 87| 74| 743]| 79| 70| 66| 84| 74,8
107| 124 128| 128| 118| 112| 122] 102| 104 | 121| 103| 108] 102| 101| 86| 103 98
150| 146 150| 150| 141 | 134 144 127| 137| 150| 132 137| 133| 122| 113]| 127] 124




PRILOHY

1% peroxid

b C d
32| 33,3] 41| 39| 39| 38| 39,3] 36| 38| 36| 25| 33,8] 46| 40| 31| 37] 385
78] 78,3] 90| 81| 81| 76 82| 84| 91| 81| 69| 81,3| 92| 83| 74| 88| 84,3
122| 121 132 123| 122| 113| 123]| 127| 136| 128| 112| 126| 139| 119| 120| 139| 129 4,6
150] 150] 150| 150| 150| 150| 150] 150| 150 | 150| 133| 146| 150| 150| 150| 150] 150
Kontaminace
3% peroxid
b C d
12] 9,75 0 0 0| 15| 3,75 0| 15| 16 0| 7,75 4| 15| 12 0| 7,75
21| 31,3| 17| 35| 22| 41| 28,8| 21| 48| 50| 20| 34,8] 16| 20| 18| 11] 16,3
66| 78,5] 59| 74| 62| 61 64| 75| 88| 94| 69| 815| 22| 25| 29| 20 24 6
114] 128] 100| 113| 111 | 126| 113| 119| 134 | 139| 113| 126| 48| 33| 43| 28 38
Kontaminace
4% peroxid
b C d
0 0 0 0 0 0 0 0] 12 0 0 3 0 0 0 0 0
13 12 7 0 0 71 3,5] 16| 18 0 0| 85| 16| 13 0| 13] 105
271 25,8 15| 14| 14| 17 15] 25| 30 0| 12| 16,8] 21| 17 0| 18 14 88 3
411 39,3] 25| 25| 22| 24 241 36| 41| 16| 20| 28,3|] 33| 32| 18| 31| 285




PRILOHY

4

PFiloha &. 4: Tabulky s p Firtistky mycelia v 7 dennich intervalech -> pokus €. 3

zalozeno 14. 9. 2011, ukon&eno 31. 10. 2011, 25 € a 30 T p fi méfeni vysledki

3% peroxid, 25T
a b C d O X
13| 17| 155| 11| 15| 16| 10 13 0| 15| 15| 12| 10,5| 18 6| 14| 19| 14,3
27| 34| 32,8] 29| 32| 34| 30| 31,3] 23| 30| 29| 30 28] 36| 29| 32| 36| 333
49| 53| 52,8] 53| 55| 55| 53 54| 50| 51| 51| 51) 50,8|] 57| 50| 54| 57| 54,5 0
70| 72| 725 73| 74| 74| 75 741 70| 71| 70| 70| 70,3| 77| 73| 73| 77 75
91| 88| 90,8] 92| 93| 93| 93| 92,8|] 88| 89| 88| 89| 885| 98| 92| 94| 96 95
107| 107| 108| 112| 112 112| 111} 122| 107| 107| 107 | 108] 107 118| 113| 111 | 117| 115
128 | 127| 128| 133| 134| 133 | 135| 134 124| 124| 126| 124] 125] 139| 132| 131 | 138| 135 0 0

4% peroxid, 25C
a b C d O X
16| 15| 11,3 12| 12| 12 0 9] 11| 16| 15| 17| 14,8 11 0 0| 16| 6,75
31| 30| 305| 26| 26| 26| 22 25| 27| 31| 31| 32) 30,3] 27| 19| 21| 30| 24,3
51| 51| 50,5| 46| 48| 48| 45| 46,8| 48| 51| 52| 52| 50,8] 47| 41| 42| 49| 44,8 A8 48
67| 70| 68,3|] 66| 67| 67| 60 65| 67| 68| 71| 71)] 69,3] 66| 59| 60| 67 63
86| 88 87| 82| 83| 85| 79| 82,3| 85| 86| 86| 89| 865| 82| 76| 76| 82 79
109 | 113| 110 101| 101| 102| 98| 101] 102| 103| 105| 106] 104] 100| 95| 92| 99] 96,5
138 | 136| 135 117 117 | 118 114| 117] 120| 124| 123 | 124 123] 117| 111| 109| 116] 113 $
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3% peroxid, 30C

a b C d O
15| 14| 145] 12| 15| 17| 22| 16,5| 20| 14| 21 0] 13,8] 13| 18 0| 20| 12,8
36| 35| 36,8] 34| 35| 40| 42| 378] 31| 35| 44| 34 36] 35| 41| 32| 42| 37,5
60| 59| 60,5] 59| 58| 64| 65| 615| 64| 63| 67| 62 64] 58| 65| 60| 65 62 62,0
84| 83| 84,3] 81| 83| 87| 86| 84,3] 87| 85| 90| 84| 865] 80| 91| 86| 90] 86,8

108 | 106| 108] 104| 106| 111] 111]| 108] 108| 108| 113| 107|] 109] 104| 111| 108| 116] 110

130| 133| 132] 129| 130| 135| 136| 133| 133| 133| 138| 130] 134| 127| 132| 127| 133] 130

150 | 150| 150] 150 150| 150| 150| 150| 150| 150| 150 | 150] 150| 145| 150 150 | 150| 149 49

4% peroxid, 30C

a b c d O
13| 13| 13,8] 14| 16| 14| 17| 153 10| 17| 16| 16] 148 13| 17| 15| 13| 145
30| 34| 32,8] 35| 38| 34| 36| 358] 32| 36| 35| 35| 345] 31| 35| 36| 31] 333
56| 55| 55,3] 57| 58| 57| 57| 57,3] 55| 57| 54| 57| 558| 54| 57| 58| 54| 558 6,0
78| 78| 775] 79| 78| 80| 79 79 75| 78| 76| 77| 76,5| 66| 77| 79| 76| 745

101| 101] 100] 100| 99| 98| 101| 995] 96| 98| 95| 97] 96,5] 98| 99| 97| 96] 97,5

123 | 124 124 122 | 123 | 120| 124| 122] 116 116| 115| 113] 115] 118]| 122| 120| 117] 119

143 | 144| 145] 146| 145| 143 | 146| 145| 136| 137| 133 | 131] 134| 136| 142 141 | 138] 139 40,8
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Priloha €. 5:

~/

Tabulky s p Fir

zalozeno 4. 10. 2011, ukonceno 31. 10. 2011, 24 < pfi méfeni vysledku

ustky mycelia v 7 dennich intervalech -> pokus

horka voda
a b c X
25| 21) 245| 28| 31| 29| 14| 255] 24| 18| 31| 26| 24,8
48| 48| 48,3] 55| 53| 56| 47] 52,8] 52| 45| 60| 53| 52,5
66| 69] 67,8 79| 76| 82| 73| 775] 74| 66| 75| 66] 70,3 8
71| 77 75| 99| 98| 96| 95 97| 95| 89| 103| 93 95
1% peroxid
a b C X
21| 26] 20,8] 30| 15| 32| 22| 24,8 0| 25| 13| 34 18
47| 57| 48,5| 59| 52| 58| 53] 555 42| 47| 43| 48 45
73| 78] 72,8] 84| 77| 85| 77| 80,8] 63| 68| 63| 48] 60,5
87| 98 91| 107| 107 | 114| 99| 107| 80| 85| 72| 48| 71,3
Kontaminace
3% peroxid
a b C X
21| 21 241 27| 21| 17| 26| 22,8] 19| 21| 23| 21 21
43| 45 46| 51| 45| 40| 52 47| 41| 44| 46| 44| 43,8
61| 65] 64,8] 72| 64| 62| 72| 675] 62| 66| 66| 65| 64,8 66
78| 80| 805 90| 86| 81| 94| 87,8] 80| 85| 85| 82 83

c.4
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4% peroxid

b C 0 X
22 15| 18| 23| 21| 18 201 24| 22| 17| 38| 25,3
37| 37,5] 36| 38| 42| 36 38| 44| 42| 35| 40| 40,3
55 55] 54| 56| 60| 56| 56,5] 53| 59| 56| 58| 56,5 6,0 6
70| 71,51 70| 72| 77| 74| 73,3|] 81| 78| 73| 76 77
horké voda
b C 0 X
21| 23,5] 18| 21| 22| 35 241 31| 45| 34| 30 35
52| 53,8] 49| 37| 60| 76| 555|] 69| 88| 70| 64| 72,8
97| 102| 90| 77| 102| 117| 96,5| 115| 136 121| 116| 122 06,8 10
142| 146] 150| 123| 150| 150| 143] 150| 150| 150 | 150] 150
1% peroxid
b C 0 X
19| 22,3] 19| 21 0| 27| 16,8 0 0| 35| 16| 12,8
34| 39,3] 34| 46| 21| 45| 36,5 0 0| 35| 16| 12,8
63| 71,3] 55| 73| 53| 45| 56,5 0 0| 35| 16| 12,8 46,8 A4
105) 108| 70| 73] 93| 45| 70,3 0 0| 35| 16| 12,8
Kontaminace Kontaminace
3% peroxid
b C 0 X
0 5 0| 14 0| 12| 6,5] 13| 14 6 0] 8,25
0| 155| 13| 17| 17| 12| 148| 24| 26 6| 18] 18,5
241 39,3 13| 22| 46| 37| 29,5| 49| 55| 25| 47 44 3
65| 67,8] 64| 63| 70| 61| 645| 70| 77| 71| 70 72
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4% peroxid
b C O X

0] 3,75 0 0| 12 71 475| 15| 14| 13| 16] 14,5
16 18 0 0] 18 7] 6,25| 23| 20| 19| 28] 22,5
43| 37,5 0| 18| 31| 26] 188] 38| 33| 34| 37] 355 0,6

64| 63,3] 48| 52| 60| 57| 54,3] 48| 45| 45| 48] 46,5
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Priloha €. 6:

Tabulky s p Firtistky mycelia v 7 - 8 dennich intervalech -> pokus

zalozeno 12. 6. 2012, ukonceno 11. 7. 2012, 24 < p fi méreni vysledku

destilovana voda + sterilni pelety

a b C ] X

15| 35] 235] 22| 27| 29| 30 27] 30| 29| 20| 15] 23,5

52| 56| 49.8] 50| 51| 56| 57] 535| 55| 53| 53| 50| 52,8

61| 66 60| 74| 78| 78| 81| 778] 83| 85| 78| 82 82

67| 78 70| 103| 103 | 107 | 115] 107} 110| 116| 107 | 105] 110

1% peroxid + sterilni pelety

a b C ] X

35| 38 36] 34| 31| 34| 36| 338] 38| 38| 39| 31] 365

64| 66| 655| 63| 60| 65| 67] 638] 67| 68| 69| 65| 67,3
100| 100| 101] 85| 89| 96| 96| 91,5] 103| 100| 101| 101| 101 08 98
140 | 134| 138] 129| 125] 132| 130| 129] 132 | 132 | 142| 134| 135

1% peroxid

a b C ] X

27| 34| 305]| 24| 20| 32| 21] 243| 29| 26| 31| 28] 285

57| 62] 56,8] 51| 46| 55| 52 51| 39| 49| 51| 48] 46,8

83| 100 89] 80| 79| 87| 79| 813] 81| 85| 81| 82| 82,3 K& 84

91| 117| 106| 104| 103| 113| 105] 106| 91| 109| 106| 107| 103

C.6
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3% peroxid + sterilni pelety

Kontaminace

a b C O X
20 26 23] 21| 20| 24| 17] 205] 19| 22| 21| 22| 21
46 49| 47,3| 43| 43| 46| 41| 43,3| 42| 44| 44| 451438
75 78] 753] 68| 68| 70| 69| 688] 67| 69| 67| 68]|67,8 NI
100| 102 101] 93| 92| 95| 96 941 91| 92| 92| 92]91,8
3% peroxid
a b C O X
23 25] 228] 21| 25|19| 22| 218] 20| 27| 26| 211|235
49 48| 48,3| 47| 49| 45| 47 47] 50| 51| 50| 471495
77 77 76| 74| 76| 74| 73| 743| 77| 78| 80| 77] 78 MeHeE 6
105| 104 103] 97| 101 98] 97| 98,3] 100| 102| 104 | 100| 102
4% peroxid + sterilni pelety
a b C O X
14 17| 175| 16| 18| 17| 17 171 18| 19| 27| 16| 20
36 38] 383] 41| 39| 39| 37 39| 38| 39| 47| 44| 42
58 59] 59,5] 60| 63|59 61] 608] 60| 60| 66| 63]623 )RS 6
81 80] 81,3] 82| 83|80 82] 81,8] 80| 80| 85| 85825
4% peroxid
a b C O X
23| 20| 20 21 21 22| 21)|15| 16| 185] 18| 22| 21| 19| 20
29| 27| 39 41 34| 42| 42| 39| 39] 40,5] 39| 43| 43| 42]418
29| 27| 39 41 34] 64| 65| 63| 63| 638] 62| 65| 64| 65| 64 9 4
29| 27| 39 41 34] 86| 89 87| 87] 87,3] 86| 87| 85| 89]86,8
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destilovana voda + sterilni pelety

b C 0 X
28] 36,3| 46| 43| 42| 41 43] 36| 37| 39| 40| 38
70] 73,8] 90| 90| 81| 88| 87,3] 78| 83| 80| 79| 80

116 121 138 144 | 129| 143 139 129| 122| 124| 128]| 126

150| 150| 150| 150| 150| 150| 150| 150| 150| 150| 150] 150

06)
N
06

1% peroxid + sterilni pelety

b C 0 X
13 12| 17| 13| 15| 24| 173| 18| 16| 17| 17| 17
39| 37,8] 40| 37| 43| 41| 40,3] 39| 42| 40| 42] 40,8
60| 60,5|] 60| 57| 60| 60| 59,3] 62| 61| 55| 61]59,8 K
80) 875| 81| 86| 79| 83] 82,3] 93| 81| 75| 95| 86

1% peroxid
b C O X
37] 37.8] 37| 36| 33| 34 35] 34| 45| 42| 39] 40
73] 805| 88| 77| 78| 78] 803| 78| 86| 81| 79| 81
114| 124 133| 128| 133| 123| 129 123| 129| 122| 125] 125 6 6
150] 150 150| 150| 150| 150| 150f 150| 150| 150| 150] 150

3% peroxid + sterilni pelety

b C 0 X
6 9] 12| 12| 13| 15 13 0| 13| 12| 13] 95

20] 19,8] 20| 20| 22| 24| 215| 19| 20| 26| 23] 22

271 285| 33| 31| 32| 35| 328] 35| 34| 38| 35]355
40| 415] 45| 40| 45| 48] 445] 47| 45| 48| 511478
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3% peroxid

b C ]
141113 11| 11| 14| O 9] 15 6| 14| 12]118
20] 22,5 18| 20| 20| 16]185] 29| 24| 24| 21]|245
35]1348] 33| 33| 34| 29|323] 39| 40| 48| 36]408
49| 51| 50| 49| 47| 46| 48] 56| 56| 54| 52|54,5

4% peroxid + sterilni pelety

b C O
12 6 0 0 0| 12 3 0| 12| 12| 12 9
16| 16 17 0| 15| 19]128 0| 16| 19| 19]135
211 22| 26| 20| 22| 24| 23| 22| 23| 28| 26|248
35]37,3] 38| 35| 37| 371368] 37| 35| 40| 39]378

4% peroxid

b C O
121113 6| 10| 10| 12| 95| 10| 12| 12 6] 10
18] 17,8 18| 18| 17| 20|18,3] 19| 20| 20| 18]193
291288 27| 31| 28| 31]1293] 28| 28| 29| 27| 28k
411408 38| 41| 38| 40139,3] 39| 41| 41| 41]40,5




