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|. WSTEP

Obecnie grzyby uprawne sg uznawane za zywnos$¢ funkcjonalng, czyli takg ktora, oprocz
dostarczania niezbednych sktadnikéw odzywczych, korzystnie wptywa na zdrowie czlowieka
dzigki ich naturalnej zdolnosci do gromadzenia substancji o potencjale prozdrowotnym.
Technologie upraw grzybow sa ciagle udoskonalane, a najwiecej grzybow uprawia si¢ i
spozywa w Chinach — ponad 90% $wiatowej produkcji. Polska jest europejskim liderem w
produkcji pieczarki, rosnie réwniez produkcja boczniaka ostrygowatego, natomiast uprawa
innych gatunkow grzybow jest obecnie w Polsce sladowa.

W zrealizowanym projekcie, w wyniku ktorego powstal niniejszy poradnik, dotyczgcym
ekologicznych upraw grzybow lesnych, nadrzgdnym celem bylo opracowanie metody ich
otrzymywania w warunkach komercyjnych i uniezaleznienie firm od ich czasowego
wystepowania w §rodowisku naturalnym oraz rozszerzenie oferty petlnowarto$ciowej
zywnosci dla konsumentéw. Zmienno$¢ w wystepowaniu okreslonych gatunkéw grzybow
leSnych w réznych latach bardzo czg¢sto prowadzi do wahania cen oraz probleméw z
realizacja podjetych zobowigzan. Sezonowo$¢ wystepowania owocnikdw moze prowadzi¢ do
wycofywania si¢ firm z dzialalnosci w sektorze rolnictwa ekologicznego ze wzgledu na
wysokie ryzyko jej prowadzenia. Warto podkresli¢, ze grzyby zostaly wprowadzone do
uprawy znacznie pdzniej niz rosliny, a pierwsze potnaturalne plantacje byly zaktadane od X
wieku w Chinach. Technologie upraw grzybow w skali wielkotowarowej zostaty opracowane
dopiero w drugiej polowie XX wieku, natomiast obecnie mozna zaobserwowa¢ dynamiczny
rozw6] tego sektora ogrodnictwa, dotyczacy nie tylko powierzchni upraw, ale takze
réznorodno$ci gatunkowej i odmianowej. Wedlug danych FAO, w 2020 roku $wiatowa
produkcja grzybow wyniosta ponad 40 mln ton, a wartos¢ ta podwoila si¢ w ciggu ostatnich
dwoch lat [1]. Wigkszo$s¢ upraw zlokalizowana jest w Chinach, dlatego doktadne
oszacowanie ich powierzchni oraz sktadu gatunkowego jest trudne, ze wzgledu na brak
precyzyjnego monitoringu. Zgodnie z dostepnymi danymi w 2013 roku najpowszechniej
uprawianym gatunkiem grzyba byt twardnik japonski Lentinula edodes — stanowiacy 22%
globalnej produkcji, kolejno gatunki z rodzaju boczniak Pleurotus spp. — 19% globalnej
produkcji oraz gatunki z rodzaju uszak Auricularia spp. — 18% globalnej produkcji. Z kolei
najbardziej znana w Europie i Ameryce Polnocnej pieczarka dwuzarodnikowa Agaricus

bisporus znalazta si¢ dopiero na 4 miejscu. Jednak majac na uwadze dynamiczny wzrost



produkcji grzybow, wartosci te ciggle ulegajg zmianie, a niestety dane w dostepnym
pis$miennictwie naukowym nie sg aktualizowane [1,2].

Obecnie istnieje duze zainteresowanie zywno$cig, ktéra oprocz dostarczania
podstawowych warto$ci odzywczych ma pozytywny wpltyw na funkcjonowanie organizmu
cztowieka i stanowi profilaktyke zdrowotng, dlatego otrzymywanie grzybow w uprawach i
ich dostepnos¢ dla konsumentoéw jest niezwykle istotna [3,4]. Nalezy podkresli¢, ze wcigz
wiele gatunkéw grzybow jest uprawianych w niewielkich ilo$ciach lub pozyskiwanych
jedynie ze stanowisk naturalnych [1-3]. Za jadalne uznaje si¢ okoto 3000 gatunkow grzybow,
Z czego okoto 100 z nich pozyskuje si¢ komercyjnie, a tylko 10 gatunkéw pozyskuje si¢ na
skalg przemystowa. Na podstawie badan naukowych udowodniono wiele prozdrowotnych
wiasciwosci grzybow. Sa to miedzy innymi wlasciwos$ci przeciwzapalne, immunomodulujace,
przeciwcukrzycowe, antyoksydacyjne, hepatoprotekcyjne, przeciwnowotworowe,
przeciwmiazdzycowe, przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze [5-8].
Grzyby sg bogatym zrédlem roznorodnych zwigzkoéw, a do najcenniejszych z nich naleza
polisacharydy, terpenoidy, zwiazki fenolowe, zwiazki indolowe, karotenoidy, flawonoidy,
sterole, witaminy, lowastatyna, ergotioneina oraz biopierwiastki [3-8].

W publikowanych badaniach i obserwacjach populacyjnych wykazano, ze konsumenci
bardzo duza wage przywigzuja do sposobu produkcji 1 wptywu tej produkcji na srodowisko
naturalne i klimat. Nie tylko poszukuja zywnosci ze wzgledu na sktad, ale rowniez ze
wzgledu na ekologiczny rodzaj produkcji. W zrealizowanym projekcie podjgto sig¢
opracowania nowego sposobu ekologicznej produkcji pieciu  gatunkéw  grzybow
wystepujacych w srodowisku naturalnym, a takze majgcych znaczenie w profilaktyce wielu
chordb cywilizacyjnych.

W  zrealizowanym projekcie zatozono ekologiczne uprawy nastepujacych gatunkow

grzybow:

1. Opienka miodowa Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. to gatunek grzybow z rodziny
obrzekowcowatych (Physalacriaceae), a takze nazwa zbiorowa dla kompleksu drobnych
gatunkéw (,,kompleks opienkowy” Armillaria mellea sensu lato) wyodrebnionych w latach

70. XX wieku z wczesniej szeroko ujmowanego gatunku (Fot. 1.).



Fot. 1. Owocniki opienki (fotografia Bozena Muszynska)

Kapelusz, o $rednicy 3—13 cm, poczatkowo jest potkulisty, z wiekiem sptaszczony. Mtode
owocniki sg barwy miodowozoéltej, dojrzale zmieniajg zabarwienie na oliwkowobrazowe.
Powierzchnia kapelusza jest pokryta drobnymi czerwonobragzowymi, brazowymi lub
czarnymi luskami, o najwigkszej koncentracji w centrum. Blaszki poczatkowo biatawe, z
czasem robig si¢ bezowordzowawe, z brazowawymi plamami. Trzon osigga 8-18 cm
wysokosci 1 0,5-2,5 cm grubosci, zottawy, czerwonobrgzowy lub czarnobrazowy w gornej
cze¢$ci, z bloniastym zlotozottym pierScieniem. Migzsz trzonu jest biaty. Wysyp zarodnikéw
jest biaty, zarodniki sg elipsoidalne i gladkie.

Opienka miodowa wystepuje na wszystkich kontynentach, z wyjatkiem Antarktydy 1
Ameryki Potudniowej. W Europie Srodkowej i w Polsce jest powszechna. Owocuje
najczesciej jesienig, od wrzesnia do listopada. Zwykle ro$nie gromadnie, czasami bardzo
licznie. Bytuje na drewnie (pnie, pniaki, gatezie, korzenie) gatunkéw drzew lisciastych w
lasach, ogrodach, parkach i sadach. Surowe opienki s w smaku poczatkowo lagodne,

natomiast pozostawiajg cierpki posmak. Zapach maja staby, ale przyjemny. Sa smaczne,



twarde, o tykowatym, mniej wykorzystywanym do konsumpcji trzonie. Do spozycia uzywa
si¢ najczesciej mtode kapelusze.

Badania skfadu chemicznego owocnikow wykazaty obecnos¢ P—glukanu z czgéciag
peptydowa o wilasciwosciach przeciwnowotworowych. Nowsze badania udowodnity
wystepowanie polisacharydow o innej strukturze — o—glukanow. Polisacharydy obecne w
owocnikach reprezentowane sa rowniez przez glikogen oraz skladniki niepodlegajace
trawieniu, takie jak celuloza, chityna i mannany. Zwiazki te obnizaja stezenie frakcji LDL
cholesterolu (w krwi 1 w watrobie) oraz triacylogliceroli w surowicy, zmniejszajagc w ten
sposob ryzyko powstania chordéb uktadu krazenia. Chityna 1 glukany wptywaja na uklad
immunologiczny, obnizajg ci$nienie krwi, maja dzialanie hipoglikemiczne, przeciw-
bakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwzapalne. Z kolei sterole reprezentowane sg przez
ergosterol oraz nadtlenek ergosterolu, wykazujacy wlasciwosci przeciwnowotworowe.
Sposrod zwigzkéw indolowych potwierdzono obecno$é tryptaminy, serotoniny, tryptofanu i

melatoniny [9].

2. Plomiennica zimowa Flammulina velutipes (Curtis) Singer to gatunek grzyba z rodziny

obrzgkowcowatych (Physalacriaceae) (Fot. 2.).

Fot. 2. Owocniki ptomiennicy zimowej (fotografia Bozena Muszynska)
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Kapelusz owocnika ma $rednice od 1 do 7 cm, jest potkulisty u mlodych egzemplarzy,
staje si¢ ptaski u starszych, o kolorze zottopomaranczowym, pomaranczowym lub
z6ttobrazowym. Staje si¢ §liski i btyszczacy w wilgotnych warunkach. Blaszki sa poczatkowo
biate, pdzniej zmieniajg si¢ na ochrowozoétte, sg rzadkie 1 wypukte. Trzon osigga 5-10 cm
wysokosci, jest cylindryczny, czg¢sto zakrzywiony, czarnobragzowy u gory i pokryty brazowym
zamszem u dolu. Nie posiada pierScienia. Migzsz jest elastyczny, bialy lub kremowy, nie
zmienia koloru po przekrojeniu. Wysyp zarodnikéw jest bialy, a zarodniki cylindryczne i
bezbarwne.

Plomiennica zimowa wystepuje na calej potkuli pdinocnej, gltéwnie w regionach o
umiarkowanym klimacie. W Polsce jest gatunkiem bardzo pospolitym. Owocuje od
pazdziernika do grudnia, a w trakcie tagodnego okresu zimowego moze kontynuowaé wzrost
nawet do marca. Jest odporna na mroz 1 nie ulega gniciu. Jej naturalne siedlisko to pnie drzew
liSciastych. Ros$nie zazwyczaj w kepach, zar6wno na martwych, jak 1 zywych drzewach,
nawet na znacznej wysoko$ci nad ziemig. Mozna ja znalez¢ zar6wno w lasach lisciastych i
mieszanych, jak i w parkach, a nawet ogrodach. Wystepuje na réznych gatunkach drzew
liSciastych, takich jak bez czarny, brzoza brodawkowata, buk, dab, grab, gtoég, klon, lipa,
topola, wierzba 1 wigz. Jest grzybem jadalnym, charakteryzujagcym si¢ smacznym migzszem,
ktory nadaje si¢ do przyrzadzania zup 1 marynowania. Grzyb ten jest zaréwno saprotrofem
(rozktada martwa materi¢ organiczng) jak 1 pasozytem.

Plomiennica zimowa jest zrodlem selenu, fosforu, zelaza, potasu, siarki, polisacharydow
(w tym B—glukanow), steroli oraz kwasu linolowego. Zawiera okoto 2-3 gramow biatka na
100 graméw. Jest takze bogatym zrodtem witamin z grupy B, takich jak tiamina, ryboflawina
1 niacyna, a takze witaminy D, zwlaszcza jesli jest wystawiona na dzialanie promieni
stonecznych. W jej sktadzie znajduja si¢ przeciwutleniacze, w tym ergotioneina i1 glutation.
Zawiera mniej niz 1 gram tluszczu na 100 gramow, co sprawia, ze jest odpowiednia w diecie
niskotluszczowej. Sktadniki ptomiennicy zimowej wykazuja zdolno§¢ wzmacniania uktadu
odpornosciowego, posiadajg silne wlasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwzapalne,
antymutagenne oraz hepatoochronne. Dodatkowo, wplywaja na regulacje poziomu
cholesterolu catkowitego, wplywaja na metabolizm, szczegdlnie thuszczéw, wspieraja
perystaltyke jelit oraz promuja rozwoj flory bakteryjnej. Ponadto, maja dzialanie
spowalniajgce procesy neurodegeneracyjne, wptywaja korzystnie na prace i1 rozwoj mozgu,

zwickszaja pamie¢ 1 zdolno$¢ koncentracji, wykazujg wihasciwosci przeciwwirusowe i



przeciwbakteryjne, mogga ogranicza¢ nasilenie objawoéw alergii, zmniejsza¢ ryzyko

wystgpienia anemii oraz poprawia¢ funkcjonowanie uktadu sercowo—naczyniowego [10].

3. Polowka wigzkowa Cyclocybe aegerita (Brig.) Kiihner to gatunek grzybow z rodziny

pierscieniakowatych (Strophariaceae) (Fot. 3.).

Kapelusz owocnikéw o $rednicy od 8 do 200 mm, na poczatku jest wypukly do
potkolistego, w miar¢ wzrostu staje si¢ splaszczony. Jest barwy brunatnej, ciemniejszy w
centrum i jasniejszy na brzegach. W stadium primordium, czyli w poczatkowej fazie rozwoju
owocnika, zawigzek kapelusza jest ciemnobragzowy. Powierzchnia kapelusza bywa gtadka,
cho¢ u niektérych osobnikow moze mie¢ bruzdy. Blaszki sg poczatkowo biate lub szarawe, w
miar¢ dojrzewania owocnika stajg si¢ koloru czekoladowobrazowego. Sa $rednio szerokie,
ciasno osadzone, moga by¢ zrosnigte z trzonem, wygiete w stron¢ trzonu lub zbiegajace, o
brzegach gladkich lub delikatnie drobno karbowanych. Trzon jest biaty lub jasnobrazowy,
posiada wyrazny pierScien w gornej czesci, jest okragly w przekroju, ma dtlugos¢ od 10 do
150 mm 1 grubo$¢ od 2 do 25 mm. Migzsz barwy biatej, ma przyjemny zapach. Zarodniki sg
ciemnobrazowe, wydtuzone, gtadkie, a niektore z nich wydzielajg olejopodobne kropelki.
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Polowka wigzkowa wystepuje na wszystkich kontynentach. W krajach Europy Srodkowej i
Potnocnej oraz w poinocnej czesci Standow Zjednoczonych grzyb ten spotykany jest rzadziej.
Rosnie zwykle w skupiskach, na starych lub martwych pniakach i gatgziach topoli, wierzby,
wigzow, jesiondw, bzu czarnego, robinii. Mtode owocniki posiadaja delikatny smak. Nadaja
si¢ do suszenia, podczas ktorego zyskujg intensywny grzybowy aromat.

Ten gatunek wyroznia si¢ wysoka zawartoscig biatka wynoszaca od 39,0% do 46,8% w
przeliczeniu na suchg mas¢. W owocnikach obecne sg ponadto f—glukany, zwigzki fenolowe,
sterole, triterpenoidy. Ekstrakty z owocnikow wykazuja dzialanie antyoksydacyjne,
przeciwnowotworowe, sedatywne (uspokajajace) oraz przeciwgrzybicze. Wykazujg takze
zdolno$¢ do obnizania poziomu tréjglicerydow i cholesterolu we krwi. Ekstrakty z poléwki
moga odgrywaé role w profilaktyce nowotworéw, poniewaz dzialaja antymutagennie,

zawierajg ponadto substancje o dziataniu antybiotycznym [11].

4. Sopléwka jezowata Hericium erinaceus (Bull.) Pers. to gatunek grzybow nalezacy do
rodziny sopléwkowatych (Hericiaceae) (Fot. 4.).

Fot. 4. Owocnik soplowki jezowatej (fotografia Bozena Muszynska)



Owocnik jest kulisty lub poduchowaty, czasami strzechowaty, wielkosci od 8—20 c¢cm, ale
dorastajagcy nawet do 30 cm. Poczatkowo jest bialy, nastepnie biatokremowy, zo6ttosiny,
dojrzaty — ochrowobragzowawy. Przyrasta do drzewa bokiem lub bulwiasta cz¢scia, ktora w
starszych okazach drewnieje. Jest gesto pokryty kolcami o dlugosci 2—6 cm 1 o grubosci (przy
podstawie) 1,5-2 mm. Kolce za mlodu sg biatawozolte, z czasem przybierajg kolor od
zottopomaranczowego do siwobragzowawego. Miazsz barwy bialej jest zwarty, elastyczny,
wioknisty o stodkawym smaku. Zarodniki sg barwy bialej.

Wystepuje w Ameryce Potnocnej, Europie i Azji. W Polsce to gatunek rzadki. Jest
grzybem saprotroficznym rozwijajacym si¢ na martwym drewnie lub pasozytem
zasiedlajacym zywe, starsze lub oslabione drzewa. Ros$nie w lasach liciastych ze starym
drzewostanem, gtoéwnie na pniach starszych drzew w ich dolnej czesci, do wysokosci kilku
metrow na pniach bukéw i dgbow. W Polsce od 1995 r. podlega ochronie $cistej bez
mozliwo$ci zastosowania wyltaczen spod ochrony uzasadnionych wzgledami gospodarki
rolnej, lesnej lub rybackie;.

Soplowka jezowata akumuluje liczne zwigzki bioaktywne, do najwazniejszych zaliczamy:
erinacyny, zwiazki wplywajace na pracg moézgu i wytwarzanie komoérek nerwowych;
hericenony, zwigzki wspomagajace produkcje czynnika wzrostu nerwow (NGF);
polisacharydy (w tym B—glukany); aminokwasy; kwasy ttuszczowe; liczne pierwiastki (fosfor,
potas, cynk, german, zelazo, selen); witamine D. Ekstrakty z soplowki jezowatej aktywnie
stymuluja prace uktadu nerwowego poprzez wspomaganie wytwarzania komorek nerwowych;
poprawiaja funkcjonowanie moézgu, zwlaszcza w obszarze koncentracji 1 pamigci;
zapobiegaja rozwojowi demencji; zmniejszaja skutki choroby Parkinsona i Alzheimera.
Polisacharydy oraz zwiazki o strukturze terpenow stymulujg rowniez uktad odpornosciowy, a
z tym dzialaniem zwigzana jest tez aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Potwierdzono, ze
ekstrakty lub pojedyncze wyizolowane zwiazki dziataja hipoglikemicznie, hipotensyjnie,
hipolipidemicznie oraz zmniejszaja ryzyko rozwoju choroby wrzodowej. Ponadto zwiazki

zawarte w owocnikach wptywajg na przyspieszanie procesu gojenia si¢ ran [12].

5. Zolciak siarkowy Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill to gatunek grzybéw z rodziny

Laetiporaceae (Fot. 5.).
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Fot. 5. Owocniki z6lciaka siarkowego na robinii pseudoakcji (fotografia Bozena Muszynska)

Owocnik nie ma typowego trzonu, rosnie bezposrednio na pniu drzewa osiggajac $rednice
1040 cm, czesto wystepuje warstwowo. Mlode okazy moga by¢ bulwowate, a starsze staja
si¢ wachlarzowate, poétkuliste lub nieregularnie zdeformowane. Goérna powierzchnia
kapelusza jest nierowna, siarkowozotta z odcieniami pomaranczowymi. Brzeg kapelusza jest
nieregularny, falisty, czasem cytrynowy. Hymenofor jest rurkowaty, z krotkimi rurkami o
dhugosci 1,5-5 mm, poczatkowo siarkowozotty, podzniej ochrowozolty. Miazsz jest bialawy
lub kremowy, migkki i soczysty u mtodych owocnikéw, a u starszych staje si¢ kruchy i zbity.
Wysyp zarodnikow jasnozoélty, zarodniki bezbarwne, gladkie, o ksztalcie od jajowatego do
owalnego. Zotciak siarkowy jest gatunkiem kosmopolitycznym, wystepujacym na wszystkich
kontynentach poza Antarktydg. Jest rozpowszechniony na poétkuli pdtnocnej, zwlaszcza w
Ameryce Péinocnej 1 Europie. Wystepuje powszechnie rowniez w Polsce.

Ros$nie jako jednoroczny owocnik od kwietnia do pazdziernika, gtownie wiosng. Czesto
mozna go znalez¢ w parkach, na drzewach przydroznych, w sadach i ogrodach. W lasach
wystepuje znacznie rzadziej. Zokciak siarkowy rozwija sie gtéwnie na drzewach lisciastych, a
sporadycznie na drzewach iglastych. Mtode owocniki zolciaka siarkowego sg jadalne po

przetworzeniu. Starsze owocniki sg niejadalne ze wzgledu na bardzo zbitg teksture.
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W analizach sktadu chemicznego owocnikow wykazano, ze w owocnikach dominujg
weglowodany oraz proteiny, a niska jest zawarto$¢ tluszczow. Dzigki malej wartosci
kalorycznej (375 kcal w 100 g) grzyb ten z powodzeniem moze by¢ stosowany w dietach
niskokalorycznych. Zawarto$¢ biatka w tym gatunku moze wynosi¢ od 10% do 30% suchej
masy, a zawarto$¢ weglowodanow okoto 40-50% suchej masy. W zoélciaku siarkowym
obecne s3 witaminy z grupy B (np. niacyna, ryboflawina i kwas pantotenowy) oraz
pierwiastki takie jak potas i miedz. Wystepuje w nim trehaloza, mannitol, ponadto obecne sg
tokoferole o, y— i 6-tokoferol. Polisacharydy reprezentowane sg gtownie przez B—glukany,
ktore posiadaja wilasciwosci immunostymulujace, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne,
przeciwwirusowe, hipoglikemiczne i antyoksydacyjne. W gatunku tym wystepuja takze
lektyny dzialajace hemaglutynujaco i hemolitycznie, kwasy tluszczowe (palmitynowy,
oleinowy, linolowy), korzystne w chorobach sercowo-naczyniowych, triterpeny, glownie
typu lanostanu (kwasy: eburikowy, sulfurenowy, acetyloeburikowy, acetylotrametenolowy,
15a—hydroksytrametenolowy, 3—oksysulfurenowy) wykazujace dziatanie przeciwnowo-
tworowe i cytotoksyczne, ponadto zwigzki fenolowe (kwas p—kumarowy, kwercetyna,
kemferol, kwas kawowy, (+)-katechina, kwas galusowy oraz kwas 5-kawoilochinowy).
Wodne wyciagi z zotciaka siarkowego dziatajg przeciwdrobnoustrojowo wobec licznych
patogendéw powodujacych psucie si¢ zywnosci [13].

Wybor ww. gatunkow grzyboéw do upraw poprzedzony byt konsultacjami z firmami
dziatajacymi w branzy zbioru i uprawy grzybow, w tym réwniez z innymi firmami z branzy
produkcji ekologicznej. Analizowaty one, na jakie gatunki wytwarzane w sposob ekologiczny
jest zapotrzebowanie 1 jakie gatunki sg poszukiwane na rynku. Jednocze$nie firmy te wyrazity
zainteresowanie wdrozeniem wypracowanych technologii. Firmy te s3 rowniez uwzglednione

w dzialaniach zwigzanych z rozpowszechnianiem wynikow projektu.

Il. CEL WPROWADZENIA NOWYCH GATUNKOW DO UPRAW

Zwiazki bioaktywne pozyskane z owocnikéw lub grzybni wybranych gatunkow, takich jak
Armillaria mellea, Cyclocybe aegerita, Flammulina velutipes, Hericium erinaceus czy
Laetiporus sulphureus, odgrywaja istotng rolg w prewencji chorob zwigzanych z rozwojem
cywilizacji. Moze to skutkowa¢ wzrostem zapotrzebowania na te konkretne gatunki grzybow.
Przy wlasciwej 1 zoptymalizowanej technice pozyskiwania owocnikow, mozliwe bedzie

wprowadzenie tych gatunkéw do upraw przez rodzimych producentow.
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W zwigzku z tym, celem rozpoczecia upraw byto opracowanie, po raz pierwszy, wiasnej
metody ekologicznej uprawy wybranych gatunkow grzybow lesnych.

Gléwnym celem bylo wyeliminowanie koniecznosci polegania na sezonowym
wystepowaniu tych grzybow w $rodowisku naturalnym, co w konsekwencji moze
spowodowac zwigkszenie dostepnosci tych gatunkow dla konsumentow.

Celem zrealizowanego projektu byto rowniez rozszerzenie oferty gatunkow uprawowych i
mozliwe wprowadzenie do obrotu jadalnych grzyboéw lesnych otrzymywanych w
ekologicznych uprawach. W ramach tych dziatan, prowadzono proces certyfikacji upraw
zgodnie z przepisami dotyczacymi rolnictwa ekologicznego (okre$lone sa w czgsci 1 —
Przepisy dotyczace produkcji roslinnej zatacznika II do rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (UE) 2018/848 z dnia 30 maja 2018 r. w sprawie produkcji ekologicznej
i znakowania produktow ekologicznych i uchylajgcego rozporzqdzenie Rady (WE) nr
834/2007. Zgodnie z tymi przepisami:

W przypadku produkcji grzybow dopuszczalne jest stosowanie podlozy, ktore zawierajq
wylqgcznie ponizsze czesci sktadowe:

b) produkty pochodzenia rolnego inne niz te, o ktorych mowa w lit. a), pochodzgce z
ekologicznych jednostek produkcyjnych;

c) torf niepoddany obrobce chemicznej,

d) drewno nieimpregnowane srodkami chemicznymi po Scigciu,

e) produkty mineralne, o ktorych mowa w pkt 1.9.3, woda i gleba).

Produkcja podtoza kazdorazowo wymaga zatem specjalistycznej wiedzy, natomiast sama
uprawa grzybow na przygotowanych kostkach moze by¢ prowadzona w mniej wymagajacych
warunkach — uprawowym tunelu klimatycznym, co moze zosta¢ odtworzone po odpowiednim
przeszkoleniu oséb, ktore zajma sie¢ ekologiczng produkcja owocnikow grzybow.

Nadrzgdnym rezultatem zrealizowanego projektu jest opracowanie kompleksowej
technologii upraw grzybow dla gospodarstw — od otrzymania kostki uprawowej po zbior
owocnikow, co szczegdtowo opisano ponizej i co stanowi¢ bedzie podstawe dla gospodarstw

decydujacych si¢ na ekologiczng produkcje grzybow lesnych.

I11. INSTRUKCJA PROWADZENIA UPRAW WYBRANYCH GATUNKOW
GRZYBOW LESNYCH METODAMI EKOLOGICZNYMI

1. Pozyskanie grzybni matecznej wybranych gatunkow grzybow jadalnych/dziko-

rosngcych w postaci kultury mycelialnej — charakterystyka metody
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Kultury mycelialne odgrywaja kluczowa role w uprawie grzyboéw, stluza one do
zaszczepiania podtozy statych, takich jak zboze lub inne materialy bogate w sktadniki
odzywcze. Jest to metoda bardziej precyzyjna w pordéwnaniu do inokulacji zarodnikami i
przyspiesza kolonizacj¢ podloza przez grzybnie. W produkcji grzybow na masowa skale
czgsto wykorzystuje si¢ grzybni¢ mateczng w postaci kultury ptynnej. Umozliwia ona
zaszczepienie duzych ilos$ci podlozy statych i1 usprawnia proces wytwarzania owocnikow.
Kultury mycelialne stanowig wazny element nowoczesnej biotechnologii i stuzg nie tylko
masowemu rozmnazaniu owocnikow, ale takze ich doskonaleniu (hodowli nowych odmian)
lub pozyskiwaniu z nich cennych metabolitow np. do produkcji lekow czy kosmetykow
[14,15].

Kultura mycelialna to hodowla grzybni prowadzona na syntetycznym podlozu, przy

zapewnieniu sterylnych warunkow [16].

Kultury mycelialne — podstawowe terminy

Ponizej zebrano podstawowe terminy nawigzujace do opisywanej metody:

KULTURA MYCELIALNA - hodowla grzybni (mycelium), prowadzona w naczyniach
szklanych lub plastikowych, na specjalnie dobranych pozywkach, w kontrolowanych,
sterylnych warunkach.

MYCELIUM, grzybnia — wegetatywna czgs¢ grzyba skladajaca sie z sieci rozgatezionych
strzepek. Jest odpowiedzialna za wchtanianie skladnikéw odzywczych i stuzy jako podstawa
do wzrostu 1 rozwoju kolonii grzybow. U grzybow mozna wyr6zni¢ nastgpujace stopnie
organizacji budowy: pojedyncza komorka = strzepka = grzybnia = owocnik lub
przetrwalnik.

Wyrdznia si¢ dwa rodzaje grzybni:

e grzybnia substratowa, zwana tez grzybnig wegetatywng, wewnetrzng, wgltebna,
podtozowa lub pozywkowa — grzybnia wnikajaca w podtoze i pobierajaca z niego
wodeg 1 sktadniki odzywcze

e grzybnia powietrzna, zwana tez grzybnig rozrodcza, zewngtrzng, powierzchniowg —
rozwijajaca si¢ na powierzchni podloza, czgsto w postaci puchu. Shuzy do
oddychania 1 rozmnazania.

STRZEPKI - nitkowate struktury, z ktorych zbudowana jest grzybnia, czyli organizm
grzyba. Strzepki maja posta¢ prostych lub poskrgcanych rurek wypeionych cytoplazma, w

ktorej znajduja si¢ organella komorkowe. Mogg sktada¢ si¢ z komorek jednojadrowych lub
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wielojadrowych zwanych komoérczakami. U wigkszosci grzybow Sciana komorkowa zawiera
chityne. W strzgpkach grzyboéw brak jest plastydow, nie zawieraja one skrobi, wystepuje
natomiast glikogen oraz substancje tluszczowe. Obecne sg liczne wakuole. Strzepki moga
zawiera¢ barwniki. Dlugo$¢ strzepki jest nieokreslona, cechuje ja bowiem nieograniczony
wzrost. Grubos¢ strzepek wynosi od 1 do 30 um, najczesciej 5—10 um.

EKSPLANTAT — wyodrgbniony fragment owocnika (np. warstwa zarodnikotworcza,
fragment kapelusza, trzonu) uzyty, jako materiat wyjsciowy do zatozenia kultury mycelialnej
na podtozu staltym.

INOKULUM - zawiesina zarodnikow grzyba (czasem fragmentdéw strzepek) przygotowana
w celu zalozenia kultury mycelialnej, stanowi ono materiat wyjsciowy do zatozenia ptynnej
kultury mycelialnej.

PASAZOWANIE - przeniesienie komorek ze starego naczynia hodowlanego do nowych
naczyn, zawierajacych §wieza pozywke.

STERYLIZACJA — proces eliminowania obecno$ci mikroorganizméw, takich jak bakterie i
konkurencyjne grzyby, w pozywce hodowlanej. Sterylizacja ma kluczowe znaczenie dla
utrzymania warunkow aseptycznych i zapobiegania zanieczyszczeniu kultur grzybni.
OWOCNIK - karpofor, sporofor, sporokarp — zbita cze$¢ grzybni, w ktorej na zewnatrz lub
wewnatrz powstaja zarodniki ptciowe. Owocniki wystepuja gtownie u grzyboéw wyzszych:
workowcow 1 podstawczakdéw. Ich budowa jest charakterystyczna dla roznych grup grzybow.
Wyr6znia si¢ w nich dwa rodzaje grzybni: ptonng — hamatecjum, stanowiaca rusztowanie —

1 zarodniono$ng — hymenium (obtocznig), w ktdrej wytwarzane sg zarodniki.

Podtoza stosowane w kulturach mycelialnych

Warunkiem wzrostu kultury mycelialnej jest zaspokojenie potrzeb pokarmowych danego
gatunku. Eksplantaty i rozwijajace si¢ kultury mycelialne wymagaja odpowiednich podiozy
hodowlanych. Sktad chemiczny pozywki jest jednym =z najwazniejszych czynnikéw
determinujacych rozwdj mycelium w kulturach mycelialnych. Rozbudowany aparat
enzymatyczny pozwala grzybom wykorzystywac¢ zrodta sktadnikéw odzywczych o réoznym
stopniu ztozono$ci. Z pozywka nalezy dostarczy¢ zrodlo wegla, Zrédlo azotu, makro—

1 mikroelementy, opcjonalnie mozna doda¢ niektore witaminy [17,18].

Zrédlo wegla
Grzyby s3 organizmami heterotroficznymi, co oznacza, ze pozyskuja wegiel ze zwigzkow

organicznych, a nie bezposrednio z dwutlenku wegla w atmosferze. Mozna stosowa¢ rézne
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zrodta wegla w zaleznosci od gatunku grzyba i pozadanego wyniku hodowli grzybni. Zrodto
wegla stanowig najczgsciej sa cukry proste, gldownie glukoza i fruktoza. Rzadziej stosowane
sg disacharydy — sacharoza, maltoza, laktoza czy polisacharydy (skrobia). Mozna réwniez
wykorzysta¢ materiaty naturalne bogate w weglowodany, takie jak melasa, ekstrakt stodowy
czy syrop kukurydziany. Gatunki, ktére majg zdolno$¢ rozktadania materiatow ligno-
celulozowych — grzyby rozktadajace drewno — moga wykorzystywac celuloze, hemiceluloze i
ligning, jako zrédla wegla. Przyklady materialow lignocelulozowych stosowanych w
kulturach mycelialnych obejmujg trociny, wiory drzewne, stome i odpady rolnicze. Wybor
zrodta wegla zalezy od wymagan zywieniowych gatunku, pozadanego tempa wzrostu oraz

pozadanych metabolitow lub produktow, ktore majg by¢ otrzymane z grzybni [19,20].

Zrédlo azotu

Azot stanowi drugi kluczowy pierwiastek istotny dla wzrostu grzybni. W organizmach
grzybow azot wystepuje w formie zredukowanej. Jony amonowe sg tatwo przyswajalne, ale
wysokie stezenie tych jondw w srodowisku moze by¢ toksyczne dla grzybow. Azot pobierany
przez grzyby w postaci azotanow jest redukowany do amoniaku przed wbudowaniem do
struktur komorkowych lub wiaczeniem do dalszych przemian. W pozywkach azot najczgscie;j
wystepuje w formie soli azotanowych lub amonowych. Mozna go dostarcza¢ roOwniez w
postaci azotanu amonu. Podawanie azotu w tej ostatniej formie zapewnia dodatkowe
buforowanie pozywki. Zrodlem azotu sa czesto zwiazki organiczne, np. aminokwasy

(asparagina, adenina), hydrolizat kazeiny czy pepton [19,20].

Makroelementy

Do prawidlowego rozwoju grzybni konieczny jest dodatek makroelementow. Do
niezbednych makroelementéw naleza: fosfor, wapn, magnez, potas i s6d dodawane w postaci
soli nieorganicznych. Sposréd mikroelementow dodaje si¢ sole miedzi, Zelaza, manganu,
molibdenu, cynku i fluoru. Zapotrzebowanie grzybni na makro i mikroelementy wynosi od
mikro do miligramow na litr pozywki ptynne;j.

W pozywkach stosowanych w kulturach mycelialnych fosfor wystepuje najczesciej w
formie soli fosforanowych. Jony fosforanowe sa wykorzystywane, jako ortofosforany do
syntezy licznych zwigzkow w grzybach.

Potas w grzybach wystepuje w postaci jondw potasu. Wplywa na potencjal membranowy 1
utrzymuje réwnowage elektryczng w komorkach grzybéw — nie moze by¢ zastapiony przez

inne pierwiastki. Potas pelni réwniez istotng rolg w regulacji odczynu pH oraz jest
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kofaktorem enzyméw. W warunkach niedoboru potasu, transportowany jest on w pierwszej
kolejnosci do obszaréw aktywnie rosngcych, takich jak wydtuzajace si¢ czesci strzepek
grzybow. Jednoczesnie, nadmierna ilo$¢ potasu w pozywce moze zaburzy¢ pobieranie jonow
magnezu przez grzyby. Odpowiednie ilosci potasu w pozywkach sg niezbedne dla
prawidtowego wzrostu i funkcjonowania grzybow.

W podiozach stosowanych w kulturach mycelialnych magnez dodawany jest w postaci
soli, na przyklad siarczanu magnezu. Magnez stuzy do odzywiania komorek. Wazne jest, aby
stezenie magnezu w pozywce byto w rownowadze z innymi jonami, zwlaszcza z wapniem.
Nadmiar magnezu moze mie¢ toksyczne dziatanie.

W kulturach mycelialnych wapn dostarczany jest w postaci soli takich jak chlorek wapnia
czy azotan wapnia. Wapn jest wazny dla utrzymania struktury blon plazmatycznych, a jego

brak moze prowadzi¢ do zaktocenia funkcjonowania komorek i struktur blonowych [21,22].

Mikroelementy

Cynk, miedz, mangan dzialaja jako kofaktory enzymow, aktywujac je. Niedobor cynku
moze hamowac¢ synteze tryptofanu. Molibden jest kofaktorem enzymow, ktére odgrywaja
wazng role w asymilacji azotu i metabolizmie azotanéw. Kobalt jest skladnikiem witaminy
Bi12. W potaczeniu z molibdenem moze zastgpi¢ magnez, ktéry jest niezbedny do dziatania

polimerazy DNA i RNA.

Witaminy

Do witamin dodawanych do pozywek naleza witamina B; (tiamina), witamina B;
(ryboflawina) (sktadnik koenzymdéw FMN 1 FAD), nikotynamid (sktadnik koenzymow NAD i
NADP), witamina Bg (pirydoksyna), witamina B; (biotyna). Witaminy rozpuszczalne w
tluszczach na ogo6t nie s3 sktadnikami podlozy, natomiast witamina C dodawana jest

wytacznie jako zwigzek redukujacy, niemajacy wptywu na wzrost grzybni.

Woda

Woda stanowi od 70 do 98% sktadu grzybni. W organizmach wielokomdrkowych petni
funkcje rozpuszczalnika, substratu oraz produktu licznych reakcji, ktére przebiegaja w
cytoplazmie oraz czynnika umozliwiajgcego transport 1 wymiang¢ substancji mig¢dzy

komorkami. Woda ma rowniez zasadnicze znaczenie dla aktywnosci enzymow.
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Inne sktadniki podtozy

Zapotrzebowanie na organiczne czynniki wzrostowe moze by¢ zaspokajane przez dodanie
do podioza pojedynczych substancji lub tez surowcoéw kompleksowych jak np. wyciggu
ziemniaczanego, drozdzowego czy kukurydzianego. Dla grzybow mikorytycznych korzystny
jest dodatek wyciggdow z korzeni drzew, z ktorymi wspotegzystuja (sosna, §wierk, dab) do

podtoza hodowlanego.

Sposob przygotowania podtoza

Do sporzadzenia podtozy uzywa si¢ wody redestylowanej i odczynnikow o wysokim
stopniu czysto$ci. Makro i mikroelementy dodaje si¢ w postaci roztworow stezonych,
przechowywanych w temperaturze 4 °C. Podloza sporzadza si¢ dodajac najpierw sole
mineralne, a nast¢pnie sktadniki organiczne. Po ich rozpuszczeniu mierzy si¢ wartos¢ pH
roztworu i ustala na odpowiednim poziomie. Nastepnie podioza poddaje si¢ procesowi
sterylizacji (opisano w ,,Stosowanie sterylizacji do zapewnienia czystosci i skutecznos$ci

metody”).

Przeglgd podtozy (pozywek) hodowlanych najczesciej stosowanych w kulturach mycelialnych
W kulturach mycelialnych stosuje si¢ rdézne rodzaje pozywek, w zaleznosci od

specyficznych wymagan gatunku grzyba i celow hodowli. Wér6d powszechnie uzywanych na

uwage zashuguja:

Podloze wg Oddoux — zastosowane w projekcie. Zrodto wegla stanowi glukoza oraz ekstrakt

stodowy, natomiast zrédio azotu stanowi hydrolizat kazeiny. Medium to jest powszechnie

stosowane do hodowli grzybow zaro6wno ektomikoryzowych, jak 1 nadrewnowych.

Potato Dextrose Agar (PDA) podloze zawierajace ekstrakt ziemniaczany i1 dekstroze (cukier),

uzupetnione agarem. PDA jest szeroko stosowany do izolacji i prowadzenia kultur

mycelialnych.

Malt Extract Agar (MEA) podloze sktadajace si¢ z ekstraktu slodowego, peptonu 1 agaru.

MEA jest powszechnie stosowane do hodowli szerokiej gamy grzybow i jest szczegodlnie

przydatne do sporulacji (proces wytwarzania spor, czyli przetrwalnikow).

Yeast Extract Peptone Dextrose Agar (YPD) podtoze zawierajace ekstrakt drozdzowy, pepton,

dekstroze 1 agar. YPD to uniwersalne podtoze odpowiednie do hodowli grzybow wyzszych.

Richard's Synthetic Medium podloze powszechnie stosowane do hodowli grzybow

ektomikoryzowych. Zawiera pepton, glukoze, azotan amonu i biopierwiastki wspomagajace

wzrost grzybow mikoryzowych.
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Wybor podtoza zalezy od specyficznych potrzeb hodowanego grzyba, pozadanego wyniku
i dostepnych zasobow. Nalezy zauwazy¢, ze rdzne grzyby moga mie¢ rézne wymagania
zywieniowe, wigc wybdr podtoza powinien opiera¢ si¢ na konkretnych gatunkach grzybéw i

celach hodowli.

Warunki prowadzenia kultur mycelialnych

Warunki fizyczne odgrywaja kluczowa role w kulturach mycelialnych i moga znacznie
wplywac na wzrost, rozwoj 1 produktywnos¢ grzybni.

Grzyby maja okreslone wymagania temperaturowe dla optymalnego wzrostu. Zakres
temperatur moze si¢ r6zni¢ w zalezno$ci od gatunku grzyba. Niektore grzyby preferuja nizsze
temperatury (okoto 15-20 °C), podczas gdy inne rozwijaja si¢ w wyzszych temperaturach
(25-30 °C lub nawet wyzszych). Utrzymanie odpowiedniej temperatury jest niezbedne do
promowania wzrostu grzybni i zapobiegania niepozadanym skutkom, takim jak np. powolny
wzrost.

Bardzo waznym czynnikiem, ktéry nalezy wziag¢ pod uwage przy opracowaniu sktadu
pozywki, jest odczyn pH. Grzybom sprzyja odczyn kwasny, a optymalna kwasowos¢ zalezy
od uprawianego gatunku. Dla wigkszosci gatunkow optymalne pH miesci si¢ w przedziale 4—
6. Odczyn pH podtoza reguluje si¢ przez dodanie zwigzkdéw buforujacych. Monitorowanie i
odpowiednie dostosowywanie pH pozywki moze pomdc w utrzymaniu optymalnych
warunkoéw dla wzrostu grzybni [23].

Grzyby na og6l nie sa zalezne od $wiatta 1 moga by¢ hodowane przy jego braku. W
rzeczywistosci ekspozycja na $wiatlo moze czasami hamowac wzrost niektorych grzybow.
Niemniej jednak, w pewnych przypadkach, aby wywota¢ owocowanie lub produkcje
specyficznych zwiazkéw u niektorych grzybow, moga by¢é wymagane okreslone warunki
o$wietleniowe, takie jak zmiana intensywno$¢ Swiatta czy zastosowanie fotoperiodu.

W sytuacji, gdy brak jest substancji zelujacych w pozywce, a organizm hodowlany jest
zanurzony w plynnej pozywce, konieczne jest nieustanne napowietrzanie hodowli, w
przeciwnym razie komorki mogg ulec zanieczyszczeniu produktami fermentacji. Najczesciej
hodowle na ptynnych pozywkach sa przeprowadzane w kolbach stozkowych, a napo-
wietrzanie pozywki uzyskuje si¢ poprzez szybkie wstrzasanie kolb na specjalnych
urzadzeniach. Jesli eksplantat uzyty do takiej hodowli sktada si¢ z luznego skupiska komorek,
wstrzasanie kultury moze spowodowac jego rozpadni¢cie na pojedyncze komorki 1 drobne

skupiska komorek.
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Ponadto mieszanie lub wytrzasanie kultury sprzyja rozprowadzaniu skladnikéw
odzywczych, zapobiega zbrylaniu si¢ grzybni, co prowadzi do lepszego wzrostu i
produktywnosci.

Optymalne warunki fizyczne moga si¢ rd6zni¢ w zaleznosci od gatunku grzyba, poniewaz

rozne grzyby maja specyficzne wymagania [24,25].

Otrzymywanie kultury macierzystej — etapy w ujeciu praktycznym

Pierwszym krokiem do otrzymania kultury macierzystej jest jej zainicjowanie.
Najpowszechniejszym sposobem zaktadania kultury mycelialnej jest izolacja fragmentu
owocnika z trzonu lub warstwy hymenialnej. Przy wyborze owocnika, z ktorego jest
pobierany eksplantat nalezy bra¢ pod uwage jego wiek, nalezy takze uwzgledni¢ jego
lokalizacj¢ w organie oraz kondycje owocnika, z ktorej pochodzi. Z owocnikow
przeznaczonych do hodowli usuwa si¢ czgsci zeschnigte, resztki ziemi i inne Zanie-
czyszczenia. Nastgpnie eksplantat nalezy podda¢ dezynfekcji. Stezenie srodka uzytego do
dezynfekcji i jego czas dziatania powinny by¢ tak dobrane, aby nie zniszczy¢ odtwarzanego
materialu a jednoczes$nie usung¢ cata flor¢ mikrobiologiczng zard6wno z powierzchni jak i
wngtrza eksplantatu. Odkazanie materiatu grzybowego odbywa si¢ wstepnie przez zanurzenie
na okreslony czas fragmentu owocnika w roztworze odkazajagcym, ktorym moze by¢ 70%
etanol, a nastgpnie kilkukrotne ptukanie w sterylnej wodzie redestylowanej. W wiekszosci
przypadkéw czas potrzebny do odkazania wynosi 1 min, jednak dla kazdego materiatu nalezy
okresli¢ ten czas eksperymentalnie.

Penetracja srodkow odkazajacych jest gtdéwnie powierzchniowa, a wigc zrédtem zakazen
kultur sg czesto mikroorganizmy znajdujace si¢ wewnatrz eksplantatow. Szczegolnie
ucigzliwe sg bakterie latentne, ktorych obecno$¢ ujawnia si¢ dopiero po dluzszym okresie
hodowli.

Innym sposobem inicjacji kultur mycelialnych jest wykietkowanie wysterylizowanych
zarodnikow (spor), ktore otrzymuje si¢ przez wysyp z warstwy hymenialnej lub przez
roztarcie wysuszonego hymenium z woda.

Odkazony eksplantat umieszcza si¢ na wysterylizowanej pozywce zestalonej agarem, na
ptytce Petriego (Fot. 6.), ktorg zabezpiecza si¢ parafilmem, a nastgpnie inkubuje w szafie

hodowlanej w opisanych powyzej warunkach (Fot. 7.).
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Fot. 6. Przygotowane podtoze agarowe stuzace do pasazowania kultur agarowych (fotografia
Katarzyna Sutkowska-Ziaja)

Fot. 7. Inkubacja kultur agarowych w szafie hodowlanej (fotografia Katarzyna Kata)
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Zatem pierwszym krokiem do otrzymania kultury macierzystej jest otrzymanie czystego
gatunkowo mycelium na podlozu stalym, zestalonym agarem. Mycelium ro$nie i
rozprzestrzenia si¢ po powierzchni agaru, co pozwala na obserwacj¢ 1 izolacje
poszczeg6lnych kolonii grzyboéw. Na Fot. 8.-12. mozna zaobserwowaé otrzymane na

potrzeby projektu kultury agarowe.

Fot. 8. Kultura agarowa ptomiennicy zimowej (fotografia Katarzyna Sutkowska-Ziaja)

Fot. 9. Kultura agarowa polowki wigzkowej (fotografia Katarzyna Sutkowska-Ziaja)
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Fot. 10. Kultura agarowa zo6tciaka siarkowego (fotografia Katarzyna Sutkowska-Ziaja)

Fot. 11. Kultura agarowa soplowki jezowatej (fotografia Katarzyna Sutkowska-Ziaja)
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Fot. 12. Kultura agarowa opienki miodowe;j (fotografia Katarzyna Sutkowska-Ziaja)

Sktadniki pozywki sa zuzywane przez mycelium w ré6znym tempie, zaleznie od rodzaju
kultury, szybkos$ci wzrostu i temperatury. Wynika z tego konieczno$¢ pasazowania kultur w
pewnych odstepach czasu, zwykle co 4-6 tygodni. Polega to na zaszczepieniu nowo
przygotowanego podloza agarowego fragmentem grzybni z kultury inicjalne;.

Kolejnym etapem jest otrzymanie kultur ptynnych. W tym celu fragmenty grzybni o
wymiarach 2 X 2 mm rosngce na pozywce agarowej przenosi na uprzednio przygotowane
sterylne podloze plynne, bez dodatku agaru (Fot. 13.). Kultury te okre$lamy jako kultury

plynne. Sa one prowadzone w kolbach Erlenmayera o réznej pojemnosci 300 mL, 500 mL.
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Fot. 13. Przygotowanie do etapu przenoszenia kultury agarowej na podltoze ptynne (fotografia

Katarzyna Sutkowska-Ziaja)

Po przeniesieniu fragmentu grzybni na podtoze ptynne wlot kolby zabezpiecza si¢ folia
aluminiowg oraz dodatkowo parafilmem a nastgpnie umieszcza si¢ na wytrzgsarce rotacyjnej
(Fot. 14.). Dynamiczne wytrzasanie kolb zapewnienia napowietrzanie oraz réwnomierny

dostep sktadnikoéw odzywczych do formujacych sie strzepek.

Fot. 14. Kultury ptynne umieszczone na wytrzasarce orbitalnej/obrotowe;j (fotografia
Katarzyna Kata)
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Kultury ptynne, wytrzasane okre§lane sg jako kultury wglebne. Prowadzi si¢ je ok. 3
tygodnie 1 po tym czasie nalezy je pasazowa¢ w warunkach sterylnych na nowo przygotowane
podioze.

Na tym etapie otrzymana kultura mycelialna moze stanowi¢ grzybni¢ mateczng stuzaca do
uprawy owocnikOw na mniejszg skalg. Na Fot. 15. i 16. przedstawiono przyktadowe kultury
wytrzasane prowadzone w ramach projektu. W celu intensyfikacji przyrostow biomasy do

otrzymania duzej ilo$ci biomasy stosuje si¢ bioreaktory [26].

Fot. 15. Wytrzasane kultury mycelialne ptomiennicy zimowej (fotografia Katarzyna

Sutkowska-Ziaja)

Fot. 16. Wytrzasane kultury mycelialne zotciaka siarkowego (fotografia Katarzyna
Sutkowska-Ziaja)
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Kultury wielkoskalowe odnosza si¢ do hodowli grzybni w kontrolowanym systemie
bioreaktora. Zapewniaja one precyzyjng kontrolg¢ warunkow srodowiskowych, takich jak
temperatura, pH, dostepnos¢ sktadnikow odzywczych i poziom tlenu, zapewniaja takze
sterylne warunki. Naczynie 1 powigzane elementy, takie jak filtry powietrza, sg sterylizowane
przed uzyciem.

Bioreaktory oferujg skalowalno$¢, umozliwiajac uprawe grzybni na matg skalg
laboratoryjng lub na wigksza skal¢ do produkcji przemystowej. Rozmiar i konfiguracje
zbiornika mozna dostosowa¢ w zaleznosci od pozadanej wielkos$ci produkeji.

Zastosowanie bioreaktoréw zapewnia lepsza kontrole nad warunkami wzrostu, a takze
powtarzalno$¢ i1 skalowalno$¢ w porownaniu z tradycyjnymi kulturami kolbowymi lub
ptytkowymi. Technologia ta odgrywa istotng role w komercyjnej produkcji grzybni do
réznych zastosowan, w tym do produkcji grzybow jadalnych, zwigzkéw bioaktywnych,

enzymow i biofarmaceutykow [27].

Stosowanie sterylizacji do zapewnienia czystosci i skutecznosci metody

Sterylno$¢ jest kluczowa dla zapewnienia wzrostu czystych kultur 1 uniknigcia
wprowadzenia konkurencyjnych organizméw. Wlasciwa sterylizacja sprzetu, naczyn
hodowlanych 1 pozywek, a takze przestrzeganie sterylnych technik podczas inokulacji i
przeszczepiania, sa niezbedne do zapewnienia sukcesu hodowli. Sterylizacja polega na
zniszczeniu  wszystkich, zaro6wno wegetatywnych, jak 1 przetrwalnikowych oraz
zarodnikowych form mikroorganizmoéw. Sterylizacji mozna dokona¢ mechanicznie, fizycznie
badz chemicznie, najczgsciej uzywa si¢ metod fizycznych. Prawidlowo wysterylizowany
materiat jest jatowy — nie zawiera zadnych zywych drobnoustrojow (takze wiruséw) oraz ich
form przetrwalnikowych.

Najczgsciej stosowane metody sterylizacji to metoda termiczna mokra oraz metoda
termiczna sucha. W przypadku pozywek, narzedzi oraz naczyn hodowlanych stosuje si¢
metode termiczng mokrg w ktorej wykorzystuje si¢ autoklaw. Autoklaw to hermetycznie
zamykany zbiornik stalowy, w ktorym przeprowadza si¢ proces sterylizacji. Jatlowienie
pozywek nie ulegajacych rozktadowi odbywa si¢ w temperaturze powyzej 100 °C w parze
nasyconej i pod ci$nieniem 1 atm (0.1 Mpa), dzigki ktéremu mozliwe jest osiagnigcie
temperatury wrzenia wody wynoszacej 121 °C. Czas trwania sterylizacji wynosi ok. 20 minut.
W przypadku dodatkow sktadnikow termowrazliwych do podtoza dodaje si¢ je w komorze z
laminarnym przeplywem powietrza, po sterylizacji pozywki w autoklawie po uprzednim

przefiltrowaniu przez filtry jatowe.
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Sterylizacje na sucho — przeprowadza si¢ przez wyzarzanie — wyjatawianie narzgdzi przez
zanurzenie w alkoholu i1 opalanie w ptomieniu palnika (opalanie wlotu probowek i kolbek,
opalanie narzedzi) lub z wykorzystaniem wyzarzacza parowego. Pomieszczenia w ktorych
prowadzi si¢ kultury mycelialne mozna sterylizowac z zastosowaniem promieniowania UV.
Dziatanie dezynfekcyjne promieniami UV mozna uzyska¢ przy zastosowaniu fali ponizej
220 nm, a takze fali w przedziale 250 a 270 nm [28].

Wszystkie czynnos$ci dotyczace zaktadania (inicjowania), pasazowania przeprowadza si¢ w

lozy z poziomym nawiewem jalowego powietrza (Fot. 17.).

Fot. 17. Loza laminarna (fot. Katarzyna Sutkowska-Ziaja)

Przechowywanie kultur mycelialnych

Istnieje kilka powszechnie stosowanych metod przechowywania grzybni. Jedng z nich jest
przechowywanie kultur na skosach agarowych. Skosy agarowe przygotowuje si¢ przez
zaszczepienie wysterylizowanego podloza agarowego matym fragmentem aktywnie rosngce;j
grzybni. Nastepnie skosy inkubuje si¢, az grzybnia calkowicie skolonizuje pozywke. Skosy
zamyka si¢ sterylng nasadka i przechowuje w temperaturze okoto 4 ° C (w zaleznosci od

gatunku) (Fot. 18).
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Fot. 18. Skosy agarowe stuzace do przechowywania kultur mycelialnych (fotografia
Katarzyna Sutkowska-Ziaja)

Kultury mozna réwniez przechowywaé na plytkach agarowych. Podobnie jak w przypadku
skosow agarowych, grzybni¢ wysiewa si¢ na wysterylizowang pozywke agarowg i pozostawia
do wzrostu. Gdy grzybnia skolonizuje ptytke, mozna ja uszczelni¢ parafilmem lub innym
odpowiednim materiatem i przechowywac¢ w chtodnym $rodowisku.

Kriokonserwacja polega na zamrazaniu grzybni w bardzo niskich temperaturach, aby
zachowaé ich zywotno$¢ przez dilugi czas. Grzybni¢ zazwyczaj zawiesza si¢ W roztworze
krioochronnym, takim jak glicerol lub sulfotlenek dimetylu (DMSO), przed zamrozeniem.
Kultury mozna przechowywaé¢ w ciektym azocie —196 ° C lub w glebokiej zamrazarce w
temperaturze ponizej —80 ° C. Wybor metody przechowywania zalezy od takich czynnikow,
jak czas przechowywania, dostgpne zasoby i specyficzne wymagania gatunku grzyba. Zaleca
si¢ okresowe sprawdzanie zywotno$ci przechowywanych kultur i od$wiezanie ich poprzez

przeniesienie do swiezych pozywek lub ponowng hodowle w razie potrzeby.

1.1. Kultury mycelialne wybranych gatunkow grzybow w systemie zamknietym

W pierwszym etapie badan zrealizowanych w ramach wykonanych zadan projektowych
opracowano sposob pozyskiwania grzybni z owocnikow pigciu gatunkow grzybow
jadalnych/leczniczych: Armillaria mellea, Cyclocybe aegerita, Flammulina velutipes,
Hericium erinaceus, Laetiporus sulphureus. Owocniki badanych gatunkow pozyskano ze
stanu naturalnego i postuzyty one do inicjacji kultur na podtozu statym (zgodnie z metodyka
opisang powyzej). Uzyskana grzybnia zostata przekazana gospodarstwu rolniczemu — Konrad
Sadowski (32-608 Osiek) w celu zaszczepienia ziaren pszenicy i w konsekwencji uzyskania

owocnikow.

29



Grzybnia mateczna na podilozu statym postuzyla do otrzymania kultur wytrzasanych na
zmodyfikowanym podlozu ptynnym wg Oddoux, w ukladzie zamknigtym (bez doptywu
swiezego powietrza). W celu zainicjowania kultur mycelialnych, w warunkach sterylnych, w
lozy z nawiewem jalowego powietrza, fragmenty grzybni pobrane z kultur statych zostaty
przeniesione do kolb Erlenmayera zawierajacych podtoze ptynne. Tak przygotowane kultury

umieszczano na wytrzgsarce rotacyjne;j.

1.2. Kultury w bioreaktorach z systemem air—lift

Po dwoch tygodniach od zatozenia kultur ptynnych otrzymang biomasg przeniesiono do
bioreaktorow zapewniajacych ciggly sposob mieszania. Ten rodzaj prowadzenia kultur w
bioreaktorach napowietrzanych (skonstruowanych autorsko) pozwolit na otrzymanie

wystarczajacej ilosci grzybni kontrolnej do analiz (Fot. 19.).

Fot. 19. Biorektor air-lift skonstruowany w Katedrze Botaniki Farmaceutycznej UJ CM

(fotografia Bozena Muszynska)
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1.3. Otrzymywanie grzybni na ziarnie do inokulowania balotow uprawowych

Grzybni¢ pozyskang w punkcie 1.1 i 1.2 mozna zastosowa¢ do produkcji grzybni
ziarnistej, stuzacej do szczepienia docelowego podloza na bazie produktow spetniajacych
wymagania okreslone W przepisach rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
2018/848 z dnia 30 maja 2018 r. w sprawie produkcji ekologicznej i znakowania produktow
ekologicznych i uchylajgcego rozporzqdzenie Rady (WE) nr 834/2007.

1.4. Otrzymanie podtoza oraz technologia upraw wybranych pigciu gatunkow grzybow
(Armillaria mellea, Cyclocybe aegerita, Flammulina velutipes, Hericium erinaceus,
Laetiporus sulphureus)

W ramach wspolpracy z gospodarstwem rolniczym Konrada Sadowskiego w Osieku
opracowano technologi¢ otrzymywania kostki uprawowej ww. gatunkoéw grzybow. Sktad
kostki opracowano na bazie dostgpnego pisSmiennictwa naukowego, a takze dostepnych
produktéw spelniajacych wymagania okre$lone W przepisach rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (UE) 2018/848 z dnia 30 maja 2018 r. w sprawie produkcji ekologicznej
i znakowania produktow ekologicznych i uchylajgcego rozporzqdzenie Rady (WE) nr
834/2007.

Po przeprowadzeniu do$wiadczen oceniajacych przydatno$¢ produktéow ubocznych
rolnictwa i ogrodnictwa ekologicznego w uprawie grzyboéw zostato opracowane optymalne
podtoze dla kazdego z badanych gatunkéw. W ramach wspodlpracy z gospodarstwem
rolniczym zostaty przeprowadzone cykle uprawowe dla kazdego z gatunkéw grzybow.
Wszystkie uprawy prowadzone byly zgodnie z przepisami dotyczacymi rolnictwa
ekologicznego. Proces prowadzono w specjalnie dostosowanym tunelu uprawowym z

wymuszonym ciggiem powietrza i kontrolowang wilgotnoscig (Fot. 20.).

Fot. 20. Tunel uprawowy (fotografia Konrad Sadowski)
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W trakcie upraw precyzyjnie monitorowano temperatur¢ i wilgotno$¢ powietrza, termin
pojawienia si¢ zawigzkow grzybowych oraz wszystkie inne niezb¢dne parametry, ktére byly

konieczne do opracowania skutecznej metody uprawy.

2. Uprawy

Ponizej przedstawiono opis wykonanych upraw pigciu gatunkow grzybow wraz z
szczegblowa instrukcja postgpowania. Dla kazdego z gatunkéw przetestowano podloza
uprawowe o roéznym sktadzie bedace surowcami ubocznymi ekologicznej produkcji rolnej.
Wszystkie surowce do sporzadzenia w/w podtozy uprawowych zakupiono w Polsce.

W wyniku zrealizowanego projektu opracowano ekologiczne metody uprawy czterech z
picciu opisanych w projekcie gatunkow grzybow. Uprawy Armillaria mellea bylty jedynymi,
ktore si¢ nie powiodly przypuszczalnie ze wzgledu na krotki czas trwania projektu, co
rowniez moze by¢ bezposrednio zwigzane z biologicznymi uwarunkowaniami tego gatunku.
Jego owocnikowanie w stanie naturalnym to przetom miesiecy jesiennych — najczgsciej
pazdziernika i listopada, czyli czas przypadajacy na zakonczenie realizacji projektu.
Dodatkowym czynnikiem, ktory utrudnial uprawy tego gatunku byly bardzo wysokie
temperatury panujace w okresie letnim, ktore przektadatly si¢ na warunki w tunelu
uprawowym, ale rOwniez na pierwszy etap otrzymywania grzybni matecznej, a nastepnie jej
przerost substratu wyjsciowego. Pozostate gatunki Cyclocybe aegerita, Flammulina velutipes,
Hericium erinaceus oraz Laetiporus sulphureus otrzymano na kazdym z trzech
zaplanowanych podt6z uprawowych. W przypadku gatunku Flammulina velutipes
(ptomiennica zimowa) konieczne byto wymuszenie owocnikowania, a jako czynnik stresowy
dla grzybni zastosowano znaczne obnizenie temperatury przez wlozenie balotow do
chtodziarki (temperatura 4 °C). Zabieg ten moze stanowié¢ alternatywe do nastrzykiwania
zimnej wody do kostek uprawowych, co jest popularnym zabiegiem w krajach azjatyckich.
Znaczace obnizenie temperatury okazato si¢ przynies¢ doskonate efekty i uzyskano kilka
rzutow owocnikow plomienicy zimowej, niemniej jednak w przypadku opienki miodowej nie
przyniosto zamierzonych skutkow.

Sktad podt6z uprawowych opracowano we wspotpracy z gospodarstwem rolniczym w
Osieku, na podstawie wiedzy wlasnej, ale rowniez dostgpnych danych z pismiennictwa
naukowego [29-32]. Cykl uprawowy trwat 3 miesigce (nalezy podkresli¢, ze ostateczny czas
otrzymania owocnikéw jest zalezny od uprawianego gatunku i moze si¢ si¢ rozni¢ o 2-4

tygodnie). W pierwszym kroku otrzymujg si¢ grzybni¢ mateczng (co opisano powyzej), a Z jej
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wykorzystaniem nalezy zaszczepi¢ uwodnione i wysterylizowane ekologiczne ziarna pszenicy
(Fot. 21.1 22.).

Fot. 22. Uwodnione i wysterylizowane ziarna pszenicy (fotografia Konrad Sadowski)

Wilgotnos$¢ ziarna przed zaszczepieniem grzybnig powinna wynosi¢ ok. 55% (jest to
istotne dla odpowiedniego przerostu ziarna). Zaszczepione ziarno przechowuje si¢ w workach
polipropylenowych z mikrofiltrami (0,2 um, Unicorn Bags-Type 3, USA), ale takze w
odpowiednio przygotowanych stoikach szklanych z wbudowanymi mikrofiltrami (0,2 pm)

czy specjalnych pojemnikach z polipropylenu (Fot. 23.-26.).
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Opienka m‘ﬁﬂowa .

Armillaria ™

Fot. 25. Przero$nicte grzybnig gatunku Flammulina velutipes ziarna pszenicy (fotografia
Konrad Sadowski)
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Fot. 26. Przero$nigte grzybnig gatunku Hericium erinaceus ziarna pszenicy (fotografia

Konrad Sadowski)

Przygotowano trzy rodzaje podt6z do upraw eksperymentalnych, w ktorych podstawowe
sktadniki stanowity trociny bukowe i otrgby pszenne w zmiennych proporcjach. Ze wzgledu
na istotny wptyw skladu podtoza uprawowego na jako§¢ owocnikéw przeprowadzono analize
zawarto$ci biopierwiastkow w podtozach uzywanych do uzyskania owocnikéw (jest to
procedura istotna ze wzgledu na potencjalng akumulacje¢ z podtoza i pdZniejsze oznaczenia w
grzybni). Usrednione zawarto$ci biopierwiastkow byly nastepujace: Mg = 131 mg/100 g
suchej masy (s.m.), Ca = 60 mg/100 g s.m., Fe = 12 mg/100 g s.m., Zn = 2 mg/100 g s.m., Cu
=0,4 mg/100 g s.m., Mn =7 mg/100 g s.m., K =238 mg/100 g s.m., Na = 4,3 mg/100 g s.m.

Przygotowane podtoza sktadaja si¢ odpowiednio z 70% trocin bukowych i 30% otrebow
pszennych (podioze 1), 55% trocin bukowych i 45% otrebow pszennych (podtoze 2), a takze
70% trocin bukowych, 20% otrebow pszennych i 10% stomy rzepakowej (podtoze 3) (Tabela
1).

Tabela 1. Sktad podtozy uprawowych w przeliczeniu na 15 workéw do$wiadczalnych o masie
2,5 Kkg.

Typ surowca Trociny Otreby Stoma Woda
Rodzaj podloza bukowe pszenne rzepakowa
fv‘v’glg‘fti:;éls so4) 70% (14,7kg) | 30% (6,3 kg) i 16,5 L
fv‘v’i‘}lg‘ft‘:“‘)‘;ézs so4) 5506 (11,55 kg) | 45% (9,45 k) i 16,5 L
fv‘v’glg‘f;(‘)‘gfs so%) 70% (147 kg) | 20% (42kg) | 10% (2,1 kg) 165 L
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Wilgotnos$¢ wyjsciowa substratow uzywanych do przygotowania podtozy wynosi ok. 10%
(obliczono to poddajac sktadniki podtoza suszeniu przez 12 godzin w temperaturze 70 °C i
liczac powstaly w ten sposob ubytek wody). W przypadku trocin bukowych w nawazce 0,98
kg — 0,88 kg stanowi masa sucha, a 98 mL woda, w otrgbach pszennych w nawazce 0,28 kg —
0,25 kg to masa sucha, a 28 mL woda, natomiast w stomie rzepakowej w 0,14 kg — 0,126 kg
to masa sucha, a 14 mL woda. Wszystkie z przygotowywanych podt6z nawadnia si¢ do
wilgotnosci wzglednej 55% (10% wyjsciowej wilgotnosci plus 45% dodatku wody zgodnie z
Tabelg 1), miesza w mieszadle/mieszalniku (Fot. 27.) i przenosi si¢ do specjalnych workow

uprawowych z mikrofiltrami (2,5 kg podtoza w kazdym worku doswiadczalnym/balocie).
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Fot. 27. Wymieszane podtoze uprawowe (fotografia Konrad Sadowski)

Nastepnie worki doswiadczalne zawierajace podtoze poddaje sie sterylizacji parowej (H+P
Varioklav 400E, HP Labortechnik, Berlin, Niemcy) przez 2 godziny (121 °C/1 atm) (Fot. 28.
i29.).
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Fot. 28. Podtoze przygotowane do sterylizacji (fotografia Konrad Sadowski)
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Fot. 29. Podloze po sterylizacji (fotografia Konrad Sadowski)

Po schtodzeniu podioze szczepi si¢ wczesniej przygotowang grzybnig ziarnista (ziarna
pszenicy przerosnigte grzybnig) (Fot. 30.) w stosunku 5% grzybni na 2,5 kg podtoza i

przechowuje si¢ w pomieszczeniu inkubacyjnym.

Fot. 30. Podtoze przygotowane do zaszczepienia przerosnigtym ziarnem (fotografia
Konrad Sadowski)

Calkowity przerost podtoza trwa do 3 tygodni (w przypadku opisanych gatunkow). Worki
doswiadczalne inkubuje si¢ w temperaturze 23-26 °C bez dostepu $wiatla do momentu, az

grzybnia catkowicie przerosnie podtoze (Fot. 31.).
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Fot. 31. Grzybnia przerastajaca podtoze (fotografia Konrad Sadowski)

W przypadku plomiennicy zimowej nalezy zastosowac chtodzenie w temperaturze 4 °C,
aby zainicjowa¢ owocnikowanie, co jest szczegllnie istotne gdy temperatura otoczenia

wplywa na warunki uprawy — wiosna/lato (Fot. 32.).

Fot. 32. Proces chtodzenia balotow (fotografia Konrad Sadowski)

Po catkowitym przerosnigciu worki/baloty rozcina si¢ i przenosi do uprawowego tunelu
klimatycznego. W tunelu utrzymuje si¢ temperature 21-25 °C (maksymalna temperatura W
trakcie realizacji projektu wynosita 28 °C, co mialo zwigzek z warunkami pogodowymi

w lipcu i sierpniu), staty przeptyw powietrza, wilgotno$¢ wzgledna 85-90% i o$wietlenie typu
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dzien/noc o nat¢zeniu 100-500 lukséw. Okoto 3 tygodnie po umieszczeniu balotow w

uprawowym tunelu klimatycznym zbiera si¢ pierwsze owocniki (Fot. 33.-36.).

Fot. 33. Owocnikujacy gatunek Cyclocybe aegerita (fotografia Konrad Sadowski)

At

Fot. 34. Owocnikujacy gatunek Flammulina velutipes (fotografia Konrad Sadowski)
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Fot. 35. Owocnikujacy gatunek Hericium erinaceus (fotografia Konrad Sadowski)

o)

Fot. 36. Owocnikujacy gatunek Laetiporus sulphureus (fotografia Konrad Sadowski)

Kolejne 2-3 tygodnie pdzniej zbiera si¢ drugi rzut owocnikow. W przypadku ptomiennicy
zimowej najlepszym cyklem uprawowym jest cykl jesienny, ze wzgledu na panujgce nizsze
temperatury otoczenia.

Oba rzuty dojrzatych owocnikow pozyskanych w ramach realizacji projektu zostaty
zebrane, zamrozone, a nastgpnie zliofilizowane w temperaturze -40 °C (liofilizator Labconco
Freezone 4.5, Kansas City, USA) w celu wykonania ekstraktow, a nastgpnie analiz
mykochemicznych w Katedrze Botaniki Farmaceutycznej UJ CM w Krakowie. Pobrano

réwniez probki podtoza (Fot. 37.).
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Fot. 37. Zebrane owocniki i probki podtoza (fotografia Konrad Sadowski)

Warto podkresli¢, ze w ramach realizowanego projektu podjgto rowniez probe uprawy
grzybéw w warunkach polnaturalnych, zaszczepiajac podtoze na terenie czg§ciowo
zalesionym grzybnia ptynna, jednak ze wzgledu na biologi¢ owocnikowania, plon w postaci
owocnikow jest spodziewany najszybciej w nastepnym roku 2024, a by¢ moze nawet w ciggu
kilku najblizszych lat.

Zalozeniem projektu bylo otrzymanie owocnikdw w sposob ekologiczny na rdéznych
rodzajach podtozy (minimum trzech), co powiodlo si¢ i zostalo szczegotowo opisane dla 4
gatunkow. W ramach zrealizowanego projektu udowodniono, ze najlepszy wzrost, a co za
tym idzie plon plomiennicy zimowej, poléwki wiazkowej, soplowki jezowatej, a takze
z6kciaka siarkowego mozna uzyskac¢ z podtoza nr 2 (55% trocin bukowych i 45% otrebow
pszennych). W przypadku soplowki jezowatej dobrym rodzajem podtoza okazuje si¢ rowniez
mieszanka trocin bukowych 1 otrebow pszennych w stosunku 70:30. Jest to niezwykle istotne
ze wzgledu na potencjalne rozpoczecie ekologicznych upraw wielkoskalowych opisanych
owocnikow, co bedzie réwniez korzystne dla konsumentdéw, tak aby otrzyma¢ dobry
jako$ciowo owocnik w mozliwie najnizszej cenie.

Dzieki pozytywnym wynikom eksperymentu, w przypadku czterech z pigciu wybranych
gatunkow grzybow (Cyclocybe aegerita, Flammulina velutipes, Hericium erinaceus,
Laetiporus sulphureus), metoda ekologicznej uprawy grzybow lesnych bedzie mogta
stanowi¢ rozwigzanie pozwalajgce firmom zajmujacym si¢ pozyskiwaniem grzybow ze stanu
naturalnego na uniezaleznienie si¢ od okresowego wystepowania owocnikéw w srodowisku

naturalnym. Dodatkowo, H. erinaceus w Polsce jest to gatunek w stanie naturalnym objety
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Scista ochrong od 1995 r., bez mozliwosci zastosowania wytaczenia spod ochrony w
przypadkach uzasadnionych wzglgdami gospodarki rolnej, lesnej lub rybackiej. Jest
zagrozony z powodu braku ciggtosci naturalnych drzewostandw zawierajacych buki i deby,
gdzie wystepowaty drzewa obumierajgce, stare lub martwe oraz z powodu zmian
klimatycznych, stad uprawy komercyjne sa jedyng mozliwo$cia na wprowadzenie tego
unikalnego pod wzgledem leczniczym gatunku do codziennej diety konsumentéw w Polsce.
Jest to bardzo wazne rowniez ze wzgledow gospodarczo-ekonomicznych, poniewaz
stosowanie tego gatunku, jak i innych opisanych powyzej moze by¢ istotne ze wzgledu na
profilaktyke depresji, choréb neurodegeneracyjnych, a takze innych choréob cywilizacyjnych,

co dodatkowo potwierdza wzrastajace zapotrzebowanie na te gatunki [12].

3. Analiza poréwnawcza zawarto$ci zwiazkow biologicznie aktywnych w grzybni,

owocnikach ze stanu naturalnego oraz z pozyskanych w projekcie

W celu oceny przydatnosci i jakosci otrzymanych w projekcie owocnikow oraz grzybni
wykonano analizy porownawcze sktadu ilosciowego i jakosciowego substancji biologicznie
aktywnych opracowanymi i zwalidowanymi metodami analitycznymi. Jest to istotne, gdyz
dodatkowo podkresla warto$¢ zrealizowanego projektu i opracowanych w nim metod upraw.
Niniejszy opis bedzie skupial si¢ na metodzie ekstrakcji i pézniejszych analizach wybranych
substancji bioaktywnych.

Pozyskane owocniki oraz grzybni¢ mateczng liofilizowano, rozdrabniano w mozdzierzu
agatowym i poddawano ekstrakcji rozpuszczalnikami polarnymi w tazni ultradzwigkowej z
czestotliwoscig 40 kHz (Sonic-2, Polsonic). Ekstrakcje powtarzano dziewieciokrotnie dla
kazdego z badanych gatunkoéw, zarowno kultur mycelialnych jak i owocnikow. Nastgpnie
uzyskiwane ekstrakty taczono (300 mL) i1 odparowywano. Odparowane ekstrakty
rozpuszczano ilosciowo w rozpuszczalniku o czystosci do HPLC, a nastgpnie przesgczano
przy uzyciu filtrow membranowych (Millex, Millipore Corporation, USA). Otrzymane
ekstrakty po przefiltrowaniu poddawano analizie metodg RP-HPLC z detekcja DAD (zwiagzki
organiczne: indolowe, fenolowe, sterole, lowastatyna, ergotioneina itp.), F-ASA
(biopierwiastki) oraz spektrofotometrycznymi (np. testy antyoksydacyjne, catkowita
zawartos¢ glukanow czy zwiazkow fenolowych). Analizy te przeprowadzano w celu
poréwnania potencjatu chemiczno-biologicznego, a co za tym idzie prozdrowotnego

owocnikow pozyskanych z ekologicznych upraw (w projekcie) oraz tych sprowadzanych z
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Chin badz ze stanowisk naturalnych (Flammulina velutipes, Armillaria mellea), ale takze
grzybni matecznej wszystkich badanych gatunkow.

Nalezy zwroci¢ uwage na potencjal prozdrowotny oznaczanych substancji i ich znaczenie
w profilaktyce wielu chorob. Bardzo istotna grupa analizowanych zwigzkéw to
niehalucynogenne pochodne indolu. Substancje te znane sa ze swoich wlasciwosci
przeciwdepresyjnych, prokognitywnych, regulujacych rytm dobowy — sen i czuwanie,
przeciwutleniajacych i neuroprotekcyjnych [33,34]. Wsrdd nich szczegolnie istotne znaczenie
ma 5-hydroksy-L-tryptofan, ktory jest obecnie przedmiotem licznych eksperymentow w
modelach zwierzecych, ale analizuje si¢ rowniez jego skuteczno$¢ przeciwdepresyjng i
neuroochronng w badaniach klinicznych [33]. Oznaczone zwigzki fenolowe, w tym np. kwas
p-hydroksybenzoesowy jest substancjg o aktywnosci antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej [35].
Sterole grzybowe, w szczego6lnosci ergosterol, w obecnosci promieni UV przeksztatcane sg w
witamine D», ktora odgrywa istotng rol¢ w profilaktyce réznego rodzaju nowotworéw oraz
reguluje funkcje immunomodulacyjne organizmu cztowieka [36,37]. Ponadto ergosterol jest
odpowiedzialny za ulatwianie wchtaniania niezbgednych biopierwiastkdow, takich jak P i Ca,
ktére przyczyniaja si¢ do prawidtowego funkcjonowania uktadu kostnego i przeciwdziataja
osteoporozie [36,37]. Lowastatyna jest jedng ze statyn, ktore sg inhibitorami reduktazy 3-
hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA), kluczowego enzymu regulujgcego
produkcje cholesterolu. Obnizajac poziom cholesterolu catkowitego 1 jego frakceji lipoprotein
o niskiej gestosci (LDL), statyny okazaly si¢ skuteczne w zapobieganiu chorobie
miazdzycowej 1 wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajace i przeciwzapalne [38,39].
Ergotioneina jest rowniez substancja o silnej aktywnosci przeciwutleniajgcej. Autorzy
analizujg jej zwigzek z opoOznionym procesem starzenia organizmu czlowieka, a takze
ogbélnym wydluzeniem przezycia. Ergotioneina jest niezwykle istotna ze wzgledu na swoja
obecnos¢ w grzybach, w tym w znacznych ilosciach w sopléwce jezowatej [40]. Warto
wspomnie¢ rowniez o glukanach grzybowych. Glukany, zwlaszcza B-glukany wystepuja w
owocnikach i grzybni wszystkich grzybow z taksonu Basidiomycota. Sa to substancje, ktore
dziataja jako modyfikatory odpowiedzi biologicznej ze wzglgdu na swoje szerokie spektrum
dziatania w uktadzie odpornos$ciowym. Zwiazki te s3 réwniez znane ze swoich silnych
wlasciwos$ci przeciwutleniajacych — moga przeciwdziala¢ uszkodzeniom DNA i niszczy¢
rakotworcze metabolity [41]. Wpltyw PB-glukanow na zdrowie zostal szeroko zbadany i
wielokrotnie opisany, ze szczegdélnym uwzglednieniem ich roli w modulowaniu uktadu

odpornosciowego, a takze ich dziatania metabolicznego i bezposredniego w przewodzie
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pokarmowym [41]. Oczywiscie optymalna zawarto$¢ biopierwiastkow w grzybach jest istotna
dla zachowania dobrostanu i rtOwnowagi w organizmie cztowieka.

Sposrdéd analizowanych owocnikdw na szczegdlng uwage zasluguje otrzymanie
owocnikow Hericium erinaceus (soplowki jezowatej — gatunku zagrozonego wyginigciem
o szczegolnych witasciwosciach ochronnych wzgledem osrodkowego uktadu nerwowego) o
wysokiej zawartosci zwigzkéw bioaktywnych, takich jak: lowastatyna, ergotioneina, 5-
hydroksy-L-tryptofan, L-tryptofan, 5-metylotryptamina, L-fenyloalanina, ergosterol, glukany
czy wykazujacych znaczaca aktywnos¢ antyoksydacyjng potwierdzong m.in. metoda DPPH.
W przypadku lowastatyny — substancji o aktywnosci hipocholesterolemicznej, grzybnia
mateczna soplowki jezowatej okazala si¢ jej bogatszym zrodlem — oznaczono 5,81 mg/100 g
s.m. w grzybni i 0,37 — 3,14 mg/100 g s.m. w owocnikach tego gatunku. Interesujgca jest
oznaczona zawarto$¢ bardzo silnego antyoksydantu jakim jest ergotioneina. Owocniki
otrzymane w uprawach ekologicznych zawieraja od 4 do niemal 7 razy wigcej (207 — 315
mg/100 g s.m.) tej substancji w poréwnaniu do grzybni matecznej. Ilosci te sg réwniez
wyzsze W pordwnaniu z owocnikami otrzymywanymi z upraw chinskich, co wskazuje na
lepszg jako$¢ otrzymanych w projekcie owocnikdéw. Innym waznym antyoksydantem
oznaczonym W soplowce jezowatej jest ergosterol posiadajacy réwniez aktywno$¢
immunomodulujacg 1 przeciwnowotworowy. Kazdorazowo w analizowanym materiale jego
ilosci wynosity >100 mg/100 g s.m., a najwyzsza zawartoscig charakteryzowal si¢ pierwszy
rzut owocnikéw otrzymanych w uprawie ekologicznej w projekcie (161 mg/100 g s.m.).
W odniesieniu do dziatania neuroochronnego jakie przypisuje si¢ temu gatunkowi istotna jest
takze zawarto$¢ migedzy innymi L-tryptofanu (wyzsza w owocnikach 35,1 mg/100 g s.m.) i 5-
hydroksy-L-tryptofanu (wyzsza w grzybni matecznej — 131 mg/100 g s.m.). W przypadku
tych substancji o aktywnos$ci neuroochronnej i prokognitywnej zar6wno uprawy wlasne —
owocniki pozyskane z gospodarstwa rolniczego w Osieku, ale rowniez te pozyskane w sposob
komercyjny byly niemal rownocenne. Soplowka jezowata okazata si¢ rOwniez gatunkiem o
znacznej zawarto$ci glukandow, bedacych jednymi z najwazniejszych bioaktywnych
metabolitow grzybowych (owocniki zawieraty $rednio okoto 30 g/100 g s.m. glukandw).
W gatunku tym oznaczono réwniez szereg biopierwiastkow: Zn, Fe, Ca, Cu, Mg, K, Mn i Na,
ktérych rownowaga w organizmie cztowieka przektada si¢ réwniez na jego dobrostan. Biorac
pod uwage oczekiwania konsumentow dotyczace jakosci spozywanej zywnos$ci ciekawa
wydaje si¢ analiza potencjalu antyoksydacyjnego w dwoch kolejnych rzutach owocnikow
soplowki jezowatej. Okazuje si¢, ze najsilniejszy potencjatl antyoksydacyjny wykazuje

grzybnia mateczna (1132 mg/g s.m. TE — ekwiwalentu troloksu), a nastgpnie pierwszy rzut
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owocnikow (888 mg/g s.m. TE). Drugi rzut owocnikéw biorgc pod uwage analizg potencjatu
antyoksydacyjnego wydaje si¢ mniej wartosciowy dla konsumentow, jednak nalezy
podkreslic, ze czes$¢ z analizowanych substancji o charakterze prozdrowotnym np. L-tryptofan
czy lowastatyna wystepowata w wiekszej ilosci wiasnie w drugim rzucie owocnikow.

Istotna jest rowniez analiza wynikow uzyskanych dla pozostatych opisanych w projekcie
gatunkdw — plomiennicy zimowej, poléwki wigzkowej, zolciaka siarkowego, ale takze
grzybni matecznej opienki miodowej. Wszystkie z analizowanych gatunkow okazaly si¢ by¢
dobrym zrédlem pochodnych indolu np. L-tryptofanu czy 5-hydroksy-L-tryptofanu. Srednie
zawarto$ci oznaczonego tryptofanu wynosity okoto 20 mg/100 g s.m., przy czym plomiennica
zimowa zarOwno ta pozyskana z upraw w projekcie, jak i owocniki pozyskane ze stanu
naturalnego z lasu byly jej najlepszym zrédlem (zawarto$ci tryptofanu wynosity az do 48,4
mg/100 g s.m.). Co ciekawe, grzybnia mateczna ptomiennicy zimowej zawierata jedynie
sladowe ilosci tego niezwykle cennego aminokwasu, co podkresla jak wazny jest sposob
otrzymywania materialu grzybowego, a takze rodzaj zastosowanego podloza kierujacego
odpowiednio metabolizm grzyba na produkcje okreslonych substancji. Sposrod
analizowanych gatunkéw, to zoéltciak siarkowy (pozyskany z lasu i z upraw, ale rowniez w
postaci grzybni) byt gatunkiem, w ktérym oznaczono najmniejsze zawartosci L-tryptofanu
utrzymujace si¢ w granicach 10 mg/100 g s.m. Nalezy podkresli¢, ze gatunek ten mimo
oznaczenia nizszych zawartosci L-tryptofanu okazal si¢ najbogatszym zrodtem lowastatyny
(14,9 — 15,4 mg/100 g s.m.) oraz ergosterolu (170 — 808 mg/100 g s.m.), co podkresla jego
znaczenie prozdrowotne, ze szczegdlnym uwzglednieniem potencjatu antyoksydacyjnego
oraz aktywnos$ci hipocholesterolemicznej. Opienka miodowa, ktérej nie udato si¢ otrzymaé w
postaci owocnikéw, w formie grzybni matecznej okazuje si¢ by¢ zrodlem: L-tryptofanu,
kwasu p-hydroksybenzoesowego, lowastatyny, a takze ergosterolu. W gatunku tym nie udato
si¢ natomiast oznaczy¢ L-fenyloalaniny, ktéra w znacznych ilosciach wystepowata w
kulturach mycelialnych pozostatych analizowanych w zrealizowanym projekcie gatunkow.
Sposrdd otrzymanych w projekcie ekologicznych owocnikow grzybdéw, to w ptomiennicy
zimowej 1 soplowce jezowatej oznaczono najwyzsze zawartosci L-fenyloalaniny
(odpowiednio 183 i 190 mg/100 g s.m.).

W zrealizowanym projekcie udowodniono, ze material grzybowy w postaci grzybni
matecznej, ale przede wszystkim owocnikow pozyskanych z upraw ekologicznych moze
stanowi¢ zrodlo wielu substancji o znaczeniu prozdrowotnym dla organizmu. W dobie
poszukiwania warto§ciowej zywno$ci analiza zawartosci tak waznych substancji

bioaktywnych jak np. ergotioneina, lowastatyna, ergosterol, pochodne indolowe czy
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biopierwiastki wydaje si¢ by¢ szczegolnie istotna, tym bardziej, ze w wielu przypadkach to
wiasnie owocniki pozyskane z upraw okazywaly si¢ by¢ najbardziej wartoSciowe pod
wzgledem jakosciowym. Otrzymane w projekcie wyniki zawarto$ci substancji bioaktywnych
w analizowanych gatunkach grzybow stanowig niezwykle istotne zrodto informacji dotyczace
bezposredniego wpltywu zastosowanego podloza, ale takze stadium wzrostowego — postaci
grzybni matecznej i owocnikow oraz ich poszczegdlnych rzutdow na jako$¢ produktu
koncowego trafiajacego do konsumenta. Opisana w niniejszym poradniku uprawa grzybow w
sposob ekologiczny 1 zrownowazony moze stanowi¢ impuls do rozpoczgcia produkeji

wielkoskalowej.

IVV. PODSUMOWANIE

Wprowadzenie na rynek gatunkéw grzybow z upraw ekologicznych ma zwigkszy¢
zainteresowanie potencjalnych konsumentow produkcja ekologiczng jak i produktami o
okreslonym wplywie na zdrowie.

Otrzymanie grzybow w uprawach, a nastepnie ich analiza mykochemiczna moze stanowic¢
pierwszy krok w dazeniu do rozwoju rolnictwa ekologicznego w zakresie produkcji grzybow
uprawnych. Ponadto, nalezy podkresli¢, ze rozpoczgcie upraw grzybow lesnych taczy
rozwijanie technik produkcji ekologicznej z wprowadzaniem na rynek produktow o
korzystnym wptywie na zdrowie. Istotnym celem dlugofalowym bedzie zwigkszenie
efektywnosci ekonomicznej przedsigbiorstw oraz matych gospodarstw ekologicznych, ktore
zajmujg si¢ zbieraniem grzybow lesnych. Moze to by¢ osiggniete poprzez wprowadzenie na
rynek upraw wymienionych wczesniej gatunkow jadalnych grzybow, ktore to zostaly
doktadnie opisane w niniejszym poradniku. Dzigki temu przedsi¢biorstwa beda mniej zalezne
od sezonowego wystgpowania okre§lonych gatunkow grzybow w $rodowisku naturalnym
oraz rozszerza swoja oferte produktows.

Dodatkowo nalezy mie¢ na uwadze, iz proponowane rozwigzania bezposrednio wpisujg si¢
w realizacj¢ Europejskiego Zielonego Ladu oraz w szczeg6élno$ci Strategii od Pola do Stotu
(Farm to Fork/F2F) (Strategia ,,od pola do stolu” na rzecz sprawiedliwego, zdrowego i
przyjaznego dla srodowiska systemu Zywnosciowego). Strategia ta zaklada m.in. osiggniecie
na poziomie catej UE do 2030 r. pieciu gléwnych wskaznikow — z czego jeden odnosi si¢
wprost do rolnictwa ekologicznego: wzrost poziomu udziatu powierzchni objetej systemem

rolnictwa ekologicznego do 25%. Rozwdj uprawy grzybow ekologicznych wptywa wprost na
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ten wskaznik, jak i1 réwniez posrednio poprzez wzrost popytu na ekologiczne surowce
pochodzenia rolniczego wykorzystywane do przygotowania podtozy do uprawy.

Jednocze$nie komercyjne uzyskiwanie grzybow, ze wzgledu na swojg specyfike,
doskonale wpisujg si¢ w koncepcje zrownowazonych systemow zywno$ciowych, a ich
uprawa zwieksza dostgpnos¢ zywnosci pozytywnie wpltywajacej na zdrowie. Rozwinigcie
ekologicznych metod uprawy grzybdéw stanowi takze wdrozenie Planu Dzialan dotyczacego
Rozwoju Produkcji Ekologicznej, ktory zostat przedstawiony przez Komisj¢ Europejskg w
dokumencie COM(2021) 141 final.
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