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Osetreni substratu pro péstovani hlivy ustficné (Pleurotus ostreatus)
vybranymi bakteriemi
Souhrn

Tato diplomova prace je zaméfena na zkoumani prorUstani mycelia dievokazné
houby hlivy Ustfi¢né (Pleurotus ostreatus) substratem, ktery byl vytvoren ze psenicnych pelet
oSetfenych vybranymi bakteriemi. Kinokulaci substratu byly pouzity bakterie Bacillus
subtilis, Bacillus macerans, Trichoderma pleurotum a preparat EMa Super Comp firmy EM-
Eko.

Hlavnim cilem bylo zkoumani, jak tepelné oSetreni a inokulace vybranymi bakteriemi
ovlivni substrat pro péstovani hlivy. Zkoumala se pouzita teplota a délka fermentace
bakteriemi. U prvniho pokusu byly pouZity sterilizované pelety a jako kontrolni varianta se
pouzily pelety nesterilizované. Kinokulaci byla pouzZita smés mikroorganismi EMa Super
Comp firmy EM - EKo. U druhého a tfetiho pokusu byly pouZzity bakterie Bacillus subtilis a
Bacillus macerans. U ostatnich pokusl se k zdkladnim bakteriim pridala suspense
Trichoderma pleurotum aby se zkoumalo, jak tepelné oSetfeni substratu potlaci jeji rozvoj.
Zakladni tepelné osetteni substratu u prvniho a druhého pokusu probihalo pfi 30°C po celou
dobu fermentace, ale u ostatnich se teplota po tfech dnech fermentace zvysila na 50°C.
Pouze u Sestého pokusu se zjistovalo, zda sniZzeni teploty z 50° na 45°C vyrazné ovlivni
substrat pro hlivu. U sedmého pokusu se zkoumalo, zda lze pouzit separat z bioplynové
stanice jako substrat pro hlivu. V osmém pokusu se porovnavalo poufziti vyssich teplot a
jejich plisobeni na mikrobialni sloZeni substratu.

V pokusech byl porovnavan rlst mycelia hlivy Ustticné ( Pleurotus ostreatus ) u vSech
pouzitych variant substratd. Bylo prokazano, Zze pouzita teplota a doba fermentace vyrazné
ovlivni mikrobidlni sloZeni substratu a omeazi jejich rozvoj. U fermentace substratu pfi teploté
30°C se neprojevilo, Ze by teplota pozitivhé omezila rozvoj konkurenénich hub a ovlivnila
prorlstani mycelia. Naopak doslo k rozvoji plisni a ke kontaminaci substratu. Nejucinné;jsi
teplota fermentace byla 50°C, kterd vyrazné omezila rozvoj zelenych plisni a ostatnich

konkurencnich hub.

Klicova slova: Pleurotus ostreatus, Trichoderma pleurotum, Bacillus subtilis, Bacillus

macerans, fermentace, mycelium



Treatment of substrate for the cultivation of oyster mushroom (Pleurotus
ostreatus) with selected bacteria

Summary

This diploma thesis is focused on exploring the penetration of wood - decaying fungi
mycelia of oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) substrate, which was created from the
wheat pellets treated with selected bacteria. The inoculation of the substrate were used
Bacillus subtilis, Bacillus macerans, Trichoderma pleurotum and preparation EMA Super
Comp firm EM-Eko.

The main objective was to investigate, how heat treatment and inoculation selected
bacteria affect the substrate for oyster cultivation. In the first experiment, straw pellets
sterilized in an autoclave, but in other experiments not treated. Examined the temperature
used and length of fermentation bacteria. In the first experiment were used a sterilized
pellets and as a control option pellets were used unsterilized. The inoculation was used a
mixture of microorganisms EMA Super Comp firm EM-Eko. In the second and third
experiment were used the bacteria Bacillus subtilis and Bacillus macerans. In other
experiments, the bacteria added to a suspension of Trichoderma pleurotum to examine how
the heat treatment of the substrate suppresses their development. The heat treatment of
the substrate at the first and second experiment was carried out at 30°C throughout the
fermentation, but other temperature after three days fermentation increased to 50°C. Only
in sixth of the experiment it was examined, whether the decrease in temperature from 50°C
at 45°C can significantly affect substrate for oyster mushroom. In the seventh experiment
examined whether the use of a reprint of biogas plants as a substrate for oyster mushroom.
In the eighth experiment compared the use of higher temperatures and their effects on the
microbial composition of the substrate.

In experiments compared the growth of mycelia of oyster mushroom (Pleurotus
ostreatus) for all the variants substrates. It has been shown that the temperature used and
the fermentation time significantly affects microbial composition of the substrate and
restrict their development. For the fermentation of the substrate at 30 ° C did not manifest
that positively limit the temperature development of competing fungi and affected ingrowth

mycelia. Conversely, there was a development of green mold and contamination of the



substrate. The most efficient fermentation temperature was 50 ° C, which greatly limited the

development of mold and other competing fungi.

Keywords: Pleurotus ostreatus, Trichoderma pleurotum, Bacillus subtilis, Bacillus macerans,

fermentation, mycelium
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1 UvoD

Tato diplomova prace se zabyva zkoumanim vlivu inokulovanych bakterialni populace
na pouzity substrat. V praci bylo studovdno, zda pouzité bakterie ovlivni substrat negativné,
pozitivné ¢i neutralné. V substratu jsou pritomny jiz nékteré nespecifikované bakterie a
kromé vzdjemného plsobeni se zkoumalo, zda ovliviiuje pfitomnost ostatnich bakterii i
pouzity zplsob fermentace. Je otazka, jakych teplot Ize pfi fermentaci vyuZit a to zejména
zdali staci nizsi teploty, které jsou pro velkopéstitele energeticky méné ndrocné a lépe
vyuZitelné nez vysoké teploty.

Z tohoto ddvodu se zkoumalo pouziti nizSich teplot a celkovd doba fermentace
substratu. Do substratu se inokulovaly vybrané druhy bakterii a sledovalo se jejich ovlivnéni
na ostatni pfitomné organismy. Povrch substratu byl naockovan sadbou hlivy Ustficné (
Pleurotus ostreatus ) a vtydennich intervalech se pozoroval pribéh proristani mycelia

substratem. Zjisténé vysledky rastu mycelia a vyskytu kontaminace byly vyhodnoceny.



2 CiL PRACE A HYPOTEZA

2.1 CiL PRACE

Osetreni substratu pro péstovani hlivy ustficné (Pleurotus ostreatus) vybranymi
bakteriemi

Cilem této prace je zjiSténi, které bakterie ¢i organismy vice ovliviiuji rist mycelia hlivy
(Pleurotus ostreatus) v substratu vytvoreném z pelet z nadrcené psenicné slamy. K nalezeni
pozadovanych informaci byly zaloZzené pokusy, ve kterych se zkoumala rychlost prorQstani
mycelia hlivy. Hlavnim cilem bylo ovéfit schopnost bakterii rodu Bacillus kolonizovat substrat
a vytvofit tak ze substratu selektivni medium vhodné pro mycelium hlivy a chranit pred

kontaminaci jinymi konkurenénimi druhy hub.

2.2 HYPOTEZA

Rizend fermentace pelet z nadrcené pseni¢né slamy pro pfipravu substratu hlivy
ustficné ( Pleurotus ostreatus ) zlepsi podminky rdstu mycelia hlivy a zabrani vyvoji

konkurencnich hub.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 HOUBY

3.1.1 COJE HOUBA

Historicky byly houby zafazeny mezi tzv. nizsi v rostliny v oddéleni Thallophyta podle
Linnaeuse. To bylo z velké ¢asti zplasobeno relativné jednoduchymi, anatomicky
nekomplikovanymi strukturdlnimi vlastnostmi ( nedostatek pravych korenu, pravého stonku,
pravych list(i, pravych kvétd a pravych semen). Moderni studie prokazaly, Ze biota hub, spolu
s dalSimi houbami maji svoje vlastnosti, které jsou dostatecné a vyrazné, k odliSnému
umisténi do samostatného houbového kralovstvi. Houby se lisi od rostlinné a Zivocisné Fisi
sloZzenim jejich bunécné stény a zplsobem vyZivy, kterd je heterotrofni, na rozdil od zvifat, je
absorpéni nez travici ( Chang at Miles, 2004 ).

Na rozdil od rostlin houby nemaji chlorofyl a nejsou proto schopné vyuzivat energii
slune¢niho zareni k tvorbé organickych molekul. Na rozdil od Zivocich, ktefi travi potravu
uvnitf téla v travicim ustroji, houby rozkladaji organické slozky vné své stélky tim, ze do okoli
vylu€uji hydrolytické enzymy, které Stépi substrat na mensi ¢asti a ty jsou absorbovany
dovniti houbové stélky.

Dalsim znakem, kterym se odlisuji houby od rostlin, jsou zdsobni a transportni latky.
U rostlin je zasobni latkou skrob a transportnimi formami cukru je glukdza, sachardza a
fruktéza. U hub jsou hlavni zasobnimi latkami tuky, glykogen a sacharidy, které se
transportuji stélkou ve formé cukernych alkoholl ( manitolu a arabitolu) a disacharidu

trehaldzy ( Jablonsky a Sasek, 2004 ).

3.1.2 CHARAKTERISTIKA HUB

Houby v procesu Zivotniho cyklu jsou schopné se reprodukovat stejné jako vSechny
ostatni Zivé véci. V pripadé hub, reprodukéni orgdn mize mit nékolik forem. Jedna konkrétni
tfida hub, basidiomycetes, produkuji velky masity reprodukéni organ, ktery béiné zndme

jako houbu. Mnoho z téchto hub jsou pouzZivany jako pozivatiny, ale ve skutecnosti



predstavuji velmi kvalitni vyZivu, ¢asto se rovna nebo je vyssi nez maso v mnozstvi bilkovin a
esencidlnich aminokyselin ( Grianotti et al., 2012 ).

Houby maji nezastupitelnou roli v pfirodé ale i v Zivoté Clovéka. Zakladni uloha
v pfirodé je v jejich podilu na rozkladu organické hmoty na anorganické slouceniny. Podileji
se vSak i na humifikaci, kdy dochazi k ¢astecnému rozlozeni organické hmoty na humusové
latky ( Valicek, 2011 ).

Vegetativni ¢ast houby tzv. mycelium, obsahuje systém vétveni vldken a retézovych
pramenu, které se vétvi prostfednictvim puady, kompostu, dfeva nebo jiného
lignocelulézového materiadlu, na kterém houby rostou. Po obdobi rlstu, a za pfiznivého stavu

zaloZzené mycelium vytvafi rodici strukturu - plodnici ( Chang at Miles, 2004 ).

3.1.3 OBSAHOVE LATKY A JEJICH UCINKY

Po staleti se uvadélo, Zze houby nemaji nejen zadnou vyzivovou hodnotu ale téz, ze
nepfispivaji ke zlepSeni naseho zdravi. Dnes je znamo, Ze houby kromé zdakladnich
obsahovych latek fadu specifickych latek, které priznivé ovliviiuji nase zdravi ( Valicek, 2011
).

Houby kromé zakladnich sloucenin, potfebnych pro cinnost a stavbu bunék,
syntetizuji fadu specialnich sloucenin ( nazyvanych sekundarni metabolity ). V soucasné
mediciné se béiné vyuzivd nékolik skupin antibiotik houbového pulvodu ( cefalosporin,

penicilin, griseofulvin ) ( LepSova, 2005 ).

3.1.3.1 ZAKLADNI STAVEBNI LATKY

Houby patti mezi idedIni soucast lidské stravy, protoze jsou cennym zdrojem bilkovin,
minerdlnich latek i vldkniny a naopak obsahuji mdlo tuku a sacharidd. V houbach je nejvice
obsaZend voda a to ve velmi rozdilném mnozstvi, které se pohybuje mezi 75 — 94% a zbytek
tvofi susina. Z hlavnich obsahovych latek je v susiné hub obsaZzeno 24,4 — 63% bilkovin, 0,1 —

6,7% tuku, 4,3 —55% sacharid a 0,6 — 2,5% mineralnich latek ( Valicek, 2011 ).



BILKOVINY

Kvalita bilkovin zavisi na zastoupeni jednotlivych aminokyselin. Je znamo, Ze
z celkového poctu 20 aminokyselin tvoficich bilkoviny lidského organismu si mize asi 11
z nich vytvofit naSe télo samo, ostatni ziskdvdme z potravy. V houbach je nejcastéji
zastoupen napf. lysin, leucin, threonin, methionin a tryptofan. Z ostatnich aminokyselin
obsahuji velké mnoZstvi prolinu ale také arginin, asparagin, glutamin, serin, alanin a glycin (

Valicek, 2011 ).

TUKY

Obsah tuku v plodnicich je zanedbatelny. Lipidy jsou zastoupeny rlznymi
slouc¢eninami, napf. fosfolipidy, lipoproteiny, glykolipidy ale také steroidy. Jsou obsaZzeny
hlavné v bunéénych membranach, kde maji ochrannou funkci a jsou zasobnimi latkami (

Valicek, 2011).

SACHARIDY

Tato skupina je zastoupena rozpustnymi cukry obsazenymi v plazmé. Jde hlavné o
trehaldzu. Podili se na stavbé bunécné stény a je stabilizdtorem bunééné membrany. Déle je
to ribdza a glukdza, galakany ale také glykogen, zasobni cukr, jinak polysacharid tvoreny
molekulami glukdzy. V plodnicich nejdeme i cukerné alkoholy, jako je napf. mannitol,

sorbitol, volemitol a erythrinol ( Vali¢ek, 2011 ).

POLYSACHARIDY

Nejvyznamnéjsi latky s [éCivymi Ucinky, které se vykytuji v houbach a jsou nejcastéji
sloZzeny z glukézy a nazyvaji se glukany.

GLUKANY se rozlisuji podle glykosické vazby. Nejrozsitenéjsi jsou 8 - (1,3 )-D -
glukany, 8-(1,6)-D-glukanyaa-(1, 3)-D - glukany. Kromé uvedenych glukan(i mohou
polysacharidy obsahovat v molekule mimo glukézy i jiné monosacharidy, napf. anabiézu,
xyldzu, galaktézu aj., které se nazyvaji heteroglykany. Z heteroglykan( je to napf. krestin,
polysacharid K aj.

Glukany jsou specifické pro jednotlivé druhy hub napf. hliva Ustficna ( Pleurotus

ostreatus ) obsahuje pleuran, houZzevnatec jedly ( Lentinula edodes ) obsahuje lentinan,



kladnoliska obecna ( Schizophyllum commune ) obsahuje schizophyllan a penizovka
sametonoha ( Flammulina velutipes ) obsahuje flammulin.

Tyto glukany jsou modifikatory biologické reakce a pomahaiji lidskému télu adaptovat
se na rGzné nepfiznivé podminky prostiedi. ZvySuji aktivitu protinadorovych bunék, az
100krat a zabranuji rlstu vlastniho nadoru. Indukuji tvorbu interferonu, aktivuji buriky
zajistujici obranyschopnost organismu ( Valicek, 2011 ).

Obecné glukany zvySuji aktivitu imunitniho systému. Jejich antineoplazmaticka
aktivita nespociva v cytotoxicité, ale v aktivaci bunécného imunitniho systému. Glukany

.....

Také pfrispivaji ke snizeni cholesterolu ( Jablonsky a Sasek, 2006 ).

VLAKNINA

Uvadi se jako dietetickd. Houbova vldaknina obsahuje v susiné kolem 26% nerozpustné
a asi 1% rozpustné vlakniny. Zahrnuje Skalu nestravitelnych sacharidl s odliSnymi
fyziologickymi a fyzikalnimi Ucinky. Pro ¢lovéka je chitin témér nestravitelny, ale podporuje
peristaltiku a ¢innost stfev. Z chitinu ziskdvany chitosan snizuje hladinu cholesterolu v krvi (

Valicek, 2011 ).

MINERALNI LATKY

Popel predstavuje celkovy obsah minerdlnich latek v houbach. Tvofi v priméru 8%
v susiné. Nejvice zastoupeny je draslik ( cca. 3000 mg/ 100 g susiny ), dale fosfor ( 500- 1000
mg ), sira ( 200 mg ), horcik ( pfiblizné 80- 180 mg ) a prekvapivé malé mnozstvi tvoti sodik a
vapnik ( 30 mg ). Obsah uvedenych prvkd v houbach je srovnatelny s obsahem, jako je

v zeleniné, pouze obsah fosforu je vyssi ( Antonin a kol., 2013 ).

3.1.3.2 SPECIFICKE LATKY

Tyto specifické latky jsou typické pro vétSinu hub. Vétsinou jde o latky, které nejsou
nutné pro stavbu i ¢innost bunék i celého organismu houby. U téchto tzv. sekundarnich

metabolitl neni plné objasnén jejich vyznam.



TRITERPENOIDY

Terpeny jsou latky mimo jiné obsaZené také v houbach. Pro nds jsou vyznamné
triterpenoidy do nichZz patfi az 4000 latek, a to nejen vlastni triterpenoidy ale rovnéz
fytosteroly, saponiny aj..

Tripetinoidy obsahuje hlavné lesklokorka leskld ( Ganoderma lucidum ), a to v poctu
cca. 120, ztoho ma asi 80 fyziologické ucinky. Jde napfiklad o kyselinu ganodermovou a
ganoderovou, ganodermadiol, lanostan, ganodersyren A-Z, ganoderiolen A a B, ganoderalen

A-C aj. ( Valicek, 2011 ).

LEKTINY

Jednd se o skupinu bilkovin schopnych vazat urcité struktury obsahujici volné i
vazané cukry ( napt. glykoproteiny, polysacharidy ). U¢astni se mnoha dé&jd, které je nutné
specificky rozpoznavat tj. napf. vzdjemnych vztahll mezi patogenem a hostitelem i
imunologickych reakci. Mohou pUsobit pozitivné ( tlumi nardst nddorovych bunék tim, ze
blokuji syntézu bilkovin ), ale na druhé strané i negativné ( jsou schopné srazet cervené
krvinky a ve velkém mnoZstvi plsobi antinutricné). Mohou byt toxické, zpisobovat napfiklad
zvraceni, krvavé prujmy, zanét zaludku, ztratu tekutin az Sok. Plodnice hlivy ustficné je

obsahuji v mnoZstvi neposkozujici lidské zdravi ( Valicek, 2011 ).

FOSFOLIPIDY

Patfi mezi tuky a mimo jiné hlavni jsou hlavni soucasti bunécnych membran.
Vyznamnou skupinou jsou tzv. esencialni fosfolipidy, nebot maji pfiznivy vliv na stavbu a
funkci jaternich bunék. Ty ovliviiuji ¢innost jater, zvysuji jejich regeneracni schopnost a

detoxikacni ucinky.

VITAMINY

Jsou to latky, které si télo nedokaze vytvofit samo, ale pfitom jsou pro télo nezbytné.
| v malych davkach ovliviuji rist, vyvoj a spravnou cinnost organismu. Houby patfi mezi
vyznamny zdroj celé skaly vitamin(, predevsim vitaminUl B;, B, B3, B4, Bg, nékdy B, ale také
vitaminu E a K. U nékterych hub je zastoupeny i B-karoten. Velky vyznam ma i kyselina listova

( vitamin Bg ), kterd je nezbytna pro tvorbu nukleovych kyselin a pfti krvetvorbé.



ENZYMY

Princip vyZivy hub pomoci jejich enzymatickych aktivit je takovy, Ze houbova stélka
produkuje enzymy do vnéjsiho prostfedi - extraceluldrné, mimo své burky. Ve vnéjSim
prostfedi enzymy nastipaji velké molekuly ( polysacharidy a bilkoviny ) na mensi ¢asti, které
uz houba muze prenést pres cytoplazmatickou membranu dovnitf buriky a tam je pomoci
jinych enzym stravit. Enzymy je $tépi na jednoduché cukry a aminokyseliny ( Antonin a kol.

2013).

LOVASTATIN ( MEVINOLIN, MONACOLIN K)

Patfi do skupiny statind. Hliva Ustficna jej obsahuje 0,4 — 2,7% v susiné. Je ucinny
v metabolismu cholesterolu, snizuje jeho hladinu, stejné jako obsah tuku a cukru v krvi,

chrani pred vznikem infarktu myokardu. Ma i Gcinky protialergické ( Jablonsky a Sasek, 2006

).

3.2 HLIVA USTRICNA ( PLEUROTUS OSTREATUS)

Rod Pleurotus je pfibuzny celé radé jinych rodd. Témér kazda jeho sekce ma blizké
vztahy k néjakému jinému rodu ( Lentinus, Tricholoma, Clitocybe, Omphalia ).

Plodnice byvaji zpravidla trsnaté, vzacné jednotlivé, obycejné stfesSovité, klobouk
masity, excentricky aZ skoro postranni, vzacné skoro centrdlni, okrouhly, jazykovity aZ skoro
lopatkovity, vice méné horizontalni, v mladi sklenuty, pak rozlozeny, zbarvenim velice
proménlivy, bledy azZ bélavy, v mladi vétSinou tmavsi.

Pleurotus ostreatus ( Jacg.:Fr. ) je jednou nejproménlivéjsich hub vibec. Plodnice se
znacné méni jak velikosti, tak tvarem a zbarvenim klobouku( Pilat, 1935 ).

Hliva patfi mezi dfevokazné houby, které jsou v pfirodé svym vyskytem vazany na
dievo. Zpusobuji jeho rozklad oznacenou jako hniloba nebo tleni. Tim je vyznacena i jejich
fyziologie. Prorlstaji svymi hyfami dfevo a svou cinnosti rozkladaji bud' jen jeho celuldzni (
polysacharidickou ) slozku, nebo kromé ni stravuji i lignin. Z obecného hlediska se
dfevokazné houby rozdéluji do dvou skupin: Houby celulozovorni, které rozkladaji jen
celuldzni slozku ( polysacharidickou ) slozku drfeva a zpUsobuji nacervenalou postupné

hnédnouci barvu difeva. Zatimco hliva patfi mezi houby lignovorni, kterd vede celuldzni (



polysacharidické )slozky dfeva a rozkladaji i lignin. Difevo vétSinou svétla, i kdyZ mnohdy
v prvnich etapach rozkladu mlze nabyvat prechodné tmavsich tonl ( Rypacek, 1957 ).

Casto se hovofi o tom, zda mlZe byt hliva nebezpeénd Zivym stromim. Bylo
prokdzdno, Ze hliva naockovana na Zivé stromy se ddale nesifi. Mycelium pusobi bélavé
trouchnivéni dreva. Infekce pronikd do dreva Zivého stromu zejména rldznymi ranami po
ulomenych vétvich. Kalamitni vyskyt hlivy byl pozorovdn na stromech silné oslabenych
lesnim pozarem ( Jablonsky a Sasek, 1997 ).

Hliva ustfiénd ( Pleurotus spp . ) je cennou potravinou s vysokym obsahem bilkovin a

obsahem vitamin( a nizkym obsahem tuku. ( Vajna, 2009).

3.2.1 DREVOKAZNE HOUBY

Rozkladaji dfevo bud’ se stromU pokdcenych, dfevo uz zpracované nebo prosté mrtvé,
nebo rozkladaji dfevo jesté za jejich Zivota. Rozezndavame houby saprofytické, a parazitické.
VétsSina z nich prechazi z parazitismu do saprofytismu nebo obracené, takZze nenachazime
jeden a tyz samy druh rostouci jednou na Zivém stromu, jindy na mrtvém drevé (
saproparaziti ).

Soustavné studovat a pochopit fyziologii drfevokaznych hub, jejich vyZzivu a
metabolismus ¢i zvlddnout jejich vzajemné vztahy, to predpoklddd mnoho zdmérné

provadénych pokust v laboratofi ( Rypacek, 1957 ).

3.2.2 FYZIOLOGICKE POZADAVKY HLiVY
3.2.2.1 POZADAVKY NA VYZIVU

Hliva je kosmopolitni rod, ktery se vyskytuje ve vSech zemépisnych Sirkach a
vegetacnich pdsech obou polokouli. Podhoubi vétsSinou osidluje dfevo listnatych stromd,
jedinou vyjimkou je hliva holubi, kterd roste na drevé listnatych i jehlicnatych drevin (

Jablonsky a Sasek, 2006 ).



3.2.2.1.1 MINERALNI VYZIVA

Je uréovana predevsim svym substratem, na kterém rostou. Dfevo i rostouci strom je
pomérné chudy na popeloviny, obsah popele se pohybuje kolem 1% v jeho susiné. Proto i
pozadavky na minerdlni vyZivu jsou velmi malé. ZvySovani mineralnich latek v substratu

nepusobi nijak ndpadné ani na rlst, ani na ¢innost hub ( Rypacek, 1957 ).

3.2.2.1.2 DUSIK

Dusik je prvek, ktery je pro houby velmi dileZity. Zuc¢astni se nejen jejich vystavby
chitinové bunécné blany, ale dava predevsim zaklad bilkovinné slozce jejich protoplastu. Je
soucdsti molekuly aminokyselin, protein( a proteid(, ¢etnych enzym( aj. Dfevo je substrat
velmi chudy na dusik (pomér C/N je ve drevé 250 - 1250/1).

Rast i ¢innost dfevokaznych hub zalezi tedy znacéné na obsahu N latek v substratu (
Rypacek, 1957 ).

Dusik je nezbytny pro syntézu bilkovin, purinG a pyrimidin(. Chitin, polysacharid
spolecného vyskytu v bunécnych sténach mnoha hub rovnéz obsahuje dusik. Houby vyuzivaji
raznych zdroja k ziskani dusiku pro syntézu téchto zakladnich sloucenin. Jiné zdroje dusiku
vyuzitelného houbami zahrnuje dusi€énan amonny a organicky dusik. Studie metabolismu
dusiku za pouziti mikroorganism, véetné mutantl v ascomycete Neurospora, vedly k
nasledujicim zobecnéni: druhy vyuzivajici dusiénan mohou také vyuzit amonny iont a
organicky dusik, a druhy vyuzivajici amonny iont mohou také vyuzit organické dusikaté

slou¢eniny ( Chang and Miles, 2004).

3.2.2.1.3 UHLIK

Zcela zdsadni vyznam maji houby v kolobéhu uhliku, ktery ziskavaji zejména
rozkladem polysacharid( (celuldzy, ligninu aj.), ale i tuk( a jinych latek — jejich rozklad finalné
vede az k CO,.

Zdroje uhliku, vhodné pro rast mycelia jsou Skrob, glukdza, pektin, celuléza a lignin.
Etanol je také zdrojem uhliku pro rist mycelia, nicméné citrat, oxalat a dalsi organické

kyseliny nejsou pfiznivé pro jeho rist ( Chang and Miles, 2004).
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3.2.3 POZADAVKY NA PROSTREDI

V pfirodé roste hliva vétSinou na odumrelém drevu, ale rychle rostou i na rtznych
organickych odpadech jako je slama, kukufi¢na vietena, hrachovina, pazdefi, vojtéskové
seno nebo papir. Suroviny, na kterych hlivy rostou, muiZeme charakterizovat jako
lignoceluldzové odpady, tedy latky obsahuijici lignin, celulézu a hemicelulézu. Predpokladem
je, ze tyto materidly musi projit tepelnym oSetfenim- pasterizaci, popfipadé sterilizaci (
Jablonsky a Sasek, 2006 ).

Mnoho rlznych druh( hlivy Ustficné se vyvijelo na rliznych mistech po celém svété a
staly se vice ¢i méné specializované na stépeni rlzny zdrojl surovin celuldzy ( substratu ) pfi

rGznych teplotdch, kysliku a mnozstvi svétla (aklimatizace) ( Griatolli et al., 2012 ).

3.2.3.1 VLIV TEPLOTY

Pro kli¢eni spor je optimalni teplota 28°C. Pti teploté 20°C je rlist mycelia zpomaleny,
coZz muze vést k nezvyhodnéni hlivy vici kompeti¢énim mikroorganismim. Rist mycelia se
zcela zastavi pti teploté 5°C. Mycelium neposkodi ani mrdz. Substrat, ktery je kolonizovany
myceliem hlivy miZe byt vystaven teplotam pod nulou a po zvySeni teploty mycelium opét
zacind rast a kultura vytvari plodnice. Vétsim problémem je v letnich mésicich prehfivani
substratu v intenzivni kultufe. Mycelium odumira pfi teplotach nad 32 - 35°C v zavislosti na
vlhkosti substratu. V praxi to znamen3, Ze vrstva substratu nema byt vyssi nez 35 cm a do
polyetylénovych pytli neddvame vic nez 20 kg.

V prabéhu nasazovani zarodk(l maji jednotlivé druhy hliv sva teplotni maxima, ktera
v pfipadé, Ze jsou prekrocena, tak zcela znemoZniuji nasazovani plodnic hlivy Ustfiéné.
Optimalni teplota pro nasazovani zarodk( plodnic probiha pfi teploté 8 - 12°C a zcela se

zastavuje pfi pfekroceni 15°C ( Jablonsky a Sasek, 2006 ).

3.2.3.2 VLIV PH NA RUST MYCELIA

Optimalni pH pro béhem rlstu podhoubi hlivy je vrozmezi 5,5 - 6,5. Rist mycelia
mimo rozmezi uvedenych hodnot je zpravidla pomalejsi. Pfi ptipravé substratu se upravuje

hodnota pH pridanim vapence ( mleté kfidy ) na hodnotu 5,6 - 6,6 pH. Béhem ristu mycelia
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se hodnota pH v substratu méni. V povrchové vrstvé je pH podstatné nizsi nez ve vnitfnich

vrstvach ( Jablonsky a Sasek, 2006 ).

3.2.3.3 VLIV SVETLA

Béhem kolonizace substratu hliva osvétleni nepotiebuje, avSsak béhem nasazovani a
vyvoje plodnic je potfebna urcita intenzita osvétleni. Pro vyvoj normalné vyvinutych plodnic
je dostacujici intenzita okolo 100 - 400 luxt ( méfeno na povrchu substratu) po dobu 12
hodin za den. PFi vyssi teploté, kdy plodnice rychleji rostou, ma vyssi naroky na osvétleni nez
pfi nizsich teplotach. Na nedostatek osvétleni hliva reaguje protahlym tfeném a zakrslym
kloboukem. PFi Uplné tmé se vytvari misto plodnic temnostni formy tvarem pfipominajici
kvétadk. Optimalni osvétleni ma vliv na vybarveni klobouku. Pti nedostatku osvétleni maji

plodnice svétlou barvu ( Jablonsky a Sasek, 2006 ).

3.2.3.4 VLIV OXIDU UHLICITEHO

V prabéhu vyvoje se kultura hlivy vyznacuje zcela odliSnymi naroky na koncentraci
oxidu uhli¢itého v prostredi. BEhem kolonizace( prorlstani ) substratu dosahuje mycelium
nejvyssi rychlosti ristu, pokud je v substratu koncentrace 2000 - 3000 ppm oxidu uhlicitého.
Vysoka koncentrace potlacuje rlst konkurencnich zelenych plisni, proto se péstebni bloky Ci
pytle perforuji jen ¢aste¢né, aby se v substratu udrzela zvySend koncentrace CO,. V priibéhu
nasazovani a vyvoje plodnic je potfeba péstirnu intenzivné vétrat jinak dochazi k deformaci
plodnic a tfené jsou vétSinou protahlé, Sroubovité stocené.

Pfi hodnoté 1100 ppm se vynos snizuje o 43% a pfi 1500 ppm az o 80% oproti
optimalni tolerované koncentraci 400 - 600 ppm. Pfi vysoké koncentraci nad 2000 ppm CO,

tvorba plodnic ustava ( Jablonsky a Sasek, 2006 ).
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3.2.4 VZTAH HLIVY A MIKROORGANISMU V TLEJiCIM DREVE A PESTEBNIM
SUBSTRATU

Hlivy se v Zivném substratu setkdvaji s podhoubim jinych druh( hub ( s kvasinkami a s
bakteriemi ), které si narokuji prdvo substrat vyuzivat - ziskavat z néj Ziviny. Soupefi mezi
sebou o volné dostupné Ziviny. Zvitézi ten organismus, ktery umi ziskat Ziviny co nejrychleji a
ktery ma dobte a rychle fungujici enzymy, ma z¢asti vyhrdno. Glukdzu ziskdvaji houby
rozkladem celulézy. Ta se vsak, pokud neni okamZité prijata do podhoubi, stane predmétem
zajmu ostatnich.

U nékterych druh( hliv se prokdzalo protibakteridlni plsobeni. Hliva dubova a hliva
mackova zastavovaly rust bakteridlnich kolonii ( Bacillus subtilis a Escherichia coli ). Hliva
mackova také omezovala rlst kvasinky Candida pseudotropicalis.

Hliva ustficna pro svou ochranu uvoliiuje plynnou latku methoxybenzaldehyd, ktery
potlacuje rlst grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a hub. Zastavuje rlst a kliceni
vytrustd konkurencénich hub. Plodnice ale tuto latku nevylucuji, misto ni obsahuji oktenol,
ktery zarucuje protibakteridlni ochranu plodnice a tim poskytuje dostatecné dlouhy ¢as pro
dozravani a uvolfiovani vytrusu. Toto zjistil kolektiv autor(i vedeny D.Woodem v roce 2000 (

LepSova, 2005 ).

3.2.5 PESTOVANI HLivY

Amatérské péstovani hlivy je pomérné jednoduché a potfeby k nému jsou snadno
dostupné. Obecné Ize vyuzit velmi jednoduchych postupl i postupl sloZitéjsich, péstitelsky
vynos je jistéjsi pfi pouziti modernéjsich zplsob( péstovani. Je ale potfebné dodrzet nékolik
nutnych podminek - pfipravit substrat tak, aby jej neosidlily jiné druhy hub nez hliva, pfi

kultivaci zabranit vysychdani substratu.

3.2.5.1 PESTOVANE DRUHY HLiV

Vybér nejlepsich druhl a kmen hlivy Ustfiéné je nejdalezitéjsim krokem pfi vytvareni
Uspésné programu péstovani hub. Neexistuje jeden kmen, ktery je lepsi nez jiné kmeny, to

vse zalezi jen na klimatu, substratu a pouZzité kultivacni metodé. Jediny zpUsob, jak urcit
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nejlepsi druhy a kmeny pro péstovani v jakékoli dané situaci je experimentovat s nékolika
typy hlivy Ustfiéné a zaznamenat ¢as vyroby a vynos pro kazdy kmen v téchto konkrétnich
okolnostech. ( Holliday at al., 2009 ).

Pro péstovani prichdzi v Uvahu Siroké spektrum druhd hliv. Jednotlivé druhy maji
podobné naroky na vyzivu, vyrazné se vSak lisi v pozadavcich na teploty v pribéhu
kolonizace substratu ¢i pfi nasazovani a tvorbé plodnic. Vedle chladnomilné hlivy Ustfi¢né se
péstuji druhy teplomilné a tropické ( Jablonsky a Sasek, 1985).

Hliva ustficna [ Pleurotus ostreatus ( Jacg. Ex Fr. ) Kumm.]. Tato houba je rozsifena
v mirném klimatickém pasmu. Plodnice vytvari vétSinou na podzim a v zimé - nékdy na jare
v teploté 15 °C. Vyrlstaji stfechovité nad sebou. Klobouk masity, Sedé az hnédé barvy, na
povrchu hladky a suchy. DuzZina bélava, pomérné tlustd, prijemné viné i chuti. Tferi obycejné
silné excentricky az postranni, hladky nebo podélné ryhovany.

Kultivar hlivy ' Florida ' ( Pleurotus sp. cv. ' Florida ' ). S touto kulturou je provedeno
mnoho pokusl studujicich tvorbu plodnice, protoze velmi ochotné vytvari plodnice i pfi
teploté 20 - 25°C. Plodnice jsou zpravidla mensi nez P. ostreatus. Kultura vytvari velmi brzo
po osazeni plodnice a dosahuje velkého vynosu. Duzina klobouku je tenci nez Pleurotus
ostreatus, coz zpravidla zpUsobuje, Ze na okraji klobouk snadno praska, plodnice vysychaji a
béhem manipulace jsou poskozovany.

Dnes se prevainé péstuji kfizenci mezi Pleurotus sp. cv. ' Florida ' a Pleurotus
ostreatus. Tito kfizenci mohou vytvaret plodnice v Sirokém rozmezi 5 az 25°C i dosahovat
dobrého vynosu.

Hliva mackova [ Pleurotus eryngii ( DC ex Fr.) Quél ]. Tento druh se v pfirodé
vyskytuje volné ve stepich. Parazituje na korenech rostlin ¢eledi mrkvovitych. Umélou infekci
bylo dosazZeno jejich ristu a tvorby plodnic i na kofenech mrkve seté. Plodnice maji klobouk
hnédy, Sedohnédy az Sedy, ¢asto s tmavsimi pruhy paprskovité se rozbihajicimi od stfedu.
Jednotlivé kmeny se lisi barvou, tvarem, velikosti klobouku, silou a pevnosti duziny. Klobouk
v mladi podvinuty, u dospélych plodnic ve stfedu nalevkovité prohloubeny. V pfirodé
nalezené plodnice jsou zpravidla mensi nez plodnice péstované.

Hliva miskovita [ Pleurotus cornucopiae ( Paulet et Pers.) Rolland ]. V pfirodé se
vyskytuje v luznich lesich, kde osidluje mrtvé difevo kmen( a parezt olsi, dub( a bfiz. Je
rozSifena v teplejsich oblastech jizni Evropy ale i v Japonsku. Plodnice vytvafi od kvétna do

zari. Klobouk je krémové zbarveny, v mladi klenuty s podvinutymi okraji, v dospélosti je
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plochy a nad tfeném vtlaceny. Lupeny jsou zpocatku bilé, pozdéji krémové, na tfeni sbihavé.
DuZina bild, pevna, moucné chuti, u nékterych kmena pfilis aromatickd ( obsahuje kyselinu
kumarovou ).

Hliva plicni [ Plerotus pulmonarius ( Fr. ) Quél. ], vytvari plodnice ve vyssi teploté,
klobouk je zbarveny krémové.

Hliva sajor - caju [ Pleurotus sajor - caju ( Fr. )], je velmi rozsifeny druh v jihovychodni
Asii. Sajor - caju znamena malajsky ,, zelenina ze dfeva ". Péstuje se v tropech na rostlinnych

zbytcich ( Jablonsky a kol., 1985).

3.2.5.2 zZPUSOBY PESTOVANI

Hlivu péstujeme intenzivnim a extenzivnim zptisobem. Pro intenzivni péstovani se ve
svété jako substrat se pouziva slama a dalsi lignocelulézové odpady ( fepkova, ryZova, a
kukufi¢na slama, hrachovina, kukufi¢na vretena, piliny, bagasa, bavinikovy odpad, papir,
zelend hmota z vodniho hyacintu, kokosova vldkna apod. ). Touto hmotou houba rychle
prorlistd a péstitelsky cyklus je pomérné kratSi neZz pri péstovani na Spalcich dreva (
Jablonsky a Sasek, 2006 ).

Intenzivnim zplsobem péstovani vytvaiime pro rast houby optimalni podminky.
Vétsinou k tomu vyuZivame tzv. péstirny - zafizeni, kde regulujeme teplotu, vlhkost vzduchu
a pudy, intenzity svétla apod. Technologie péstovani je u kazdého druhu specifickd a to
pokud jde o substrat, tak i o podminky prostredi. Navic tyto podminky se méni v kazdém
stadiu béhem péstovani. Bez znalostni o péstovani nemuizeme byt Uspésni.

Extenzivni péstovani probiha v pfirodnich podminkach. Vysledky jsou zde zavislé na
pribéhu a charakteru vnéj$iho prostfedi. Casto se jedna o pafezy a klady rozmanitych druhd
stromdQ, ale napf. i polyethylenové pytle naockované sadbou hlivy ( Pleurotus ), ponechané

v pfirodnim prostfedi, napf. pod stromy ( Valicek, 2011 ).

3.2.5.2.1 PESTOVANIi NA DREVE

Extenzivni péstovani probiha v pfirodnich podminkach. Vysledky jsou zde zavislé na

pribéhu a charakteru vnéj$iho prosttedi. Casto se jednd o parezy a klady rozmanitych druhd
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strom(, ale napf. i polyethylenové pytle naockované sadbou hlivy ( Pleurotus ), ponechané
v pfirodnim prostfedi, napt. pod stromy ( Valicek, 2011 ).

Pti intenzivnim zpUsobu péstovani vytvarime pro rdst houby optimalni podminky.
Vétsinou k tomu vyuZivame tzv. péstirny - zafizeni, kde regulujeme teplotu, koncentraci CO,,
vlhkost vzduchu a puady, intenzity svétla apod. Technologie péstovani je u kazdého druhu
specificka a to pokud jde o substrat, tak i o podminky prostfedi. Navic tyto podminky se méni

v kazdém stadiu béhem péstovani ( Valicek, 2011 ).

3.2.5.2.2 PESTOVANi NA SLAME V DROBNEM

MuzZeme pouZzivat sldmu z rlznych druhi obilnin ( pSeni¢nou, Zitnou, je¢nou a
fepkovou ), ktera byla skladovana v suchu a nesmi byt napadena plisnémi. Slamu narezeme
na délku 3 - 5 cm, dame do cistého polyetylenového pytle a stla¢ime. Pytel se sldmou
naplnime horkou vodou o teploté alespon 90°C, zavazeme a nechdme 2 hodiny stat. Tyto
pytle ockujeme tak, Ze rovnhomeérné promichame sadbu s celym obsahem pytle a ¢ast sadby
nakonec nasypeme na povrch osazené slamy. Pytle ulozime k pror(istani do temné mistnosti
s teplotou okolo 20°C na 3 - 4 tydny. Jakmile je sldma prorostla bilym myceliem udéldme do
pytle nékolik zarezll, postavime je do teploty 8 - 12°C na svétlé misto a béhem 2 — 4 tydn(
zaCnou ze zarez( vyr(stat plodnice. Pytel plodi tak dlouho, dokud jeho obsah nezmékne a
nezacne se rozkladat. Obdobi plodnosti mlze trvat 2 - 3 mésice v zavislosti na teploté (

Jablonsky a Sasek, 2006 ).

3.2.6 PODMINKY KOLONIZACE SUBSTRATU

Pti intenzivnim zpUsobu péstovani ( napf. na sldmé ) jsou v substratu pritomny
zarodky mnoha dalsich druhd hub ( plisni ), které jsou schopné rlst na substratu stejné
rychle jako hliva. Z toho divodu je nutné opatreni, které umozni rychly rlist podhoubi hlivy a
omezi vyvoj hub konkurencnich.

Substrat je nutné predem namocit tak, aby nebyl pfiliS suchy ( podporuje rust

zelenych plisni ) nebo premokreny ( substrat osidluji bakterie ).
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Tepelnym oSetfenim odstranime ze substratu zarodky jinych mikroorganismG a

usnadnime tim i prorGstani podhoubf hlivy( Jablonsky a Sasek, 2006 ).

3.2.7 SUBSTRATY

Zakladni surovinou pro pripravu substratu je sldma obilnin nebo kukufi¢na vietena.
Péstitel vybird sldmu, kterd je nejsnadnéji dostupnd. U nds je to sldma ozimé pSenice,
jeCmene, Zita a repky. Nejlepsich vysledk(i dosahujeme pfi péstovani na psSeni¢né slamé.
Nevhodné je pouZiti smési rlznych druhl slamy, protoZze slamy se rozdilné rozkladaji a maji
jinou strukturu. Bylo zjisténo, Ze kmeny hliv odlisné reaguji na rlizné druhy materidlu, napft.
madarsky kmen H-7 dosahuje rozdil od ostatnich kmen( na repkové slamé vyssiho vynosu
nez na slamé psenicné. Proto je dlleZité sladit pouzity kmen s ptislusnym druhem suroviny.

Nejen pouzity druh slamy, ale i zpUsob sklizné a skladovani maji vliv na rlst podhoubi
a vynos. Sldma musi byt sklizena za sucha a pfi skladovani chranéna pred srazkami. Vihkost
skladované slamy by méla byt okolo 13 - 15%. Nevhodna je ta, kterd béhem skladovani
nékolikrdt zmokla a znovu vyschla. Na vlhké slamé se namnozi konkurenéni plisné, které
nejen snizi vyzivovou hodnotu slamy a konkuruji pak rostoucimu podhoubi hlivy. Kvalitni
sldma je suchd a ma Zlutou barvu, K vyrobé substratu by se méla pouzivat sldma 3- 4 mésice
po sklizni. V praxi se totiz prokdzalo, Ze na Cerstvé sldmé podhoubi hlivy prorista pomalu a
vynos plodnic je nizky. Cerstva slama obsahuje latky, brzdici rist podhoubi hub, které se viak

¢asem odbouraji ( Jablonsky a Sasek, 1997 ).

3.2.7.1 PRiIPRAVA SUBSTRATU

Substrat pro hlivu je vlastné jen ovlhéena slama, ktera je vhodnym prostfedim pro
rast celého spektra hub, kterymi byva v prirodé prirozené osidlena ( Fusarium sp., Monilia
sp., Penicillium sp., Trichoderma sp., Trichothecium roseum ). VSechny zminéné druhy rostou
rychleji nez hliva. Proto je kromé vhodné skladované slamy hlavnim predpokladem vyroby
kvalitniho substratu minimalizace obsahu zarodk( plisni ve slamé. Jedinou osvédcenou

metodou je likvidace plisni vysokou teplotou.
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Metody vyuZivajici vysoké teploty jsou sterilizace, semisterilizace, pasterizace a fizena

fermentace ( Jablonsky a Sasek, 1997 ).

3.2.7.1.1 STERILIZACE CI PASTERIZACE?

Historie intenzivniho péstovani hlivy a pfipravy substratu je kratka a substraty se
z pSeni¢né slamy pfipravuji od 60. let minulého stoleti. PUvodné se namocend sldama
proparovala v bedni¢kach v propafovacich komorach pfi 60 - 70°C. Ndsledovala metoda
propareni sldmy v komorach suchou parou pfi 90-100°C. V soucasnosti jsou vyuzivany 2
metody teplotniho oSetfeni sldmy a to fermentace, kdy sldma po navlhceni je zahfata na
50°C a posléze 2-3 dny fermentovana pfi 45-50°C. Druha metoda spociva v zahtati slama na
70°C a po 20 - 30 hodinach se necha postupné teplota klesnout. Od 70. Let minulého stoleti
se experimentalné studuje mozny vliv nékterych mikroorganismu jako Bacillus subtilis, B.
macerans, B. licheniformis na zlepSeni vlastnosti substratu. Tyto mikroorganismy jsou
vyuzivdny pouze empiricky jako soucast prirozené mikrofléry v substratech. Aktivitu
vySeuvedenych mikroorganism(, které maji optimum rdstu pfi 30°C vyuzivaji i péstitelé hlivy
a ostatnich druh( drevnich hub v thajskych péstirnach, kde namoceny substrat (piliny)
nechavaji lezet 24-48 hod.) a posléze substraty podrobi teplotnimu oSetfeni ( Jablonsky a
Sasek, 2006 ).

Jako urcéitou alternativou teplotniho osetfeni jsou nékteré chemické latky jako jsou
smacedla Empigen( PSeni¢naja 2013), Majcharczyk, roztok mydla (Holliday 2012 ) nebo
kysliénik vapenaty, které se vyuzivaji v primitivnich podminkach péstovani ¢i pfi pripravé
substratu hlivy ) ustficné pro mykoremediace plid kontaminovanych PCB nebo PAH (
Jablonsky a Sasek, 2006 ).

Pasterizace probiha vtunelech stejné konstrukce jako pasterizace substratu u
Zampionového substratu pouze stim rozdilem, Ze vtunelu jsou zavedeny pfivody pary.
Dulezité je naplnéni tunelu namocenou sldamou stejnomérné vysoko, aby vzduch neunikal
volnym prostorem. Spolehlivé pasterizace se docili pouze v pfipadé, Ze substrat v tunelu ma
na vSech mistech stejnou vlhkost, protoze vzduch pronika vice sussim nez vlhéim substratem

(Jablonsky a Sasek, 2006 ).
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Rozdil mezi sterilizaci a pasterizaci je v pouZzité teploté a celkové dobé plisobeni tepla
na pouzity materidl. ZaleZi také na pouzitém materidlu. Pfi pouZiti méné kvalitni slamy je

potfeba kratkodobé zahrat slamu na 80°C.

3.2.7.1.1.1 STERILIZACE

Dalsi metodou likvidace zarodk( ostatnich hub je vysoka teplota. Pfi sterilizaci se
musi dosahnout teploty 110- 121°C, pfi niz se zni¢i jak vegetativni, tak i klidova stadia
konkurencnich hub, a to ve vSech ¢astech substratu. Doba plisobeni sterilizace zdavisi na
druhu pouzitého materidlu a jeho mnoZstvi, jsou to zpravidla 2 hodiny.

Vyhodou této metody je, Ze nedochazi ke ztratdm susiny a proces trva jen nékolik
hodin. Nevyhodou je, Ze pfi sterilizaci se neobejdeme bez slozitych a ndkladnych nadob (
autokldvu ) a sterilni substrat je sou¢asné vnimavy k infekci jinymi houbami (plisnémi). Tato

metoda je také zna¢né energeticky naro¢nd ( Jablonsky a Sasek, 2006 ).

3.2.7.1.1.2 PASTERIZACE

Pasterizace pouzivdme casto pfi tepelném ocisténi substratu pro péstovani hub. Jsou
to vétsSinou teploty okolo 60- 70°C, které se pouzivaji na usmrceni vegetativnich forem
mikroorganismu (Ginterova, 1985 ).

V praxi se pouzivaji dvé metody pasterizace substratu. Prvni je, takzvané rychlé
zahtati substratu na 58 - 60°C a teplotu nechame pUsobit 18- 21 hodin. V tunelu by se mél
pouzit takovy vykon ventilatoru a vyvije€e pary, aby se dosahlo zahrati substratu na
pozadovanou teplotu béhem 5 hodin. Po ukonceni nechame teplotu v substratu pfirozené
klesnout a po dosazeni 43°C substrat prudce zchladime na 25°C. Celkova doba procesu
vCetné zahfivani a zchlazovani trva 4 dny.

Druhou metodou je kombinace pasterizace s kondicionace. Teplota 60°C se udrzuje
8-10 hodin a nasledné se snizi na 48- 52°C. Pri této teploté se podpofi rozvoj
termotolerantnich hub a aktinomycetd, které spotrebuji vSechny rozpusténé cukry a tim
vytvori substrat, ktery je |1épe chranény pfed rozvojem konkurencénich plisni. V této dobé je

nutné vétrat a dodavat kyslik rozvijejicim se mikroorganismdm ( Jablonsky a Sasek, 2006).
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3.2.7.2 OSETRENI SUROVIN PRO PRIPRAVU SUBSTRATU

Pfi produkci hub, podobné jako pfi biologickych procesech je tfeba uvédomit si
pfitomnost mikroorganism( a rdznych zarodk(, nachdzejicich se vSude v prostoru okolo nas.
Je potfeba si to nejen uvédomit, ale i se naucit s jejich pfitomnosti pracovat. Od toho ve
velké mite zavisi vysledek nasi prace.

Casto hovofime o sterilnich podminkach, sterilnim prostfedim, sterilnich nastrojich
apod. Malokdy vsak skutecné jde o sterilni podminky. Sterilita znamena stav, Ze se v daném
prostfedi, na daném predmétu, v daném prostoru apod. nenachazi zadné Zivé zarodky.
Dosahnout o takovéto podminky neni lehké a v praxi se tyto podminky témér nevyzaduiji.
Sterilnich podminek Ize dosahnout v praxi nej¢astéji tlakovou sterilizaci, tj. vyhtivanim v pare
v uzavienych tlakovych nadobach, tzv. autokldvu. Jsou vSak materidly, které nesnesou
pozadovany tlak a teplotu, coZ je okolo 200kPa a 134°C a musime je sterilizovat za jinych
podminek ( Ginterova, 1985 ).

Vétsina Zivych organismU je na zvySenou teplotu citlivd a hyne uz pfi zahtati do 60°C.
Vsude zde zvazujeme teplotu prostredi nasyceného vodni parou, tedy mokrou sterilizaci.
Témér vSechny organismy maji dvé formy rozdilné citlivé na teplotu. Tak jako semena
zelenych rostlin jsou odolnéjsi na teplotu ( a nepfiznivé podminky vlbec ), tak i
mikroorganismy maji kromé vegetativni formy jesté formu analogickou semenim, které

nazyvame vytrusy ( Ginterova, 1985 ).

3.2.7.2.1 HORKOU vVODOU

Nejdulezitéjsim krokem pro uspésné péstovani této houby je priprava z celulézového
materidlu a jeho pasterizacniho procesu. Narezané materialy jsou podrobeny namaceni ve
studené vodé s naslednym plsobenim horké vody (80 ° C) po dobu 2-4 hodin, aby se
odvratily saprofytické houby, které normalné soutézi s houbovou plisni béhem rlstu

podhoubi.
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3.2.7.2.2 NAMACENI V ALKALICKE VODE

Metoda alkalické dezinfekce je jednoduchd, neaplikuje se Zzadna tepelna Uprava.
Substrat se namoci po dobu 12 aZz 48 hodin do alkalické vody a poté se necha okapat. Tato
metoda se pouziva v chudych zemich svéta. Nicméné jsou zde néjaké nedostatky, protoze

bakterialni kontaminace je moZna ( Gianotti et al., 2012 ).

3.2.7.2.3 CHEMICKYM POSTRIKEM

V soucasné dobé, kdyz vystupuje do popredi problém s omezenym zdrojem energie,
je raciondlni chemické cisténi substratu. Dezinfekéni prostfedek se musi rozlozit nebo
odstranit, aby jeho rezidua nemohly ohroZovat zvifata, které se vyplozenym substratem
krmi. Pfedpoklada se, Ze se rezidua chemickych prostredk(i nedostanou ani do plodnic, aby
ohroZovaly ¢lovéka. Ackoli kombinaci insekticidl a fungicidll mozZno i za studena dosahnout
dostatecného ocisténi substratu. Nejlepsi vysledky a nejnizSi riziko byly dosazeny
kombinovanim ochrany pomoci tepla a fungicidi. Vhodné byly k tomu ucelu dva prostiedky,
a to je formaldehyd a Fundazol.

V procesu, kdy se substrat namaci na lince do predehraté vody, je vhodné aplikovat
Fundazol. Voda se zahteje na 80°C. Po smaceni se teplem substrat zahieje na rizné vysokou
teplotu. Proto i v takovémto ptipadé pouZijeme proparovani. Namoceny material se do néj
dostane dopravnikem, povrch urovna a parou se teplota za recirkulaci vzduchu zvysi na 60°C.
Potom se pfivod pary i vzduchu vypne, smés se necha po samovolném poklesu teploty do
druhého dne, kdy se rychle vzduchem ochladi pod teplotu 30°C a oc¢kuje se.

Pouziti formaldehydu je vyhodné kdyz se substrat maci v bazénu. Vyzaduje nadrz, ze
které se ¢erpadlem substrat kropi a do které se davkuje formaldehyd v koneéné koncentraci
0,4%. Formaldehyd je mozné vyhodné poutzit i za chladnéjsiho pocasi, kdy teplota prostfedi
je nizsi nez 15°C ( Ginterova, 1985 ).

V soucasnosti legislativa nedovoluje pouziti vyse uvedenych latek k oSetfeni substrat(
z obavy poskozeni lidského zdravi jak pti manipulaci se substratem, tak i po pfipadném poziti

hub.
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3.2.7.2.4 SUCHOU PAROU

Narezana slama se naplni do dobre izolovaného boxu na dfevény rost do vysky 1,5 m.
Mistnost je vybavena ventildtorem vhanéjicim vzduch pod rost. Do vzduchu se vpousti sucha
para o teploté 105 -120°C z vyvijeCe pary. Ve sldmé se dosdhne teploty okolo 100°C a tato
teplota se udrZuje minimalné 1 hodinu. Nasledné se mistnost otevie, slama se smicha
s vodou. Voda musi mit parametry pitné vody a pfi maceni je vhodné dosahnout vihkosti
substratu 70-72%. Pri této metodé se musi dosahnout rovnomérného zahtati slamy na
poZadovanou teplotu. U¢innéji metodou propafovéani suchou parou misto boxu je tepelné
izolovany rotujici buben. U této metody se buben naplini sldmou a za stalého otaceni se do
bubnu pfivadi pdra. To zajisti stejnomérné zahtati viech €astic sldmy (Jablonsky a Sasek,

2006).

3.2.7.3 KULTIVACE PODHOUBI NA SUBSTRATU

Konkurence mezi mikroorganismy je béinym jevem. Rostlinné patogenni houby a
bakterie mohou byt také ovlivnény houbovymi a bakterialnimi antagonisty. Takové ptirozené
se vyskytujici interference mezi prospéSnymi mikroorganismy a rostlinnymi patogeny
pfispiva k pfirozenému ukladani do vyrovnavaci paméti o systémy obdélavani pudy, ¢imz se
zabrani nebo omezi vyvoj onemocnéni. To je nejvice patrné v pudach, kde antagonisticky
potencial byl postaveny v pfitomnosti patogenu populace ( Kohl at al, 2010 ).

Zmény ve struktufe komunity nemusi pfimo vést ke zménam ve funkénosti
spoleCenstvi, a tim k upravenym vynoslm hub. Je dllezité, aby se zvaZilo, Ze slozeni
bakterialni komunity je velmi dulezité, ale neni dostate¢né pro zajisténi dobrého vytézku
hub. Podminky pro kultivaci jsou také velmi rozhodujici pro vynos hub. Je dokazano, Ze
existuje urcitd posloupnost v mikrobidlnich spoleéenstvech, ktera nasledovala pfipravou

substratu, doprovazeny stabilnim fyzikalné-chemickym parametrem ( Vajna, 2009 ).

3.2.7.3.1 BAKTERIE

Ve shrnuti lze fici, Ze prokaryoticka ( bakteridlni ) bunika je o fad mensi velikosti a o

rad jednodussi organizace nez eukaryoticka. Ma mnoho jen pro ni specifickych fyziologickych
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vlastnosti. Bakterie jsou haploidni a mnoZi se jen asexudlné, pficnym rozdélenim buriky
nasledujicim po zdvojeni jaderného materidlu. Kromé toho je pro bakterie charakteristicka ,,
genetickad promiskuita“, tj. pomérné vysoka frekvence horizontdlni vymény casti genetického
materialu ( Kaprdlek, 1986 ).

Nejvice bakterii je v plidé a ve vodé, velmi mnoho jich je v télech a na télech jinych
organismu, rostlin, Zivocich(i a ¢lovéka. Mnoho jich je ve vzduchu, jehoZ prostfednictvim se
Sifi. Jejich koncentrace je ovsem rdzna v rliznych prostredich a i vtomtéz prostredi kolisa
v Sirokém rozmezi v zavislosti na Ftadé okolnosti. Stru¢né feceno bakterie jsou
vSudypritomné. | v tak extrémnich ekologickych podminkach, kde jiné organismy hynou,
mohou specidlni druhy bakterii rdst a mnozit se. Hlavnim rysem funkce bakterii v pfirodé je
mineralizace latek organickych na anorganické za uvolnéni tepla v pdé, tak i ve vodé a
umozni tak kolobéh latek v biosfére ( Kapralek, 1986 ).

V pfirodnich podminkdach se bakterie nevyskytuji v cCistych kulturach, nybrz
v kulturach smisenych a v mnoha pfipadech vytvareji celky vysSiho fadu, biocendzy.
V ptipadé plsobeni jednoho druhu na jiny druh mlze nastat plsobeni kladné, zaporné ci
nepusobeni. MUZe nastat neutralita, symbidza, konkurence, parazitismus ( predace ),

komenzalismus ( metabidza ), antibiéza ( Kapralek, 1986 ).

3.2.7.3.1.1 BACILLUS SUBTILIS

V pfirodé nejrozsitenéjsi Bacillus subtilis je témér vsudyprfitomny. Tvofi pomérné
malé peritrichalni bunky (0,7 x 2 az 3 um) a produkuje nékolik polypeptidovych antibiotik.
M3a totoznou strukturu jako Bacillus cereus. Dllezitym znakem je schopnost tvofit jednu
endosporu, s primérem obvykle mensim, nez je Sitka bakteridlni bunky. Sporulace probiha
pouze za pritomnosti kysliku, protoZze sporulaci ziskava bunka energii predevsim oxidaci
zasobnich lipidl z cytoplazmy. Kultivaéné je tato bakterie nendrocna, snadno roste na
béZnych Zivnych ptdach ( Hlochova, 2009 ).

Bacillus subtilis je gram-pozitivni spory vytvarejici bakterie, ktera byla rozsahle
studovana jako model pro rozvor jednobunécnych mikroorganisml. NepovaZuje se za
patogenni nebo toxickou bakterii, a neni nemoc zpUsobujici organismus. Bacillus subtilis je
endospory tvorici bakterie, ktera umoznuje, aby vydriela extrémni teploty stejné jako suché

prostredi. Bakterie ve tvaru tycinky béZné se vyskytujici v ptdé ( Kirk, 2009).
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Drive byl povazovan za striktné aerobni, coz znamena, Ze vyzaduje kyslik pro rist a
nemUzZe podstoupit fermentaci. Nicméné, novéjsi studie ukazuji, Ze skute¢né muze rlst v
anaerobnich podminkach. Bakterie se mohou alkoholovou fermentaci preménit na cukry,
peptidy a jiny substrat, za anaerobnich podminek. Fermentace muZe pfinést butandiol jako
produkt. Dusik mlze byt ziskdn z dusicnan(i amonifikaci (také nazyvané asimilacni
denitrifikace) (Larsen, 2013).

Vzhledem k tomu, Ze bakterie je odolna vici extrémnim teplotdm, tak maze vydrzet
vysoké teplotni Upravy. Je snadno vSudypfitomna, v ovzdusi, v plidé a rostlinném kompostu.
Pfedpoklada se, Ze stravi vétSinu toho ¢asu neaktivné ve formé spor. Je - li bakterie aktivni,
produkuje fadu enzym(. Jeden z enzymi se podili na procesu degradace lignocelulézniho
materidlu.

Bacillus subtilis |ze také nalézt v lidském téle, zejména na kliZi nebo ve stfevnim
traktu. Nicméné to je velmi vzdcné, Ze by tato bakterie kolonizovala lidsky organismus.

Spolu s enzymy, Bacillus subtilis také produkuje toxin nazvany subtilisin. Subtilisin
mUzZe zpuUsobit alergické reakce v pripadé, Ze je opakovan v expozici ve vysokych
koncentracich. To pfedstavuje riziko kvaseni rostliny, pouze kdyz se pouziva velké mnozstvi
subtilisinu. Subtilin je také schopen uvnitf vodivych svazkd cévnich ve dfevé ucinné
omezovat Siroké spektrum druhl dfevokaznych hub. Existuje nékolik pouziti pro Bacillus
subtilis a enzyma, které produkuje. MlzZe byt pouzit k vytvoreni protedazy a amylazy. Je
pouzivan také jako pldni oc¢kovaci latka, a byl jednou pouZit v biologickych bojovych testech
béhem studené valky.

Bacillus subtilis produkuje nékteré fungicidni Iatky, které jsou zkoumany jako Fidici
plvodci houbovych patogen(. V soucasné dobé je pouZivan jako fungicid pro okrasné
rostliny a semena, stejné jako riznych zemédélskych semen ( Kirk, 2009).

Podporuje rlst rostlin. Jako ¢len rodu Bacillus, tato bakterie Casto hraje roli pfi
doplfiovani Zivin do pldy dodavanim uhlikového cyklu a cyklu dusiku. Bakterie tvofi hrubé
biofilmy, které jsou které husté organické komunity na rozhrani vzduchu a vody. Biofilmy
Bacillus subtilis jsou prospésné. Umoznuji kontrolu infekci rostlinnych patogent. Vyhodou
rostlin je, Ze Bacillus subtilis poskytuje preemptivni kolonizaci. Preemptivni kolonizace
zabranuje jinym patogenim v napadeni substratu, protoze B. subtilis ma tu vyhodu, Ze je v

misté prvni. Bacillus subtilis také snizuje mékkou korozi ocele ( Larsen, 2013 ).
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DalS$im vyuZitim Bacillus subtilis je biologickd ochrana rostlin, ktera zpusobuje
snizovani zatéze Zivotniho prostifedi na zakladé pouZiti biologickych antagonistickych
preparatd, které potlacuji fytopatogenni houby jako je napt. Ibefungin (Uéinna bakterie

Bacillus subtilis) (Hysek a kol., 2008 ).

3.2.7.3.1.2 BACILLUS MACERANS

V dnesdni dobé oznadovana jako Paenibacillus macerans. Paenibacillaceae je nova
Celed, kterd byla vyc€lenéna na zakladé poznatk(i molekularni genetiky ( sekvenace ) z

pGvodniho rodu Bacillus v roce 2001.

ROD PAENIBACILLUS

Bakterie z rodu Paenibacillus produkuji rdzné extracelularni enzymy, jako jsou
polysacharidy, degradujici enzymy a protedzy, které mohou katalyzovat celou tadu
syntetickych reakci v oblastech od kosmetiky vyroby biopaliv.

RGzné Paenibacillus spp. mohou také produkovat antimikrobialni latky, které maji vliv
na Siroké spektrum mikroorganismu, jako jsou houby, pGdnich bakterie, rostlinné patogenni
bakterie a dokonce i dulezZité anaerobni patogeny jako je Clostridium botulinum. Presnéji
feceno, nékolik druhl Paenibacillus mlze efektivné slouzit jako podpora rlstu rostlin
rhizobacteria. Tyto bakterie kolonizuji koreny rostlin a zaroveri mohou pusobit jako
biohnojivo a jako antagonisté ( biopesticidy ) uznanych kofenovych patogent, jako jsou

bakterie, houby a hlistice.

PAENIBACILLUS MACERANS

Je gram variabilni tyCinka s peritrichnimi bic¢iky bez pfitomnosti tobolky. Velikost 2,5 —
5 um x 0,5 — 0,7 um. Spory jsou subterminalni, terminalni, elipsoidni. Optimalni rlst pfi 30
°C. Spory v plidé pretrvavaji mnoho let. P.macerans produkuje velké mnoZstvi histaminu, coz
mUzZe zpUsobovat alergické reakce ¢lovéka.

Je to bakterie nachazejici se v padé a v rostlinach schopnych fixace dusiku a
fermentace. Je schopna fermentovat hexosu, deoxyhexosu, pentdzu, celulézu, hemicelulézu

a glycerol za anaerobnich podminek. Tato bakterie je fakultativni anaerobni, je schopna
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fixace dusiku, takZze v nepfitomnosti kysliku, je schopna prevést plynny dusik na amoniak,

ktery rostliny pouZivaji snadnéji ( wikipedie, 2014 ).

3.2.7.3.2 TRICHODERMA SP. - ZELENATKA

Napadeni substrati nékterych péstovanych hub zelenou plisni, zplsobené druhem
zelenatky, je vainy problém pro péstitele hub po celém svété. Kmeny zelenatky byly
izolovany ze substratl zasazenych Agaricus bisporus (Zampion dvouvytrusy), kompostu a
Pleurotus ostreatus (hliva Ustfi¢nd). Plvodci zeleného onemocnéni plisni u hlivy Ustti¢né byly
T. pleurotum a T. pleuroticola. Podminky, za kterych jsou tyto houby péstované, tak
uprednostiuji rychly rlst plisni. Zelené plisné konkuruji o Ziviny Uc¢innéji nez houby a to maze
vyvolat sekundarni toxické metabolity, extraceluldrni enzymy, stejné jako rdzné tékavé
organické slouceniny, které mohou vyrazné snizit, ¢i dokonce zcela zablokovat vynos

(Gianotti et al. 2012).

3.2.7.3.2.1 TRICHODERMA PLEUROTUM

Trichoderma sp. je asexualni, pldu osidlujici vlidknita houba s teleomorfy, ktera patfi
do rodu Hypocrea ( Ascomycota, Pyrenomycetes, Hypocreales, Hypocreaceae ). Kromé
pramyslového vyznamu rodu, nékteré druhy zelenatky je dobfe zndmo, Ze maji schopnost
antagonizovat fadu rostlinnych patogennich hub. NavrZené mechanismy antagonism
zahrnuji plsobeni mycoparazitism( na bunécné stény degradujicich enzym(, antibiéza ve
vyrobé antibiotik, soupereni ( konkurence ) o prostor a Ziviny pres rhizosféru kompetence,
zjednoduseni kliceni semen a rast rostlin pomoci uvolnéni dllezitych minerall a stopovych
prvkd z pady a indukce obranné reakce u rostlin. BEhem poslednich desetileti, zastupci rodu
byly hlaseny jako skodlivé se rozvijejici oportunni patogeny ¢lovéka a jako plvodci zelenych
plisni, kterd vede k podstatnym ztratdm v produkci péstovanych hub, véetné Zampionu (
Agaricus bisporus ) a hlivy Ustficné ( Pleurotus ostreatus ) ( Hatvani, 2008 ).

Zelenatka byla studovdna s ohledem na rdzné vlastnosti a pouziti, jsou znamy jako
Uspésné kolonizatory jejich stanovist, u¢inné bojuje se svymi konkurenty. Po osidleni

substratu zahdji silny degradaéni mechanismus k rozkladu heterogenniho substratu, ktery
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ma po ruce. Proto distribuce a fylogeneze, obranné mechanismy, prospésné, stejné jako
zdravi Skodlivé interakce s hostiteli, produkce enzymu a vylu¢ovani, pohlavni vyvoj a reakce v
podminkach prostredi, jako jsou Ziviny a svétlo byly studovany velmi podrobné s mnoha
druhy tohoto rodu, coz ¢ini ze zelenatky jednu z nejlépe studovanych hub z genomu tfi druhf
v soucasné dobé ( Schuster, 2010 ).

Je zndm3 jako zelend forma infekce v substratech péstovanych hub. Parametry pro
péstovani hub, jako jsou zdroje uhliku a dusiku, vysokd relativni vlhkost, vyssi teploty,
pfipadné kolisani téchto faktori a nepritomnost svétla béhem plozeni jsou idedlni Zivotni
podminky prostfedi pro vyvoj této houby. Za téchto vyhodnych podminek vykazuje tato
konkurenéni houba rychly rlist. Proto mizZe soutéZit o prostor a Ziviny mnohem efektivnéji
nez péstované houby, kromé toho, Ze zelenatka je schopna produkovat toxické sekundarni
slouceniny, extracelularni enzymy, stejné jako tékavé organické slouceniny, ktery mize mit
za nasledek vyrazné snizeni produkce nebo dokonce mize dojit k likvidaci celé kultury hub.
Patogenni zelené plisné mohou kolonizovat nebo rlst na pétiné povrchu hub, které mohou
byt silné skvrnité a Casto zkreslené ale ve vainém propuknuti nejsou produkovany zadné
plodnice. Zelenatka produkuje bélavé mycelium, které je zpocadtku k nerozeznani od
plodicich hub, a proto je obtizné rozpoznat infekci jiz v této fazi ( Hatvani, 2008 ).

Zelenatka je vsudypritomny kolonizator z celulézovych materidld, mohou tedy byt
Casto nalezeny vSude tam, kde rozpadajici se rostlinny material je k dispozici stejné jako v
rhizosfére rostlin, kde mohou vyvolat systémovou rezistenci proti patogenlim. Jsou schopni
se vyporadat s takovymi rliznym prostredim, jako je bohaté a rozmanité prostredi tropického
destného pralesa, stejné jako se sterilnim prostfedim biotechnologickych fermentor( nebo
tfepacich banék ( Schuster, 2010 ).

Bylo zjisténo, Ze druhy zelenatky jsou pfitomny v pocateéni fazi pfipravy substratu,
které zmizi béhem pasterizace, ale mizZe se znovu objevit v substratu po plozeni, v priibéhu
plozeni a sklizecich cyklech. Yu (2002) studoval ucinnost pasterizace na rozvoj zelené plisné
infekce zplsobené zelenatkou pfi rlznych teplotach, trvani a hodnoty vlhkosti substratu.
Vysledky ukazaly, Ze rdst mycelia byl zcela inhibovan pasterizaci pfi 60°C po dobu 10 hodin
nebo déle pfi 50 - 70% ( obsah vlhkosti substratu ). Nicméné, je-li doba pasterizace urcena,
rychlost vedeni tepla v substratu (v zavislosti na druhu materidlu, objemu substratu a obsahu
vlhkosti), je tfeba vzit v Uvahu, protoze vlhkost substratu muze byt pfilis nizkd, coz by mohlo

vést k tomu, Ze by v substratu preZivaly patogenni houby. DuleZité je vzit v potaz i vihkost

-27-



substratu. Optimalni vlhkost pro hlivu je 60 - 70%, rust byl inhibovan pti 80%. Na rozdil od
toho, doslo krlGstu mycelia zelenych plisni amérné k obsahu vlhkosti substratu, ktery
dosahuje maxima pti 80% ( Hatvani, 2008 ).

Kmeny zelenatky byvaji izolovany ze vzorkli kompostu a zeminy pouzZivanych pro
péstovani. Pro hlivu ( Pleurotus ostreatus ) je specificka Trichoderma pleurotum ale vyskytuji

se zde i jiné druhy zelenatky jako je napftiklad Trichoderma pleuroticola.

3.2.7.4 VYUZITi VYPLOZENEHO SUBSTRATU

Vyplozeny substrat hlivy obsahuje cetné enzymy a dalsi biologicky aktivni Iatky.
Pouziva se jako krmivo pro prasata. Pfi 10% podilu v krmné ddavce pfispél substrat ke zvyseni
prirGstku hmotnosti zvifat a k jejich uklidnéni ( Jablonsky a Saek, 2006 ).

Dale je mozné vyuZit vyplozeny substrat jako hnojivo a v uréitém mnoizstvi se da

pouzit jako pfidavek (pilinovy substrat) do nového substratu ¢i do kompostu.

3.2.8 SADBA

Pro intenzivni zplsob péstovani jedlych hub se pouzivd zrnitd sadba narostld na
uvarenych a vysterilizovanych zrnech pSenice, Zita nebo prosa. Pouzitd sadba musi byt
Cerstva. Hotova sadba se mlze skladovat maximalné po dobu 2 tydna pfi teploté 2 - 4°C.
DulezZité je pouZivat Cerstvou sadbu, kterd rychle kolonizuje substrat oproti staré sadbé,
kterd kolonizuje substrat pomaleji ( Jablonsky a Sasek, 2006 ).

Pro extenzivni zpUsob péstovani na drevé lze pouZit jako sadba drcend kukuftic¢na

vietena, piliny nebo dfevéné kolicky.

INTENZIVNi PESTOVANI

Pasterizovany substrat, zchlazeny na 25°C se promicha s 2 - 3 % sadby bud’ pfimo
v prepravkach, nebo se smicha se sadbou pfi vyprazdrovani tunelu béhem plnéni pytlQ,
lisovanych blok( nebo palet. Podhoubi proristd 14 dni. BEhem prorustani je substrat kryt
folii, ktery brani vysychani, ale zajistuje téZ zvySenou koncentraci CO, a soucasné chrani

povrch substratu pred infekci zelenymi plisnémi.
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Inkubacéni mistnost by neméla byt péstitelskymi jednotkami preplnéna, aby nedoslo
zejména v letnim obdobi, k prehrati substratu. Kultufe neuskodi prorlstani substratu delsi
dobu. Naopak predcasné premisténi neprorostlého substratu k fruktifikaci mize zpUsobit
vyskyt zelenych plisni a tak i negativné ovlivnit vy3i vynosu ( Jablonsky a Sasek, 1997 ).

Dale je mozné vyuzit sadbu kolickovou ¢i tekuté medium.
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4 METODIKA

4.1 RUSTOVE ZKOUSKY MYCELIA PLEUROTUS OSTREATUS PRI OSETRENI
SUBSTRATU VYBRANYMI BAKTERIEMI

4.1.1 HARMONOGRAM POKUSU

Vliv koncentrace m - o a doby fermentace na nasledny rist mycelia houby Pleurotus
ostreatus
pokus €. 1
Vliv inokulace substratli pomoci mikroorganismu Bacillus subtilis a Bacillus macerans
pokus €. 2
pokus ¢. 3
Vliv inokulace substratii pomoci mikroorganisml Bacillus subtilis a Bacillus macerans s
pfidanim Trichoderma pleurotum
pokus ¢. 4
pokus €. 5
pokus ¢. 6
Zjisténi ovlivnéni fermentace separatu z bioplynové stanice jako substrat pro hlivu
ustricnou
pokus ¢. 7
Zjisténi schopnosti houby Trichoderma infikovat fermentovany substrat pro hlivu
ustricnou.

pokus ¢. 8
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4.1.2 MATERIAL A METODY

Material

K zakladani pokustd byly pouZity pelety z pSeni¢né slamy, sadba hlivy Ustfi¢né
zaockovand na zrnech psenice, Omnia sklenice, alobalové folie a dezinfekcni pfipravky (
Savo, Incidur a 4 % roztok Formalinu ) a foliové rukavce. K pfipravé substratu byly pouzity
plastové michaci nadoby, jednorazové gumové rukavice, pomucka na promichani substratu,
konvice na pfipravu vrouci vody a odmérny vdlec. Pro ockovani substratu sadbou hlivy a
jistotu sterilniho prostfedi se pouZil Flowbox, ve kterém se provadéla i dezinfekce Omnio
sklenic. PomUcky k ockovani sadby hlivy jako je napftiklad lZice, se dezinfikovaly technickym

lihem a opalovaly se nad hoticim kahanem.

Priprava substratu

Samotna pfiprava substratu se u jednotlivych pokust liSila. Nejprve se pouzily
sterilizované psSeni¢né pelety ale po zjisténi, Ze pelety hlife pfijimaji vodu, se u dalSich
pokusl pouzily pelety nesterilizované. U jednotlivych pokust se liSila i doba fermentace a
pouzita teplota pfi fermentaci. Jednotlivé pokusy se také liSily pfidavek vody, aby se dosahlo
obsahu vody v substratu 68-70% a pelety se rozpadly.

Hlavni diraz byl kladen na cistotu michacich nadob, a proto bylo nutné nadoby

dlkladné vymyt technickym lihem a vysttikat Incidur sprejem.

Dezinfekce sklenic

Ve druhém pokusu doslo ke kontaminaci substratu. Bylo podezieni, Zze kontaminace
pochdzela z lahvi, které nebyly dostateéné vydezinfikovany. Proto byl k dezinfekci poskytnut
optimalni dezinfekéni pripravek 4% roztok formalinu. Nyni dezinfekce sklenic probiha ve
dvou fazich. Prvni je, Ze se sklenice vyplachnou v pfipraveném roztoku chlornanu sodného,
nechaji se okapat a druhd, Ze po oschnuti se vnitfni strana sklenic vystfika prostfedkem

Incidur sprejem. Otvor sklenic se pfikryje alobalem.

Umisténi naockovanych sklenic

Sklenice byly umistény v mistnosti pfi teploté 25°C.
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Kultury bakterii, Trichoderma a hlivy

Kultury bakterii, a hub k témto pokusu byly ziskany z VURV v Ruzyni, odkud byly
dodany véetné informace o poctu bunék v suspensi a inokulum Trichoderma pleurotum s
informaci v jaké davce se ma pridat do substratu. Sadba Pleutotus ostreatus (kmen 35)

byla rozmnoZena v laboratofi katedry zahradnictvi FAPPZ, CZU Praha Suchdol)

Zpusob hodnoceni u pokust

Po 7 dnech byl zaznamenan pfirlistek mycelia na kazdé sklenici za soucasné registrace
kontaminovanych mist. Jakmile mycelium houby dorostlo v prvni sklenici az na dno, byl
pokus ukoncen, byly zméreny pfrirlistky mycelia a pripadné byla zhodnocena plocha

kontaminovaného substratu v jednotlivych sklenicich.

Metodika sterilizovanych psenicnych pelet

Pouzité pouze u pokusu ¢. 1.

Zakladni metodika nesterilizovanych pSeni¢nych pelet

K témto pokusim byly pouzity jako zakladni surovina nesterilizované slaméné pelety,
do kterych se v daném pomeéru pfidala voda. Podle zvolenych variant se pfidala do vody
suspense bakterii a vie se smichalo s peletami.

Pelety se navazily v mnozZstvi 1800 g na laboratornich vahach a daly do predem
oznacenych nadob dle variant. Pro dodrzZeni spravné vlihkosti pelet se pfidalo 1350 ml teplé
vody na 600g pelet. TakZe na pouzité mnozstvi 1800 g se pfida 4050 ml vody.

Podle pouzité varianty se upravilo mnozZstvi vody a pfidala se suspense baterii. Napf.
pfi pouziti Bacillus subtilis se navazilo 1800 g pelet a pfidalo 4020 ml vrouci vody a 30 ml
suspense.

Takto neosetfené psSenicné pelety byly pouZity u ostatnich pokusd s vyjimkou

pokusu, u kterého se fermentoval separat z bioplynky.
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4.1.2.1 POKUSC.1

Vliv koncentrace m-o a doby fermentace na nasledny rlst mycelia houby Pleurotus
ostreatus pti pouiiti sterilizovanych a nesterilizovanych pelet a jejich oSetfeni vodou v
urcené teploté.
V soucasnosti je k disposici preparat EMa Super Comp firmy EM-Eko, kterym se bude
oSetfovat pSeni¢né pelety.
1. V prepardtu se uvadi obsah smési 17 kultur m-o (B. subtilis, Lactobacillus, a. j.)
2. V praxije doporucené davkovani 2-10 ml na 1 kg substratu.
3. Pro zlepSeni intenzity mikrobiologického procesu se osvédcil pridavek
fermentovanych otrub. (az 10%).
4. Smésna kultura roste nejlépe pfi teploté 30°C.

5. Mikroorganismy rostou nejlépe pfi pH 7,0.

Pfesny postup

K tomuto byly pouzity slaméné pelety vysterilizované horkym vzduchem pfi teploté
130°C a jako kontrola byly pouZity nesterilizované pelety rozpusténé v teplé vodé,
nesterilizované pelety sparené horkou vodou a sterilizované pelety rozpusténé v teplé vodé.

NavaZzené pelety se smichany s teplou vodou, a do této smési byl ptidan pfipravek
Ema Super Comp. Nésledné bylo pfidano takové mnozstvi vody, aby se dosahlo obsahu vody
v substratu 68-70% vody a pelety se rozpadly.

Vysterilizované suché pelety se navazily pomoci laboratornich vah na hmotnost 600g,
ty se rozdélily do nadob dle variant. Tyto nddoby se pouzily na michani pelet a jejich
nasledné nasati vodou. Pro spravnou vlhkost se pouzilo u vSech variant stejné mnoizstvi
vody, to jest 1350 ml. U vybranych variant se do vody pfidala smés mikroorganismu
v doporuéeném mnozstvi uvedeném na litr ¢i kilogram.

Po inokulaci mikroorganism( a dobrém promichani substratu se vytvoreny substrat
naplnil do pfedem vytvorenych foliovych rukdvcl (vaka), které byly mirné perforované, aby
zde mohl probihat aerobni proces. Vaky se umistily do termostatu, kde se nechaly
fermentovat pfi teploté 30°C. Takto zvolena teplota je idedlni pro rozvoj mikroorganismi

obsaZenych v substratech.
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Varianty
1. Neosetiené pelety spafené vrouci vodou (7 sklenic)
2. Neosetiené pelety namocené v teplé vodé (1 vak)
3. Sterilizované pelety namocené v teplé vodé (1 vak)
4. Sterilizované pelety s davkou 5ml suspense Ema Super Comp. na 1kg vlhkych pelet (3
vaky)
5. Sterilizované pelety s ddvkou 10ml suspense na 1kg vihkych pelet (3 vaky)

Celkem bylo vytvoreno 8 vakl se substratem a 7 Omnia sklenic.

Dalsi postup:

Po zaloZeni pokusu a nasledné fermentaci se treti, sedmy a desaty den vyndalo z
termostatu od kazdé varianty po jednom vaku. Z vaku se prendal fermentovany substrat do
3 sklenic a naockoval se sadbou na povrch. Ockovani probihalo ve flowboxu, aby se zajistilo

sterilni prosttedi. Sklenice byly umistény do mistnosti s teplotou 23°C.

P¥i prvnim naockovani sadby po 3 dnech fermentace byly vytvoreny tyto varianty:
3 sklenice s oSetfenymi peletami se suspensi 5 ml Ema Super Comp.
3 sklenice s oSetfenymi peletami se suspensi 10 ml Ema Super Comp.
2 sklenice s neoSetfenymi peletami sparené horkou vodou
1 sklenice s neoSetfenymi peletami s teplou vodou

1 sklenice s oSetfenymi peletami s teplou vodou

P¥i druhém naockovani sadby po 7 dnech fermentace byly vytvoieny tyto varianty:
3 sklenice s oSetfenymi peletami se suspensi 5 ml Ema Super Comp.
3 sklenice s oSetfenymi peletami se suspensi 10 ml Ema Super Comp.
2 sklenice s neoSetfenymi peletami sparené horkou vodou
1 sklenice s neoSetfenymi peletami s teplou vodou

1 sklenice s oSetfenymi peletami s teplou vodou

P¥i tFretim naockovani sadby po 10 dnech fermentace byly vytvoreny tyto varianty:
3 sklenice s oSetfenymi peletami se suspensi 5 ml Ema Super Comp.

3 sklenice s oSetfenymi peletami se suspensi 10 mlEma Super Comp.
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2 sklenice s neoSetfenymi peletami sparené horkou vodou
1 sklenice s neoSetfenymi peletami s teplou vodou

1 sklenice s oSetfenymi peletami s teplou vodou

4.1.2.2 POKUSC.2

Vliv inokulace substratti pomoci mikroorganismt Bacillus subtilis a Bacillus macerans.
Cilem tohoto pokusu je zjiSténi, zda aplikované bakterie vice ¢i méné ovliviuji

substrat pouzity pro Pleurotus ostreatus. Z prvniho pokusu nebylo jasné patrné, jak pouzitd

smés mikroorganism( ovlivnila substrat, tak se rozhodlo o pouziti prfesné cilenych bakterii

prospésnych v substratu.

Pfesny postup

U tohoto pokusu se navazilo 1800 g pelet a pfidalo 3,5 litra vrouci vody, ve zbylych
520 ml se rozmichalo 30 ml suspense pouzité bakterie. VSe jsme nalili do pelet a dikladné
promichali. Vznikly substrat jsme naplnili do predem pripravenych tlacenkovych rukavcl a

umistili do termostatu a nechali fermentovat pfti teploté 30°C.

Varianty

1. Kontrolni varianta: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody

2. Varianta s Bacillus subtilis: tato varianta se pfipravi tak, Ze se pfidd 10 ml suspense
mikroorganismud na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 | takto upravené
vody

3. Varianta s Bacillus macerans: tato varianta se pfipravi tak, Ze se pfida 10 ml suspense
mikroorganismd na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 | takto upravené
vody

Bacillus subtilis - 9,32 x 10’ spor/ml, Bacillus macerans - 7,89 x 10% spor/ml

V tomto pokusu byly zalozeny tyto varianty:
1. Kontrolni varianta — 4 rukavce
2. Kontrolni varianta — 6 sklenic bez fermentace

3. Varianta se suspensi Bacillus subtilis — 6 rukavc(
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4. Varianta se suspensi Bacillus macerans — 6 rukdvcu

4.1.2.3 POKUSC.3

Vliv inokulace substratu pomoci bakterii Bacillus macerans a Bacillus subtilis s kone€nym
zahianim fermentovaného substratu na 50°C.
Cilem tohoto pokusu je zjisténi, zda aplikované bakterie po fermentaci a ndsledném

zahtati substratu na 50°C ovliviiuji substrat pouzity pro Pleurotus ostreatus.

Pfesny postup

U tohoto pokusu se navazilo 1200 g pelet a pfidalo 2,2 litrd teplé vody, ve zbylych 473
ml se rozmichalo 27 ml suspense pouZité bakterie a vlilo do pelet a dikladné se promichalo.
Vznikly substrat jsme naplnili do pfedem pfipravenych tlac¢enkovych rukavcd a umistili do
termostatu a nechali zde fermentovat pfti teploté 30°C po dobu tfi dnd a nasledné na dva dny

zvysili teplotu na 50°C.

Varianty

1. Kontrolni varianta: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody

2. Kontrolni varianta bez fermentace: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2
dily vody

3. Varianta s Bacillus subtilis: tato varianta se pripravi tak, Zze se pfida 10 ml suspense
mikroorganismud na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 | takto upravené
vody

4. Varianta s Bacillus macerans: tato varianta se pfipravi tak, Ze se pfida 10 ml suspense
mikroorganismd na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 | takto upravené

vody.

Bacillus subtilis - 9,32 x 107 buni/ml resp. Bacillus macerans — 7,89 x 108 buri/ml

V tomto pokusu byly zaloZeny tyto varianty:
1. Kontrolni varianta - 2 rukdvce

2. Kontrolni varianta - 4 sklenice bez fermentace
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3. Varianta se suspensi Bacillus subtilis - 4 rukavce

4. Varianta se suspensi Bacillus macerans - 4 rukavce

4.1.2.4 POKUSC. 4

Vliv inokulace substratu kontaminovaného T. pleurotum pomoci mikroorganismu Bacillus
subtilis a Bacillus macerans s kone€nym zahiatim fermentovaného substratu (50°C).

Cilem tohoto pokusu je zjisténi, zda aplikované bakterie po fermentaci a nasledném
zahtati substratu na 50°C jsou schopny potlacit rozvoj houby T. pleurotum a ptispét k lepsi
kolonizaci substratu hlivou.

Jako zakladni surovina byly nesterilizované slaméné pelety, do kterych pridame
v daném poméru vodu. Podle pouzitych variant byla pfiddana smés pelet s vodu suspensi
bakterii, jednou z variant bude pouze namoceny a zaockovany substrat a dalsi varianty

budou zaockovany sporami kompeticni plisné T. pleurotum.

Pfesny postup

U varianty se zelenatkou se navazilo 1200 g pelet a pfidalo 2,2 litru teplé vody. Ve
zbylych 446 ml rozmichalo 27 ml pouZité suspenze bakterie a 27 ml zelenatky. Vznikly
substrat se naplnil do predem pripravenych tlacenkovych rukdvcl a umistily se do
termostatu a nechali se fermentovat pfi teploté 30°C po dobu tfi dnli a nasledné se teplota

zvysila na 50°C.

Varianty
1. Kontrolni varianta: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody
2. Kontrolni varianta: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody.
Do substratu se prida navic inokulum T. pleurotum
3. Kontrolni varianta bez fermentace: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet
+ 2 dily vody
4. Kontrolni varianta bez fermentace: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet

+ 2 dily vody. Do substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum
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Varianta s Bacillus subtilis: tato varianta se pfipravi tak, Ze se prida 10 ml
suspense mikroorganismU na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promichd s 2 |
takto upravené vody

Varianta s Bacillus subtilis: tato varianta se ptipravi tak, Ze se pfida 10 ml
suspense mikroorganismU na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 |
takto upravené vody. Do substratu se prida navic inokulum T. pleurotum

Varianta s Bacillus macerans: tato varianta se pfipravi tak, ze se pfida 10 ml
suspense mikroorganismU na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promichd s 2 |
takto upravené vody.

Varianta s Bacillus macerans: tato varianta se pfipravi tak, ze se pfida 10 ml
suspense mikroorganismU na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promichd s 2 |

takto upravené vody. Do substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum

Bacillus subtilis - 2,49 x 10° buri/ml, Bacillus macerans - 2,52 x 10° bufi/ml,

Trichoderma pleurotum - 3,01 x 10° spor/ml.

V tomto pokusu byly zaloZzeny tyto varianty:

1.

2
3
4
5.
6
7
8

Kontrolni varianta - 2 rukdvce

Kontrolni varianta s T.pleurotum - 2 rukdvce

Kontrolni varianta - 8 sklenic bez fermentace

Kontrolni varianta s T.pleurotum - 8 sklenic bez fermentace
Varianta se suspensi Bacillus subtilis - 2 rukavce

Varianta se suspensi Bacillus subtilis s T.pleurotum - 2 rukavce
Varianta se suspensi Bacillus macerans - 2 rukavce

Varianta se suspensi Bacillus macerans s T.pleurotum - 2 rukdvce

-38-



4.1.2.5 POKUSC.5

Vliv inokulace substratu kontaminovaného T. pleurotum pomaoci bakterii Bacillus subtilis a

Bacillus macerans s konecnym zahfatim fermentovaného substratu na 50°C.

Cilem tohoto pokusu je zjisténi, zda aplikované bakterie po fermentaci a nasledném

zahtati substratu na 50°C jsou schopny potlacit rozvoj houby T. pleurotum a pftispét k lepsi

kolonizaci substratu hlivou. Tento pokus byl zaloZen jako kontrola pokusu €. 4.

Varianty

1. Kontrolni varianta: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody

2. Kontrolni varianta: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody. Do
substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum

3. Kontrolni varianta bez fermentace: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2
dily vody

4. Kontrolni varianta bez fermentace: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2
dily vody. Do substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum

5. Varianta s Bacillus subtilis: tato varianta se ptipravi tak, Ze se pfida 10 ml suspense
mikroorganismd na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 | takto upravené
vody

6. Varianta s Bacillus subtilis: tato varianta se pripravi tak, Ze se pfida 10 ml suspense
mikroorganismd na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 | takto upravené
vody. Do substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum

7. Varianta s Bacillus macerans: tato varianta se pfipravi tak, Ze se prida 10 ml suspense
mikroorganismud na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 | takto upravené
vody.

8. Varianta s Bacillus macerans: tato varianta se pfipravi tak, Ze se pfida 10 ml suspense

mikroorganismd na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promicha s 2 | takto upravené

vody. Do substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum

Bacillus subtilis - 2,49 x 10° bufi/ml, Bacillus macerans - 2,52 x 10° bufi/ml,

Trichoderma pleurotum - 3,01 x 10° spor/ml
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V tomto pokusu byly zaloZeny tyto varianty:

1.

2
3
4
5.
6
7
8

Kontrolni varianta - 2 rukdvce

Kontrolni varianta s T.pleurotum - 2 rukdvce

Kontrolni varianta - 8 sklenic bez fermentace

Kontrolni varianta s T.pleurotum - 8 sklenic bez fermentace
Varianta se suspensi Bacillus subtilis - 2 rukavce

Varianta se suspensi Bacillus subtilis s T.pleurotum - 2 rukavce
Varianta se suspensi Bacillus macerans - 2 rukavce

Varianta se suspensi Bacillus macerans s T.pleurotum - 2 rukavce

4.1.2.6 POKUSC.6

Vliv inokulace substratu kontaminovaného T. pleurotum pomoci bakterii Bacillus subtilis a

Bacillus macerans s kone¢nym zahratim fermentovaného substratu na 45°C.

Cilem tohoto pokusu je zjisténi, zda aplikované bakterie po fermentaci a nasledném

zahtati substratu na 45°C jsou schopny potlacit rozvoj houby T. pleurotum a ptispét k lepsi

kolonizaci substratu hlivou.

Tento pokus byl zaloZzen na stejném principu jako pfedchozi dva pokusy ale s tim

rozdilem, Ze u tohoto pokusu dojde ke koneénému zahrati substratu pouze pfi teploté 45°C.

Varianty

1.
2.

Kontrolni varianta: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody
Kontrolni varianta: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody.
Do substratu se prida navic inokulum T. pleurotum

Kontrolni varianta bez fermentace: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet
+ 2 dily vody

Kontrolni varianta bez fermentace: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet
+ 2 dily vody. Do substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum

Varianta s Bacillus subtilis: tato varianta se pfipravi tak, Ze se ptida 10 ml
suspense mikroorganismU na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promichd s 2 |

takto upravené vody
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6.

Varianta s Bacillus subtilis: tato varianta se pfipravi tak, Ze se pfida 10 ml
suspense mikroorganismU na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promichd s 2 |
takto upravené vody. Do substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum

Varianta s Bacillus macerans: tato varianta se pfipravi tak, Zze se pfrida 10 ml
suspense mikroorganismU na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promichd s 2 |
takto upravené vody.

Varianta s Bacillus macerans: tato varianta se pfipravi tak, ze se pfida 10 ml
suspense mikroorganismU na 990 ml teplé vody a 1 kg pelet se promichd s 2 |

takto upravené vody. Do substratu se pfida navic inokulum T. pleurotum

Bacillus subtilis - 6,31 x 10® bufi/ml, Bacillus macerans - 4,77 x 10 buf/ml,

Trichoderma pleurotum - 2,91 x 10’ spor/ml

V tomto pokusu byly zaloZzeny tyto varianty:

1.

2
3
4
5.
6
7
8

Kontrolni varianta - 2 rukdvce

Kontrolni varianta s T.pleurotum - 2 rukdvce

Kontrolni varianta - 8 sklenic bez fermentace

Kontrolni varianta s T.pleurotum - 8 sklenic bez fermentace
Varianta se suspensi Bacillus subtilis - 2 rukdvce

Varianta se suspensi Bacillus subtilis s T.pleurotum - 2 rukavce
Varianta se suspensi Bacillus macerans - 2 rukavce

Varianta se suspensi Bacillus macerans s T.pleurotum - 2 rukavce

4.1.2.7 POKUSC.7

Zjisténi ovlivnéni fermentace separatu z bioplynové stanice ( BPS ) jako substrat pro hlivu

ustficnou

Tento pokus byl zaloZzen pro ovéreni, zda je mozné vyuZit separat z BPS jako substrat

pro péstovani hlivy.
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Pfesny postup

BPS se navazil v Cistych nadobdch na hmotnost 600 g a pfidalo se cca. 200 - 250 ml
vody, aby se zvysila vlhkost separdtu. Navlhéeny separdt se naplnil do rukavctl, které byly
perforované, aby zde dochazelo k dostate¢nému okysliceni.

Rukdvce se nechaly fermentovat v termostatu pfi teploté 30°C po dobu tfi dni.
Nasledné se polovina rukdvcld vyjmula z termostatu, naplnila se do sterilnich sklenic a
naockoval se povrch substratu.

Druha polovina rukdvcl se nechala v termostatu, teplota se zvysila na teplotu 50°C po
dobu 24 hodin. Po fermentaci se separdt naplnil do sterilnich sklenic a povrch se naockoval

sadbou hlivy.

4.1.2.8 POKUSC. 8

Zjisténi schopnosti houby Trichoderma infikovat fermentovany substrat pro hlivu
ustficnou.
Cilem tohoto pokusu je zjistit do jaké miry je fermentovany substrat z psSeniénych pelet

schopen odolavat infekci houbou Trichoderma pleurotum.

Presnéjsi postup

U kontrolni varianty se navazilo 1200 g nesterilizovanych pelet, a ptidalo se 2, 7 |
horké vody. Vse se smichalo ve sterilizovanych naddobach a pelety se nechaly rozpadnout. U
varianty se zelenatkou se pfi dvojité davce navazilo 1200 g nesterilizovanych pelet a pfidalo
se 2,2 litr(i vody. Ve zbylych 500 ml vody se rozmichala zelenatka a pridala se do pSeni¢nych
pelet. Vse se dlikladné promichalo a naplnilo do rukdvcl. Varianty se nechaly fermentovat v

termostatu.

Varianty
1. Kontrolni varianta A: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody
2. Kontrolni varianta B: pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody

fermentované ve 30°C
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3. Pelety namocené ve vodé v poméru 1 dil pelet + 2 dily vody, infikované sporami

Trichoderma a nasledné fermentované ve 30°C

V tomto pokusu byly zaloZeny tyto varianty
1. Kontrolni varianta — 6 sklenic bez fermentace
2. Kontrolni varianta ponechano ptirozené fermentaci ve 30°C — 2 tlacenkové rukavce
3. Varianta se suspensi spor Trichoderma v pfirozené fermentaci ve 30°C — 2 tlaCenkové

rukavce

Po fermentaci se substrat jednotlivych variant rozdélil nasledovné

1. Kontrolni varianta se naplila do 6 sklenic. 3 sklenice se oSetfily po dobu 48 hodin v
teploté 50°C (v termostatu s nastavenou teplotou na 50°C) a 3 se umistily v
zavarovacim hrnci, kde se také teplota nastavila na 70°C po dobu 24 hodin. Po
teplotnim oSetfeni se substrat ve sklenicich osazel na povrch zrnitou sadbou.

2. Fermentovanad varianta se naplnila do 8 sklenic. 4 sklenice se oSetfily po dobu 48
hodin v teploté 50°C (v termostatu s nastavenou teplotou na 50°C) a 4 se umistily v
zavarovacim hrnci, kde se také teplota nastavila na 70°C po dobu 24 hodin. Po
teplotnim oSetieni se substrat ve sklenicich osdzel na povrch zrnitou sadbou.

3. Varianta uréend k nasledné infekci se naplnila do 8 sklenic. 4 sklenice se osetfily po
dobu 48 hodin v teploté 50°C (v termostatu s nastavenou teplotou na 50°C )a 4 se
umistily v zavarovacim hrnci, kde se také teplota nastavila na 70°C po dobu 24 hodin.
Po teplotnim oSetfeni se substrat ze sklenic oSetfenych v jednotlivych teplotnich
rezimech vysypal do sterilni nadoby, zaockoval se sporami zelenatky. Opét se naplnil

do sklenic a na povrch se zaockoval sadbou hlivy.
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5 VYSLEDKY

5.1 POKUSC.1

Vliv koncentrace m - o a doby fermentace na nasledny rist mycelia houby Pleurotus
ostreatus

U zaloZzenych variant se projevila nevyhoda sterilizovanych pelet oproti
nesterilizovanym. Sterilizované pelety obtizné absorbovaly vodu, kterou mély pojmout pro
spravnou vlhkost substratu, a tak zlstalo velké mnoiZstvi neabsorbované vody. Vznikala
nadbyte¢nd vlhkost, kterd mohla zpuUsobit rozvoj nezddoucich mikroorganisma pfi
fermentaci. U prvniho pokusu se zkoumalo, jak ovlivni pfidana suspense EM-Eko a délka

fermentace substrat pro hlivu ( Pleurotus ostreatus ).

1225
122,0 | o

9
1215 } E I
1210 |
1205 |
1200 |

1195 T

PrirGstek 21. den [mm]

119,0

1185

118,0 £

1175 : : :
3 dny 7 dnl 10 dnu
Doba fermentace

—& Oget¥eni Sterilizované pelety se suspenzi 10 ml EMa Super Comp

—# O3etieni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou
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—4- Ogetfeni

Nesterilizované pelety s teplou vodou

—4- O%etfeni  Sterilizované pelety s teplou vodou
—&- Ofetfeni Sterilizované pelety se suspenzi 5 ml EMa Super Comp
Dob Prirtstek | PrirGstek | Prirlistek | PrirGstek | PrirGstek | Prirlstek
oba
— 7. den 7. den 14.den | 14.den | 21.den | 21.den
Osetreni fermen
) [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
ace
Pramér | Sm.Ch. | PrUmér Sm.Ch. Pramér Sm.Ch.
Sterilizované pelety se | 3dny | 43,00 1,65 113,75 1,87 122,00 *
suspenzi 10 ml EMa 7 dnd 37,00 1,99 94,42 1,71 120,75 0,43
Super Comp 10dnli| 47,42 1,63 114,67 2,32 121,75 0,18
3dny 35,13 1,25 94,63 1,86 121,38 0,26
Nesterilizované pelety -
o j 7dnd | 35,25 1,28 84,13 2,97 120,88 0,44
sparené vrouci vodou
10dni| 33,38 0,82 84,13 1,17 118,75 0,77
3dny 45,25 1,25 104,00 1,29 120,75 0,48
Nesterilizované pelety s -
7 dn( 35,00 1,08 88,25 1,80 121,50 0,50
teplou vodou
10dnli| 34,00 1,58 88,00 1,68 120,75 0,48
3dny 44,50 3,01 97,75 1,75 121,50 0,29
Sterilizované pelety s -
7 dn( 39,75 1,31 86,00 5,61 120,75 0,48
teplou vodou
10dnli| 40,25 1,65 110,25 2,56 120,75 0,48
Sterilizované pelety se | 3 dny * * * * * *
suspenzi 5 ml EMa Super| 7 dnd 48,25 1,67 109,92 1,67 121,25 0,37
Comp 10 dn( 4,50 0,65 57,25 4,48 121,00 0,58

* kontaminace - nebylo hodnoceno

Pri délce fermentace 3. dny nebyl zaznamenan rist mycelia houby pfi pfidavku
suspenze 5ml. Doslo k 100% kontaminaci, ale oproti tomu varianta s 10 ml suspense byla bez
kontaminace a prorlistani mycelia substratem byla bez komplikaci. U varianty
nesterilizovanych pelet sparfenych horkou vodou, nesterilizovanych pelet s teplou a
sterilizovanych pelet s teplou vodou mycelium prorustalo.

Pti délce fermentace 7. dni bylo dosazeno nejvyssich pfirlistkd mycelia u varianty
sterilizovanych pelet se suspensi 5 ml. U varianty sterilizovanych pelet se suspensi 10 ml
doslo pfi kolonizaci ke kontaminaci. Varianty nesterilizovanych pelet spafenych horkou
vodou, nesterilizovanych pelet s teplou vodou a sterilizovanych pelet s teplou vodou dosahly

prirdstky mycelia pramérnych hodnot.
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U délky fermentace 10. dni nejrychleji prorostlo mycelium u varianty sterilizovanych
pelet se suspensi 10 ml. U varianty sterilizovanych pelet se suspensi doslo k 100%
kontaminaci. Ostatni varianty nesterilizovanych pelet spafenych horkou vodou,
nesterilizovanych pelet steplou vodou a sterilizovanych pelet steplou vodou dosahly
pramérnych hodnot.

Ztohoto pokusu nejlépe dopadla varianta sterilizovanych pelet se suspensi
vmnozstvi 10 ml a nejucinngjsi je délka fermentace 5 dni. Pro velkopéstitele je

z ekonomického hlediska doba fermentace idealni co v nejkratsi dobé.

5.2 POKUSC.?2

Vliv inokulace substratti pomoci mikroorganismt Bacillus subtilis a Bacillus macerans.
U tohoto pokusu byla doba fermentace zkracena na 3. a 5. dni. V8echny zaloZené

varianty byly pouze z nesterilizovanych pelet zvlhéené teplou vodou.

122,5

1220 ¢

s 7It7
I

120,5 ¢

Prirastek 21. den [mm]

120,0 ¢

119,5 ¢ —

119,0

3 dny 6 dnu

Doba fermentace [dny]
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—&- OZetfeni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis

—# Ogetfeni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus macerans
—&- Ogetieni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola
—&- Ogetteni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola bez fermentace
= PrirGstek|PrirGstek| PrirGstek | PrirGstek | Prirtstek | PrirGstek
oba
Y 7.den | 7.den | 14.den | 14.den | 21.den | 21. den
Osetreni fermenta
(dny] [mm] | [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
ce [dn
y Prdmér | Sm.Ch. | Prdmér | Sm.Ch. | Primér | Sm.Ch.
Nesterilizované pelety se 3 31,19 0,60 85,00 0,99 121,08 0,20
suspenzi Bacillus subtilis 6 31,83 | 093 | 8450 | 1,06 | 121,53 | 0,12
Nesterilizované pelety se 3 2892 | 0,76 | 90,31 | 1,10 | 121,28 | 0,16
suspenzi Bacillus macerans 6 3364 0,88 93,50 1,05 121,61 0,11
Nesterilizované pelety 3 30,75 0,77 80,50 1,48 120,21 0,70
sparené vrouci vodou -
kontrola 6 37,17 | 098 | 88,79 1,44 | 121,67 | 0,12
Nesterilizované pelety 3 2517 | 1,13 | 8050 | 1,69 | 121,17 | 0,30
sparené vrouci vodou -
kontrola bez fermentace 6 30,08 | 0,86 | 81,42 1,96 | 121,58 | 0,15

Varianty zalozené po 3. dnech fermentace a 5. dnech fermentace prokazovaly stejné

hodnoty, coz pro nas pokus znamenalo, Ze bakterie nevykazuji podstatny vliv na rlst

mycelia. Z vybranych bakterii se pozitivné pro substrat projevila bakterie Bacillus macerans.
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53 POKUSC.3

Vliv inokulace substratu pomoci bakterii Bacillus macerans a Bacillus subtilis s kone€nym
zahifanim fermentovaného substratu na 50°C.

Ucelem pokusu bylo porovnat, v jaké mife ovlivni pouZita teplota béhem fermentace
substrat a jeho vhodnost pro kolonizaci podhoubim hlivy. Teplota béhem fermentace se po
tfech dnech zvysila na 50°C po dobu dvou dnl. Pozorovalo se, zda teplota vyrazné ovlivni

prorlstani a kolonizaci konkurenénich hub.
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104
102
100
t30 t50
Max. teplota [°C]
—&- O%etfeni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis
—# O3etieni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus macerans
—&- O%etteni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola
—k- O%etieni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola bez fermentace
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" PrirGstek | Prirastek |Prirtstek|Prirastek|Prirtstek|Prirtstek
ax.
., 7. den 7.den | 14.den | 14.den | 21.den | 21. den
Osetreni teplota
] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
Pramér Sm.Ch. | Prdmér | Sm.Ch. | Prdmér | Sm.Ch.
Nesterilizované pelety| 39 39,59 0,79 | 94,50 | 1,20 | 120,47 | 0,60
se suspenzi Bacillus
subtilis 150 34,22 0,84 88,31 0,93 121,84 0,08
Nesterilizované pelety| 30 37,72 0,84 89,28 1,22 | 121,75 | 0,10
se suspenzi Bacillus
macerans t50 36,63 0,69 | 91,47 | 0,70 | 121,81 | 0,09
Nesterilizované pelety t30 32,44 1,06 87,75 1,22 121,38 0,27
sparené vrouci vodou -
kontrola t50 36,69 090 | 90,63 | 081 | 121,75 | 0,14
Nesterilizované pelety| 3¢ 37,63 096 | 86,38 | 4,26 | 106,94 | 4,80
spafené vrouci vodou -
kontrola bez
fermentace t50 | 38,19 1,07 | 90,50 | 2,05 | 121,63 | 0,20

Vysledkem bylo, Ze substrat byl pro mycelium hlivy Iépe pfistupny nez pti teploté

fermentace 30°C.

U variant zaloZenych po tfech dnech fermentace pfi 30°C doslo ke kontaminaci pouze

u kontrolni varianty nefermentovaného substratu. A to u dvou sklenic ze ¢tyf ( 93% a 90%

kontaminace). Jinak ostatni varianty byly bez kontaminace. Perspektivni z bakterii se vtomto

pokusu ukazal Bacillus subtilis.

U variant zalozenych po tfech dnech fermentace pti 30°C a nasledné zvyseni teploty

na 50°C po dobu 24 hodin doSlo ke kontaminaci

pouze u kontrolni

varianty

nefermentovaného substratu. Doslo ke kontaminaci tfi sklenic ze ¢tyf ( 100%, 30% a 5%

kontaminace. Perspektivni z bakterii se vtomto pokusu ukazal Bacillus macerans.
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5.4 POKUSC.4

Vliv inokulace substratu kontaminovaného T. pleurotum pomoci mikroorganismu Bacillus
subtilis a Bacillus macerans s koneénym zahratim fermentovaného substratu (50°C).

Tento pokus byl zaloZzen na stejném principu jako 3. pokus ale s tim rozdilem, Ze u
vybranych variant byla pfidana Trichoderma pleurotum aby se zjistilo, zda teplota béhem
fermentace pozitivné ¢i negativné ovlivni substrat.

Doslo ke kontaminaci u variant zaloZzenych po tfech dnech fermentace obsahujici
zelenatku ( Trichoderma pleurotum) a zaroven se objevila 100% kontaminace u jedné

sklenice kontrolni varianty bez fermentace.

160

140

120 | I I IIIIII

100 t
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PFirdstek 21. den [mm]

N
o

t50
Max. teplota [°C]

—& Oget¥eni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis
—# O3etieni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis + Trichoderma

pleurotum
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—4- Ogetfeni

Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus macerans

—4- O%etfeni  Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus macerans + Trichoderma
pleurotum
—&- Oget¥eni Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou - kontrola
—i- O3etieni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola + Trichoderma
pleurotum
—4 Oget¥eni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola bez fermentace
—k- O3etieni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola bez fermentace +
Trichoderma pleurotum
Max. | Prirlistek | PrirGstek | PrirGstek | PrirQstek | PrirGstek |Prirtstek
. . teplo| 7.den 7. den 14.den | 14.den | 21.den | 21.den
Osetreni
ta [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
[°C] | PrGmér [ Sm.Ch. | Primér | Sm.Ch. | Pramér | Sm.Ch.
Nesterilizované pelety se 130 36,81 1,30 91,50 2,45 121,63 3,38
suspenzi Bacillus subtilis | t50 | 35,19 1,30 86,37 2,45 | 122,00 | 3,38
Nesterilizované pelety se | t30 0,00 1,30 0,00 2,45 0,00 3,38
suspenzi Bacillus subtilis +
Trichoderma pleurotum t50 34,62 1,30 84,56 2,45 122,00 3,38
- , 130 33,63 1,30 86,81 2,45 122,00 3,38
Nesterilizované pelety se
suspenzi Bacillus macerans | ysq | 3394 | 130 | 8644 | 245 | 122,00 | 3,38
Nesterilizované pelety se t30 0,00 1,30 0,00 2,45 0,00 3,38
suspenzi Bacillus macerans +
Trichoderma pleurotum t50 | 38,88 1,30 90,75 2,45 122,00 3,38
Nesterilizované pelety 130 37,50 1,30 88,75 2,45 122,00 3,38
spafené vrouci vodou -
kontrola t50 34,69 1,30 87,19 2,45 122,00 3,38
Nesterilizované pelety | {30 | 0,00 1,30 0,00 2,45 0,00 3,38
sparené vrouci vodou -
kontrola + Trichoderma
t50 35,94 1,30 87,94 2,45 122,00 3,38

pleurotum
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Nesterilizované pelety t30 | 21,44 1,30 57,44 2,45 88,25 3,38
sparené vrouci vodou -
kontrola bez fermentace | t50 | 33,63 1,30 77,88 2,45 114,44 | 3,38
Nesterilizované pelety t30 | 0,00 1,30 0,00 2,45 0,00 3,38
sparené vrouci vodou -
kontrola bez fermentace +
Trichoderma pleurotum | t50 | 0,00 1,30 -0,00 2,45 0,00 3,38

U variant zaloZzenych po tfech dnech fermentace plus 24 hodinam pfi teploté 50°C

dosSlo ke kontaminaci pouze u kontrolni varianty bez fermentace. DoSlo ke 100%

kontaminace u vSech Ctyr sklenic.

Vysledkem bylo zjisténi, Ze pfi teploté fermentace 50°C pozitivné ovlivni substrat vice

neZ teplota 30°C. BEhem fermentace dojde ke zniceni konkurenénich hub.

5.5 POKUSC.5

Vliv inokulace substratu kontaminovaného T. pleurotum pomaoci bakterii Bacillus subtilis a

Bacillus macerans s koneénym zahiatim fermentovaného substratu na 50°C.

Tento pokus byl zaloZzen jako kontrola predchoziho s podobnymi a zaroven

srovnatelnymi vysledky.
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Max. teplota [°C]
—&- Oget¥eni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis
—# O3etieni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis + Trichoderma
pleurotum
—& Oget¥eni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus macerans
—4 O%et¥eni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus macerans + Trichoderma
pleurotum
—&- Oget¥eni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola
—i- O3etfeni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola + Trichoderma
pleurotum
—4- O%etfeni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola bez fermentace
—&- O%et¥eni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola bez fermentace +

Trichoderma pleurotum
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Prirtstek

Prirtstek

Prirtstek

Prirtstek

Prirtstek

Prirtstek

Max.
., 7. den 7.den | 14.den | 14.den | 21.den | 21.den
Osetfreni teplot
] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
a
Prdmér | Sm.Ch. | Prlmér | Sm.Ch. | Primér | Sm.Ch.
Nesterilizované pelety | t30 33,13 2,03 74,69 1,67 121,88 0,13
se suspenzi Bacillus
subtilis t50 | 33,75 1,21 71,94 0,82 | 121,31 | 0,45
Nesterilizované pelety | 30 | 3388 | 1,39 | 66,06 | 1,73 | 30,50 | 13,64
se suspenzi Bacillus
subtilis + Trichoderma
pleurotum t50 24,63 2,19 63,38 1,23 116,00 1,90
Nesterilizované pelety | t30 | 30,19 1,66 68,75 1,67 122,00
se suspenzi Bacillus
macerans t50 34,31 0,83 73,88 1,03 121,88 0,13
Nesterilizované pelety | t30 36,81 1,14 72,81 0,93 30,50 13,64
se suspenzi Bacillus
macerans +
Trichoderma pleurotum| t50 30,31 0,69 67,69 0,83 118,50 0,82
Nesterilizované pelety | t30 28,69 2,08 67,81 1,75 121,88 0,12
spafené vrouci vodou -
kontrola t50 32,69 1,70 72,50 1,55 121,25 0,25
Nesterilizované pelety | t30 28,31 2,01 59,25 1,77 *
spafené vrouci vodou -
kontrola + Trichoderma
pleurotum t50 29,44 1,77 69,44 1,33 119,38 1,02
Nesterilizované pelety t30 24,06 2,18 60,94 2,04 117,19 2,45
spafené vrouci vodou -
kontrola bez
fermentace t50 24,25 1,90 60,75 1,44 106,19 2,41
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Nesterilizované pelety
spafené vrouci vodou -
kontrola bez
fermentace +
Trichoderma pleurotum

t30

0,00

0,00

0,00

t50

0,00

0,00

0,00

U variant zaloZenych po tfech dnech fermentace doslo ke kontaminaci pouze u
variant obsahuijicich zelenatku ( Trichoderma pleurotum). Mycelium bylo pivodné méritelné
u vSech variant ale nasledné po cca. 14. dnech doslo ke kontaminaci celé sklenice u
uvedenych variant se zelenatkou. Proto jsou zaznamenané udaje o rlstu, ale pfi poslednim
méreni byly sklenice jiZ celé prorostlé zelenatkou.

Varianty zaloZené po tfech dnech fermentace a 24 hodinam pfi teploté 50°C podlehla

kontaminaci pouze kontrolni varianta bez fermentace se zelenatkou. Kontaminaci podlehly

vSechny ctyfi sklenice.

5.6 POKUSC.6

Vliv inokulace substratu kontaminovaného T. pleurotum pomaoci bakterii Bacillus subtilis a

Bacillus macerans s koneénym zahiatim fermentovaného substratu na 45°C.

Tento pokus byl zaloZzen na zakladé snizeni fermentované teploty z 50°C na 45°C a

bylo prokdzédno, Ze i snizeni teploty fermentace na 45°C je dostatecné k potlaceni

konkurencnich hub.
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t45

Max. teplota [°C]

—&- Oget¥eni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis

—# O3etieni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis + Trichoderma
pleurotum

—& Oget¥eni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus macerans

—4 O%et¥eni Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus macerans + Trichoderma

pleurotum

—&- Oget¥eni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola

—i- O3etfeni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola + Trichoderma
pleurotum

—4- O%etfeni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola bez fermentace
—&- O%et¥eni Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - kontrola bez fermentace +

Trichoderma pleurotum
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Max.

Prirtstek

Prirtstek

Prirtstek

Prirtstek

Prirtstek

Prirtstek

., 7. den 7.den | 14.den | 14.den | 21.den | 21. den
Osetfreni teplota
] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
Primér | Sm.Ch. | Prmér | Sm.Ch. | Primér | Sm.Ch.
Nesterilizované pelety| t30 40,56 0,66 93,81 1,06 | 122,00
se suspenzi Bacillus
subtilis t45 40,56 1,51 86,81 1,21 122,00
Nesterilizované pelety| t30 37,56 1,11 80,19 1,22 0,00
se suspenzi Bacillus
subtilis + Trichoderma
pleurotum t45 42,56 0,69 91,44 0,92 122,00
Nesterilizované pelety| t30 37,56 0,86 86,25 1,28 122,00
se suspenzi Bacillus
macerans t45 | 41,31 | 097 | 87,19 | 1,25 | 122,00
Nesterilizované pelety| 39 | 3556 | 124 | 77,63 | 246 | 0,00
se suspenzi Bacillus
macerans +
Trichoderma
pleurotum t45 27,63 0,93 70,00 1,73 115,75 1,57
Nesterilizované pelety| t30 36,63 1,37 89,00 1,62 122,00
spafené vrouci vodou -
kontrola t45 | 39,38 | 1,10 | 89,31 | 1,19 | 122,00
Nesterilizované pelety| 35 | 3300 | 1,99 | 7038 | 1,87 | 0,00
spafené vrouci vodou -
kontrola +
Trichoderma
pleurotum t45 38,19 1,43 84,88 1,52 122,00
Nesterilizované pelety
130 29,94 1,46 76,31 2,48 120,81 0,79

spafené vrouci vodou -
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kontrola bez

fermentace t45 31,93 1,72 76,33 1,68 117,40 1,69

Nesterilizované pelety

spafené vrouci vodou -| t30 0,00 0,00 0,00
kontrola bez

fermentace +

Trichoderma t45 0,00 0,00 0,00
pleurotum

U fermentace pfi 30°C doSlo ke kontaminaci u vSech variant s Trichodermou
pleurotum, nejprve prorlstalo podhoubi substratem, ale pozdéji se kontaminace rozsitila po
celé sklenici. Ke kontaminaci doslo také u varianty nesterilizovanych pelet spafenych vrouci
vodou - kontrola bez fermentace. Zde probihala pocinajici kontaminace u 3 sklenic ze 4.

U variant fermentovanych pfi 45°C doSlo ke kontaminaci pouze u varianty
nesterilizovanych pelet sparenych vrouci vodou - kontrola bez fermentace s Trichodermou

pleurotum.

5.7 POKUSC.7

Zjisténi ovlivnéni fermentace separatu BPS jako substrat pro hlivu uGstficnou
U tohoto pokusu bylo zjisténo, Ze pouZiti separatu BPS jako substrat pro hlivu
ustricnou neni mozny z dlivodu velkého mnoZstvi amoniaku. Amoniak omezuje rozvoj

mycelia hlivy.

5.8 POKUSC.8

Zjisténi schopnosti houby Trichoderma infikovat fermentovany substrat pro hlivu
ustricnou.

V tomto pokusu doslo ke zjisténi, Ze spravné zvolena teplota pouzitd béhem
fermentace a ndsledné pasterizace je velmi dlleZita. Pozorovalo se zde, jak Trichoderma

pleurotum ovlivni fermentovany substrat pfi teploté 30°C a ndsledné pasterizaci bud' pfi
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teploté 50°C po dobu 48 hodin nebo 70°C po dobu 24 hodin. Vysledkem byl rozdilny rast

mycelia Pleurotus ostreatus u pouzitych teplot.
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— Prirastek 14. den [mm]

—4# PfirGstek 21. den [mm]

Osetfeni:
NPP

PP
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Max. teplota [°C]: t70

. PfirGstek | Prirastek |Prirdstek [ PrirGstek |PrirGstek | PFirGstek
Oketieni teplota 7.den 7.den | 14.den | 14.den | 21.den | 21.den
) [rt\ml [mm] [n:nm] [mm] [r?ml [mm]
Prdmér | Sm.Ch. | Primér | Sm.Ch. | Primér | Sm.Ch.
NPP - Nefermentované| t50 18,42 1,99 56,33 3,82 85,83 4,06
pasterizované pelety t70 31,08 1,50 62,58 2,71 112,92 2,90
PP - Pasterizované t50 34,75 1,01 81,81 1,79 119,38 0,94
pelety t70 20,06 2,51 48,00 3,39 92,13 4,48
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PPTP - Pasterizované 150 0,00 0’00 0,00
pelety se suspensi

Trichoderma
t70 0,00 0,00 0,00

pleurotum

Z vysledku pokusu je jasné patrné, Ze pouzita teplota 50°C je idealni pro oSetreni
substratu oproti pouzité teploté 70°C, ve které doslo k omezeni mycelia Pleurotus ostreatus.

U zvolené teploty fermentace pfi 70°C bylo velkou zajimavosti, Ze u varianty
nefermentovanych pasterizovanych pelet proristalo mycelium Pleurotus ostreatus
substratem mnohem lépe, nez u fermentovanych pelet. Pravdépodobné u varianty
fermentovanych pelet doslo k potlaceni prospésnych mikroorganisma, k rozvoji

konkurenénich organism( a zelenych plisni.
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6 DISKUSE

Jak uvedli Jablonsky a Sasek ( 2006 ) je vybé&r metody pfipravy substratu zavisly na
druhu a kvalité pouZité suroviny, ale také na technickych moznostech vyrobce substratu.
Proto bylo dlleZité rozhodnout, jakym zplsobem oSetfime pSeni¢né pelety a zda pouzijeme
pelety sterilizované ¢i nesterilizované.

K prvnimu pokusu byly pouZity pSeni¢né pelety sterilizované v susarné pfi teploté
130°C a bylo prokazano, zZe takto oSetiené pelety hare prijimaji vodu a dochazi k
omezenému prorUstani myceliem hlivy. Také Plickova ( 2013 ) zjistila, Ze sterilizace pelet
neprospéla myceliu hlivy a, Ze to mliZe téZ znamenat, Ze hliva poroste sterilnim substratem
pomaleji, ale také, Ze bude vnimavéjsi vici konkurentlim nez na substratu oSetfeném horkou
vodou.

Disledkem téchto vysledkd se u ostatnich pokusl rozhodlo o pouzivani
nesterilizovanych pseni¢nych pelet. Takto neoSetfené pelety vstfebavaly vodu rychleji a
doslo i k lepsimu a rychlejsSimu rozpadu pelet pred naplnénim do rukavcu.

Pozitivnim vysledkem bylo, Ze nedoSlo k odstranéni veskerych mikroorganisma,
protoze nékteré organismy jsou v substratu pro proristani mycelia hlivy velice prospésné.

Pti péstovani jsou v substratu casto pritomny zdrodky mnoha dalsich hub, které jsou
schopné na substratu rlst stejné rychle jako hliva. Proto jsou nutna opatreni, kterd umozni
rychly rdst podhoubi hlivy a omezi vyvoj konkurenénich hub ( Jablonsky a Sasek, 2006 ).

Kurtzman ( 2005 ) uved|, Ze je podstatné uvédomit si rozdil mezi pasterizaci a
sterilizaci. Uvédomit si, co vlastné pasterizace je, Ze to neni jen pokus zlikvidovat nékteré
organismy v substratu, ale Ze je mnohdy lepsi substrat upravovat méné nez vice, nez vse
zlikvidovat v neprospéch substratu. Ve skutecnosti je v péstovani hub, vice nez dobre
definované, Ze veskera tepelnd Uprava zpUsobi ztraty. TakZze ucelem pasterizace neni zbavit
se vSech organism, ale jak se zbavit téch, které soutézi s houbami a podpofit organismy,
které omezuji vyskyt chorob. Konzumuji hemiceluldzu, poskytuji dusik, a stanou se potravou
pro houby.

Pokusy zaloZené v této praci prokazaly, Ze tepelné oSetfeni substratu ze slaménych
pelet pfiznivé ovliviiuje za urcitych teplotnich podminek mikrobialni slozeni substratu,
omezuje vyskyt konkurencnich organisma a usnadnuje rast mycelia hlivy Ustficné ( Pleurotus

ostreatus ).
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Holliday et al. ( 2009 ) uvedli, Ze je dllezité rozhodnout bud’ pro sterilizaci ( Uplna
likvidace dalSich mikroorganismd, které jsou pfitomny v substratu, a mohly by konkurovat
houbam pfi vyuziti substratu jako potravina) nebo pasterizaci ( zlikvidovat vétsSinu
konkurencnich organism( v substratu).

Balasubramanya et al.( 1996 ) uvedli, Ze jako alternativni metodu oSetteni substratu
Ize povaZovat maceni celulézového materidlu ve vodovodni vodé pfes noc a prebytek vody
se odstrani dekantaci ( oddélovani vody od pevného materidlu opatrnym slitim kapaliny,
zatimco pevny materidl z(stane usazen na dné nadoby ). Pfida se horkd voda ( teplota 80 ° C)
a smés se necha vychladnout po dobu 2 hodin, a potom se prebytek vody opét odstrani
dekantaci. Holliday et al. ( 2009 ) uvedli, Ze problematikou je péstovani hub v méné
rozvinutych oblasti na svété. Zde je bud nedostupné, nebo pfilis drahé vyuzit pfistup k témto
zpUsoby, jak pasterizovat Ci spiSe neZ sterilizovat substrat, jinym zplUsobem neZ za poufZiti
metod pary. To mizZe byt provedeno mnoha zpUlsoby, jako je pouZiti béZzné dostupnych latek,
jako je napfiklad mydlo nebo vapenny hydrat na nepasterizovaném substratu.

Vétsina Zivych organisml je na zvySenou teplotu citliva a hyne uz pfi zahrati do 60°C,
avSak nékteré vytrusy jsou schopné prezit i ty nejnepfiznivéjsi podminky. Pfesto nékteré
zvlast odolné mikroorganismy vydrizi i kratkodobé zahrati na 100°C. Teploty okolo 60 - 70°C,
které nazyvame pasterizaci, se pouzivaji na usmrceni vegetativnich forem vétsSiny
mikroorganismu ( Ginterova, 1985 ).

Bylo zjisténo, Ze pouzita teplota 30°C béhem fermentace neni dostate¢na k oSetreni
substratu pred konkurenénimi mikroorganismy. Doslo k rozvoji nezadoucich organism(, a
proto se u dalSich pokust zvysila teplota béhem fermentace, aby doslo k jejich omezeni ci
likvidaci.

Jablonsky a Sasek ( 2006 ) uvedli, e musime dosahnout teploty okolo 115°C, aby se
znicila jak c¢ast vegetativni (aktivni mycelium ), tak i klidova stadia ( spory ) konkurencnich
hub, a to ve vSech ¢astech substratu. Nicméné upozornili, Ze dlouhodobé zahtivani substratu
nad 63°C zpuUsobi karamelizaci slamy a jednoduché cukry uvolnéné timto procesem jsou
pfiznivé pro rozvoj konkurenénich hub.

Betina a kolektiv ( 1987 ) upozornili, Ze pfi sterilizaci teplem se projevuje vSseobecny
vztah, podle kterého plati, Ze ¢im vyssi je teplota, tim kratsi ¢as musi plsobit, aby se dosahlo

pozadovaného ucinku.

-62 -



Proto u ostatnich pokusl byla teplota zvySena na 50°C a bylo zjisténo, Ze doslo k
omezeni konkurenénich organisma v substratu. U Sestého pokusu doslo k experimentalnimu
snizeni fermentované teploty na 45°C a bylo prokdzano, Ze i snizeni fermentované teploty na
45°C je dostatecné k jejich potlaceni, ale, Ze je lepSi vyuZivat vyssi teploty oSetfeni substratu.
Neni vhodné prekracovat teploty vyssi 70°C, jelikoz doslo k odstranéni Zzadoucich organismu
v substratu.

Dle Kurtzmana ( 2005 ) staci teplota pro pasterizaci vihkého materidlu teplota do
55°C maximalné 60°C, Ze zadna c¢ast nesmi jit nad 55 - 60°C.

Z vysledkd pokusi je patrné, Ze mycelium hlivy Ustficné nejlépe roste na substratech
oSetfenych vyssi teplotou vyvinutou béhem fermentace, kterd se pohybovala v rozmezi od
50°C s maximalni teplotou okolo 70°C. U niZsich teplot doslo k rozvoji konkurenénich hub a
jinych mikroorganismu. Je ovSsem dulezité brat ohled na pouzity material, ktery se stal
zakladem pro substrat. U hlfe skladovanych materidld ¢i u materidlu s vy$si moznosti
obsahu Skodlivych organismd, je lepsi vyuZzit vyssi teploty pohybujici se okolo 70°C (Jablonsky
2015 osobni sdéleni).

PFi testovani oSetreni substratu pro hlivu ustfi¢nou se projevily rozdily mezi tepelnym
oSetfenim substratu u vybranych teplot. Trichoderma pleurotum se projevila pfi oSetreni
substratu teplotou 30°C, zatimco pfi fermentaci substratu pfi teploté 50°C se Trichoderma
pleurotum neprojevila.

Zadrobilova ( 2012 ) zkoumala oSetfeni substratu se suspensi Trichoderma pleurotum
u kmene 416, ktery neprezil oSetfeni teplem 55°C po dobu 20 minut, zatimco kmen
Trichoderma pleurotum 432 nepreiil oSetfeni teplotou 65°C po dobu 10 minut.

Jablonsky a Sasek ( 2006 ) uvedli, 7e osvédéenou metodou likvidace zarodk(l hub je
vysoka teplota oSetreni, kterd se rozdéluje do nékolika zakladnich metod osetfeni. Zakladni
metodou je sterilizace, pti které se musi dosahnout teploty okolo 110 - 115°C po dobu
nékolika hodin. Dale se pouziva semisterilizace zvlhcené slamy, kde se pouzivaji teploty okolo
80 - 100°C po dobu 2 hodin nebo pasterizace, ktera probiha pfi teploté 60 - 70°C po dobu 24
- 48 hodin. V praxi se pouzivaji metody "rychlé pasterizace", cozZ je zahtati substratu na 58 -
60°C po dobu 18 - 21 hodin a kombinace pasterizace s "kondicionaci", kdy se substrat
zahteje po dobu 8 - 10 hodin na teplotu 60°C a potom se teplota snizi na 48 - 52°C.

Zatimco Kurtzman ( 2005 ) upozornil na to, Ze neni vhodné pouzivat teploty vyssi nez

60°C, jelikoz jakakoliv vyssi teplota umozni vyskyt Trichodermy, a tim znici Urodu.
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Z vysledkd nékterych pokusl vyplyva, Ze k oSetfeni substratu béhem fermentace
stacilo k potlaceni konkurenéni Trichodermy pleurotum dosaZeni teploty 50°C. CoZz znamena
z ekologického hlediska pro velkopéstitele usetreni nakladd.

U pokusl se také sledovalo ovlivnéni prostfedi pfidanim bakterii do substratu. Pouze
u prvniho pokusu byla pfidana smés mikroorganism0 z prepardtu EMa Super Comp od firmy
EM - Eko a u ostatnich pokusu pouZily bakterie Bacillus subtilis a Bacillus macerans.

V praxi se osvédcilo nechat substratu po pasterizaci namnozit v teplotach do 50°C
nékteré bakterie rodli Pseudomonas, Bacillus a streptomycety, protoZe produkty téchto
mikroorganismu potlacuji rlst zelenych plisni a jejich biomasu vyuZiva podhoubi hlivy.

U pokusli nedosSlo k vyraznému zlepSeni kolonizace substratu pomoci smési
mikroorganismu, ale zaroven se zjistilo, Ze je lepsi vyuZit pfirozené namnoZenou populaci m-
o v substratu.

V této praci byla zkoumana pritomnost predevsim Trichoderma pleurotum (zelenatky)
a jeji antagonismus vUci hlivé ustricné.

Komon’-Zelazowska et al. ( 2007 ) studovali antagonismus mezi Trichoderma
pleurotum a Pleurotus ostreatus s tim rozdilem, Ze pokusy probihaly v in vitro podminkach.
Hlavnim zjisténim v jejich pokusu byla pfitomnost dvou nejdulezitéjsich druht zelenatky, a to
Trichoderma pleurotum a Trichoderma pleuroticola.

U pokusu se substrat fermentoval pfi teploté 30 °C a pozorovalo se, jak si mycelia hub
vzajemné konkurovaly. Napfiklad u ¢tvrtého pokusu v na pocéatku kolonizace mycelium hlivy
narUstalo, ale béhem par dni se na povrchu substratu zacaly objevovat spory Trichoderma
pleurotum. Béhem prorlstani substratu myceliem hub byly nejdfive jasné patrné prechody,
ale pozdéji jiz v substratu nebylo znatelné ohrani¢eni mycelia hlivy a Trichoderma pleurotum.
Oproti patému pokusu se teplota fermentace zvysila na 50°C a nedoslo ke kolonizaci
substratu konkurenéni houbou Trichoderma pleurotum. Ke kontaminaci doslo pouze u
nefermentované varianty, kde se kolonie hub navzajem prorustaly, byly neohranicené a bylo
jasné patrné, Ze mycelium Trichoderma pleurotum bylo znatelné dominantni oproti hlivé.

Zatimco Zadrobilova ( 2012 ) zkoumala vzdjemné prorlstani mycelia Pleurotus
ostreatus a Trichoderma pleurotum. Trichoderma pleurotum a Pleurotus ostreatus byly
naockovany soucasné na sladinovém agaru, byly uchovany ve tmé a na rozdil od pokust
zalozenych v této prdaci nebyly mycelia konkurenénich hub vyrazné ohrani¢ené, a ani jedna z

nich nebyla dominantni. Rozdil rGstu mezi obéma houbami nebyl tak znatelny. U dalsSiho

-64 -



pokusu Zadrobilové, kdy byla sadba Pleurotus ostreatus zao¢kovana se 7- dennim zpozdénim
oproti Trichoderma pleurotum se projevil naskok mycelia Trichoderma pleurotum hlavné
rychlejsim rlistem a prerGstanim hlivy. Pfesto mycelium Pleurotus ostreatus po dobu trvani
pokusu ataku Trichoderma pleurotum odoldvalo.

Doporucila bych dale sledovat reakce Trichoderma pleurotum na teplotni oSetfeni

substratu. Rlzna teplotni oSetfeni v€etné pouziti riznorodych surovin na vyrobu substratu.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit, jak teplotni oSetfeni substratu ovliviiuje jeho bakterialni sloZeni,
a dalsim cilem bylo zjistit, jaké teplotni oSetfeni je dostacuji k potlaceni kompeti¢ni houby
Trichoderma pleurotum.

Vysledky pokusl prokazaly, Ze teplotni oSetreni substratu je dilezité pro odstranéni
nezadoucich mikroorganism( ze substratu, ale pfi vyuZiti pfilis vysokych teplot dochazi k
likvidaci prospésnych mikroorganisml v substratu a omezuje se tim rychlost rlstu mycelia
hlivy.

Bylo prokazano, Ze Pleurotus ostreatus nejlépe roste na substratech oSetfenych
vrouci vodou a fermentovanych pfi vyssich teplotach. Hliva kolonizuje i substraty oSetfené
nizsi teplotou, ale zde dochazelo ke vzajemné konkurenci Pleurotus ostreatus a Trichoderma
pleurotum . Pfi pouziti vysokych teplot mycelium hlivy prordstalo substratem pomaleji nez
pfi pouZiti ostatnich testovanych teplot.

Idealni teplota vyvijend béhem fermentace stanovena na zakladé pokusu a, kterd je
vhodna pro kolonizaci substrdtu myceliem houby Pleurotus ostreatus byla stanovena na
50°C. Zatimco teplota 30°C pouzitd u prvotnich pokusl neprokdazala dostatecné plsobeni na
mikrobialni sloZzeni substratu a doslo k rozvoji zelenych plisni.

Proto je dulezité zvolit spravnou teplotu a dobu fermentace a tim zaroven potvrdit
hypotézu s tim, Ze je fizena fermentace dulezitad. Po fermentaci se zlepsi podminky pro rist

mycelia hlivy a zabrani se vyvoji konkurenénich hub.
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Fotodokumentace
Pokus ¢. 1
»  Prorlstani substratu myceliem hlivy uUstficné u varianty se suspensi 10 ml pfipravku
Ema Super Comp.
= Kontaminace fermentovaného substratu oSetfeného suspensi 5 ml pfipravku Ema
Super Comp.
= Prorostly substrat osetfeny inokulem Bacillus subtilis.
Pokus ¢. 2
» Prorostly substrat oSetfeny inokulem Bacillus macerans.
= Prorostly fermentovany substrat kontrolni varianty.
Pokus ¢. 3
=  Substrat fermentovany 3 dny pfi teploté 30°C oSetfeny suspensi Bacillus subtilis.
* Porovndni varianty substratu oSetfenym suspensi Bacillus subtilis fermentovaného po
dobu 3 dni pfi teploté 30°C a naslednému zvyseni teploty na 50°C.
Pokus ¢. 4
= Kontrolni varianta se suspensi Trichoderma pleurotum fermentovana po dobu 3 dni
pfi teploté 30°C a naslednému zvyseni teploty na 50°C.
= Kontrolni varianta se suspensi Trichoderma pleurotum bez fermentace, ktera
pohledla kontaminaci.
= Varianta s Bacillus subtilis a se suspensi Trichoderma pleurotum fermentovana po
dobu 3 dni pfi teploté 30°C, ve které doslo ke 100% kontaminaci.
Pokus ¢. 5
= Ukazka vzajemné konkurence mycelia hlivy Ustficné a zelenatky ( Trichoderma
pleurotum ) u varianty s Bacillus subtilis fermentovanou 3 dny pfi teploté 30°C.
= Ukazka vzajemné konkurence mycelia hlivy Ustficné a zelenatky ( Trichoderma
pleurotum ) u varianty s Bacillus macerans fermentovanou 3 dny pfi teploté 30°C.
Pokus €. 6
= Kontrolni varianta se suspensi zelenatky ( Trichoderma pleurotum ) fermentovana 3
dny pfi teploté 30°C a jeji postupna kontaminace sklenic.
Pokus ¢. 7
=  Postupny Ustup mycelia Pleurotus ostreatus na substratu vytvofeném ze separatu z

bioplynky.
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Pokus ¢. 8

Varianta fermentovanych pasterizovanych pelet se suspensi Trichoderma pleurotum

oSetfena 3. dny pfi teploté 30°C a ndsledné pasterizaci pfi teploté 70°C po dobu 24
hodin

Rozdily v rlistu mycelia u substratu vytvoreném z nefermentovanych pasterizovanych

pelet nasledné oSetfenych pasterizaci pfi teploté 70°C po dobu 24 hodin
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9.1 GRAFY A TABULKY
9.1.1 POKUSC.1

Dosazené prirlistky mycelia po 3. dnech fermentace:

140
120
100
80
60
40

20

>
@
3 N
S
[2)
Varianty Méreni v mm

SP 5 ml - Sterilizované pelety se suspenzi 5ml

SP 10 ml - Sterilizované pelety se suspensi 10ml

122,00

NP BW - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou 121,40
NP HW - Nesterilizované pelety s teplou vodou 120,80

SP HW - Sterilizované pelety s teplou vodou 121,50

Graf ¢ 1 zndzorfuje vysledky dosazené po 3. dnech fermentace a nasledném
naockovani vzniklého substratu sadbou hlivy. U varianty sterilovanych pelet se suspensi 5 ml

doslo ke kontaminaci vSech sklenic. U ostatnich variant doslo ke srovnatelnym vysledkam.
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Dosazené prirlstky mycelia po 7. dnech fermentace:

121,60
121,40
121,20
121,00
120,80
120,60

120,40

Varianty Méreni v mm
SP 5 ml - Sterilizované pelety se suspenzi 5ml 121,30
SP 10 ml - Sterilizované pelety se suspensi 10ml 120,80
NP BW - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou 120,90
NP HW - Nesterilizované pelety s teplou vodou 121,50
SP HW - Sterilizované pelety s teplou vodou 120,80

Graf ¢. 2 zndzornuje prirdstky mycelia po 7. dnech fermentace a naslednému
naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. Nejlépe u tohoto pokusu proristalo mycelium
hlivy variantou nesterilizovanych pelet s teplou vodou. Nasledné vyznamné pfirtstky mycelia

hlivy méla varianta sterilizovanych pelet se suspensi 5 ml. Ostatni varianty neprojevily

vyznamny rlst mycelia.
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Dosazené prirlistky mycelia po 10. dnech fermentace:

122
121,5
121
120,5
120
119,5
119
118,5
118
117,5
117

Varianty

Méreni v mm

SP 5 ml - Sterilizované pelety se suspenzi 5ml 121,00

SP 10 ml - Sterilizované pelety se suspensi 10ml 121,77
NP BW - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou 118,80
NP HW - Nesterilizované pelety s teplou vodou 120,80

SP HW - Sterilizované pelety s teplou vodou 120,80

Graf ¢. 3 znazornuje prirtstky mycelia po 10. dnech fermentace a naslednému

naockovani povrchu substrdtu sadbou hlivy. Zde nejlépe proristalo mycelium hlivy

substratem vytvorenym ze sterilizovanych pelet se suspensi 10 ml. Podobné vysledky

prokazovala varianta sterilizovanych pelet. Jen o néco mensi pfirlstky mély varianty

nesterilizovanych pelet s teplou vodou a sterilizovanych pelet s teplou vodou.

Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou neprokazovaly vyznamné pfirastky.
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9.1.2 POKUSC.2

Dosazené prirlstky mycelia po 3. dnech fermentace:

140

120
100
80 O 1.méfeni
W 2. méreni
60
0O3. méreni
40
20
1. 2. 3.
Varianty méreni | mérfeni | méreni
mm mm mm
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 29,8 86,3 121,2
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 31,9 82,9 120,8
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 31,8 85,8 121,3
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
31,3 87 121,25
macerans
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
27,3 92,9 121,33
macerans
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
28,7 91 121,25
macerans
NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
30,3 83,8 121,58
kontrola
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NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
31,3 77,3 118,8
kontrola
NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety spafené vrouci
25,20 80,5 121,2
vodou - kontrola bez fermentace

Graf €. 4 znazoriuje pfirGstek mycelia hlivy po 3. dnech fermentace a naslednému

naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U tohoto pokusu nejlépe pfi prvnim méreni

nejlépe prorlstalo mycelium hlivy substratem vytvofenym z nesterilizovanych pelet se

suspensi Bacillus subtilis a Bacillus macerans. U druhého méreni vyrazné lépe prorustalo

mycelium variantou nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus macerans. Nejrychleji na

dno sklenic dorostla varianta nesterilizovanych pelet sparenych vrouci vodou - kontrola.

Pokus byl ukoncen.

Dosazené prirlistky mycelia po 5. dnech fermentace:

140,0

120,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0
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Varianty méreni | méreni | méreni
mm mm mm
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 33,2 86,5 121,7
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 29,7 78,3 121,5
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 32,7 88,8 121,4
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
30,0 88,8 121,5
macerans
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
35,2 95,1 121,5
macerans
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
35,8 96,7 121,8
macerans
NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
37,9 87,6 121,8
kontrola
NP BW - KO - Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou -
36,4 90 121,5

kontrola

NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety sparené vrouci
30,10 81,4 121,6
vodou - kontrola bez fermentace

Graf €. 5 znazornuje pfirastek mycelia hlivy po 5. dnech fermentace a naslednému
naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U prvniho méreni vyraznéji prortstalo mycelium
substratem vytvorenym z nesterilizovanych pelety spatenych vrouci vodou - kontrola. Druhé
méreni potvrdilo vysledky pokusu zaloZzeného po 3. dnech fermentace. Nejrychleji prorostlo
mycelium az na dno u variant nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus macerans a
nesterilizovanych pelet spafenych vrouci vodou - kontrola. VSeobecné u tretiho méreni byly

vysledky dosti srovnatelné a vSechny sklenice dorostly na dno sklenic.

-78 -




9.1.3 POKUSC.3

Dosazené prirlistky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C:

140,0
120,0
100,0
80,0
O 1.méfeni
60,0 @ 2. méreni
0O 3. méreni
40,0
20,0
0,0
1 2. 3
Varianty méreni | méreni | méfeni
mm mm mm
NS BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 39,2 93,9 119,2
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 40,0 95,1 121,8
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
38,9 88,3 121,7
macerans
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
36,6 90,3 121,8
macerans
NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
32,4 87,8 121,4
kontrola
NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety sparené vrouci
37,6 86,4 106,9
vodou - kontrola bez fermentace

Graf €. 6 zndzornuje prirGstky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C a naslednému

naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U prvniho a druhého méreni nejrychleji
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prorlstalo mycelium substratem vytvofenym z nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus
subtilis. Ovsem nejrychleji na dno dorostla varianta nesterilizovanych pelet se suspensi

Bacillus macerans. Nejpomaleji viak varianta nesterilizovanych pelet sparenych vrouci vodou

- kontrola bez fermentace.

Dosazené prirlistky mycelia po 5. dnech fermentace pfi 30°C a 24 hodin pti 50°C:

140,0
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1. 2. 3.
Varianty méreni | méreni | méreni
mm mm mm
NS BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 32,1 86,4 121,8
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 36,4 90,2 121,9
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
37,9 94 121,8
macerans
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
35,4 88,9 121,8
macerans
NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
36,7 90,6 121,8
kontrola
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NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety sparené vrouci

38,2 90,5 121,6
vodou - kontrola bez fermentace

Graf €. 7 zndzornuje pfrirlistky mycelia po 5. dnech fermentace pti 30°C a 24 hodin pfi
50°C a naslednému naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U tohoto pokusu vyrazné
nejrychleji prorostla varianta nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus subtilis. Prvni
méreni prokdazalo dosti porovnatelné vysledky, ale nejlépe proristalo mycelium substratem z
nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus macerans. Druhé méreni ovladla varianta
nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus macerans. A celkové nejlépe mycelium

prorlstalo substratem vytvofenym z nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus macerans.

9.1.4 POKUSC. 4

Dosazené prirlistky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C:
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Varianty méreni | méreni | méreni
mm mm mm
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 36,8 91,5 121,6

NP BS + TP - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis +
Trichoderma pleurotum

NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus macerans 33,6 86,8 122

NP BM + TP - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus 0.0 0.0 0.0
macerans + Trichoderma pleurotum ’ ’ ’

NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
37,5 88,8 122
kontrola

NP BW - KO + TP - Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou - 0.0 0.0 0.0
kontrola + Trichoderma pleurotum ’ ’ ’

NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou -
21,4 57,4 88,3
kontrola bez fermentace

NP BW - KO - WF + TP - Nesterilizované pelety sparené vrouci
0,0 0,0 0,0

vodou - kontrola bez fermentace + Trichoderma pleurotum

Graf €. 8 zndzornuje prirGstky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C a naslednému
naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U tohoto pokusu doslo ke kontaminaci vSech
variant obsahujici Trichoderma pleurotum. U prvniho méreni prorlstalo mycelium nejrychleji
substratem vytvorenym z nesterilizovanych pelet spafenych vrouci vodou - kontrola. U
druhého méreni nejlépe prorlstalo mycelium variantou nesterilizovanych pelet se suspensi
Bacillus subtilis. NejhGfe mycelium prorlstalo u varianty nesterilizovanych pelet sparenych
vrouci vodou - kontrola bez fermentace. Varianty se suspensi Bacillus subtilis a Bacillus
macerans dorostly na dno sklenic pred tfetim mérenim. U tohoto pokusu se nejlépe projevila

varianta nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus subtilis.
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Dosazené prirlistky mycelia po 5. dnech fermentace pfi 30°C a 24hodin pfi 50°C:

140,0
120,0
100,0
80,0
O1.méfeni
60,0 W 2. méreni
40,0 03. méreni
20,0
0,0 ) J
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1. 2. 3.
Varianty méreni | méfeni | méreni
mm mm mm
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 35,2 86,4 122,0
NP BS + TP - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis +
. 34,6 84,6 | 122,0
Trichoderma pleurotum
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus macerans 32,9 86,4 122,0
NP BM + TP - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
. 38,9 90,8 | 122,0
macerans + Trichoderma pleurotum
NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
34,7 87,2 | 122,0
kontrola
NP BW - KO + TP - Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou -
. 35,9 87,9 | 122,0
kontrola + Trichoderma pleurotum
NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou -
33,6 77,9 | 114,4
kontrola bez fermentace
NP BW - KO - WF + TP - Nesterilizované pelety sparené vrouci 0.0 0.0 0.0
vodou - kontrola bez fermentace + Trichoderma pleurotum ’ ’ ’

Graf ¢. 9 znazornuje pfirGstky mycelia po 5. dnech fermentace pti 30°C a 24hodin pfi

50°C a naslednému naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. Zde jako nejucinnéjsi Uprava
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substratu projevila v prvnim a druhém meéreni varianta nesterilizovanych pelet se suspensi
Bacillus macerans + Trichoderma pleurotum. VSechny varianty kromé varianty
nesterilizovanych pelet spafenych vrouci vodou - kontrola bez fermentace v tomto pokusu
dorostly aZ na dno sklenic. Doslo ke kontaminaci varianty nesterilizovanych pelet spafenych

vrouci vodou - kontrola bez fermentace + Trichoderma pleurotum.

9.1.5 POKUSC. 5

Dosazené prirlistky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C:

140,0

120,0

100,0

80,0
O 1.méreni
60,0 B 2. méreni
03. méreni

40,0

20,0

0,0
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pleurotum

1. 2. 3.
Varianty méreni | méfeni | méreni
mm mm mm
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus
. 33,1 74,7 | 121,9
subtilis
NP BS + TP - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus 100%
.. ) 33,9 66,1 0,0
subtilis + Trichoderma pleurotum KONTA
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
30,2 68,8 122
macerans
NP BM + TP - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus 100%
. 36,8 72,8 0,0
macerans + Trichoderma pleurotum KONTA
NP BW - KO - Nesterilizované pelety spafené vrouci
28,7 67,8 | 121,9
vodou - kontrola
NP BW - KO + TP - Nesterilizované pelety sparené vrouci 100%
. 28,3 50,3 0,0
vodou - kontrola + Trichoderma pleurotum KONTA
NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety spafené vrouci
24,1 60,9 | 117,2
vodou - kontrola bez fermentace
NP BW - KO - WF + TP - Nesterilizované pelety sparené 100%
vrouci vodou - kontrola bez fermentace + Trichoderma 0,0 0,0 0,0 KONT(,)A

Graf ¢. 10 znazorniuje pfrirGstky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C a

naslednému naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U tohoto pokusu stejné jako u

pfedchoziho oSetfeného fermentaci 30°C doslo ke kontaminaci varianty nesterilizovanych

pelet sparenych vrouci vodou - kontrola bez fermentace + Trichoderma pleurotum. U variant

se suspensi Bacillus subtilis, Bacillus macerans, pelet spafenych vrouci vodou - kontrola bez

fermentace s Trichoderma pleurotum nejdfive vypadalo, Ze tyto varianty budou v poradku a

mycelium v poradku proroste, ale pozdéji cca. do 14 dni se projevila kontaminace a

mycelium hlivy podlehlo zelené plisni. U ostatnich variant Upravy substratu nejlépe

prorlstalo mycelium variantou nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus subtilis. Nejh(re

se projevila varianta nesterilizovanych pelet spafenych vrouci vodou - kontrola bez

fermentace.
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Dosazené prirlistky mycelia po 5. dnech fermentace pfi 30°C a 24 hodin pti 50°C:
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Varianty méreni | méreni | méreni
mm mm mm
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis 33,8 71,9 121,3
NP BS + TP - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis +
i 24,6 63,4 | 116,0
Trichoderma pleurotum
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus macerans 34,3 73,9 121,9
NP BM + TP - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
. 30,3 67,7 | 118,5
macerans + Trichoderma pleurotum
NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
32,7 72,5 | 121,3
kontrola
NP BW - KO + TP - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou -
) 29,4 69,4 | 119,4
kontrola + Trichoderma pleurotum
NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou -
24,3 60,8 | 106,2
kontrola bez fermentace
NP BW - KO - WF + TP - Nesterilizované pelety sparené vrouci 0.0 0.0 0.0
vodou - kontrola bez fermentace + Trichoderma pleurotum ’ ’ ’
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Graf €. 11 zndzornuje prirastky mycelia po 5. dnech fermentace pfi 30°C a 24 hodin
pfi 50°C a naslednému naockovdni povrchu substratu sadbou hlivy. Stejné jako u
predchoziho doslo ke kontaminaci nesterilizovanych pelet spafenych vrouci vodou - kontrola
bez fermentace + Trichoderma pleurotum jiz od pocatku pokusu. U prvniho méreni se
nejlépe projevila varianta nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus subtilis. Ostatni
varianty proruastaly odliSné intenzivné. U druhého méreni byla varianta nesterilizovanych

pelet se suspensi Bacillus macerans dominantnéjsi a také mycelium touto variantou

prorostlo nejrychleji az na dno sklenic.

9.1.6 POKUSC.6

Dosazené prirlistky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C:
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Varianty méreni | méreni | méreni

NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis | 40,6 93,8 | 122,0

NP BS + TP - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus 376 802 0.0 100%
subtilis + Trichoderma pleurotum ’ ’ ’ KONTA

NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
37,6 86,3 | 122,0

macerans

NP BM + TP - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus 100%
. 35,6 77,6 0,0

macerans + Trichoderma pleurotum KONTA

NP BW - KO - Nesterilizované pelety spafené vrouci vodou
36,6 89,0 122,0

- kontrola
NP BW - KO + TP - Nesterilizované pelety sparené vrouci 100%
. 33,0 70,4 0,0
vodou - kontrola + Trichoderma pleurotum KONTA

NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety spafené vrouci
29,9 76,3 | 120,8
vodou - kontrola bez fermentace

NP BW - KO - WF + TP - Nesterilizované pelety sparené
vrouci vodou - kontrola bez fermentace + Trichoderma 0,0 0,0 0,0
pleurotum

100%
KONTA

Graf €. 12 znazornuje prirastky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C a nasledném
naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U tohoto pokusu se nejlépe projevila varianta
nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus subtilis. Touto variantou mycelium prorUstalo
nejrychleji a projevilo se jako idedlni v tomto pokusu. Nejhlre se projevila varianta oSetreni
substratu z nesterilizovanych pelet sparenych vrouci vodou - kontrola bez fermentace. Doslo

ke kontaminaci u vSech variant s pfidavkem Trichoderma pleurotum.
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Dosazené prirlistky mycelia po 5. dnech fermentace pfi 30°C a 24 hodin pti 45°C:

140,0

120,0

100,0

80,0
O 1.méfeni
60,0 @ 2. méreni
0O 3. méreni
40,0
20,0
0,0
1. 2. 3.
Varianty méreni | méfeni | méreni
mm mm mm
NP BS - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus subtilis | 40,6 86,8 | 122,0
NP BS + TP - Nesterilizované pelety se suspenzi Bacillus
o . 42,6 91,4 | 122,0
subtilis + Trichoderma pleurotum
NP BM - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
41,3 87,2 | 122,0
macerans
NP BM + TP - Nesterilizované pelety se suspensi Bacillus
. 27,6 70,0 | 115,8
macerans + Trichoderma pleurotum
NP BW - KO - Nesterilizované pelety sparené vrouci vodou
39,4 89,3 | 122,0
- kontrola
NP BW - KO + TP - Nesterilizované pelety sparené vrouci
, 38,2 84,9 | 122,0
vodou - kontrola + Trichoderma pleurotum
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NP BW - KO - WF - Nesterilizované pelety spafené vrouci
32,2 76,9 | 117,7
vodou - kontrola bez fermentace
NP BW - KO - WF + TP - Nesterilizované pelety sparené
, . 100%
vrouci vodou - kontrola bez fermentace + Trichoderma 0,0 0,0 0,0 KONTA
pleurotum

Graf ¢. 13 zndzornuje pfirdstky mycelia po 5. dnech fermentace pfi 30°C a 24 hodin

pfi 45°C a ndslednému naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U prvniho a druhého

méreni se nejlépe projevila Uprava substratu u varianty nesterilizovanych pelet se suspensi

Bacillus subtilis + Trichoderma pleurotum zatimco nejhire mycelium prorlstalo substratem z

nesterilizovanych pelet se suspensi Bacillus macerans + Trichoderma pleurotum. Varianty se

suspensi Bacillus subtilis, Bacillus macerans, nesterilizované pelety spafené vrouci vodou -

kontrola, dorostlo mycelium na dno sklenic bez problém(. Na rozdil od varianty

nesterilizovanych pelet spafenych vrouci vodou - kontrola bez fermentace, u které mycelium

nedorostlo na dno sklenice.

9.1.7 POKUSC. 8

Dosazené prirlistky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C a 48 hodinach pfi 50°C:
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Varianty 1. méreni | 2. méreni | 3. méreni
NPP - Nefermentované pasterizované pelety 18,4 56,3 85,8
PP - Pasterizované pelety 34,8 81,8 119,4
PP TP - Pasterizované pelety se suspensi 0.0 0.0 0.0 100%
Trichoderma pleurotum ! ! ! KONTA

Graf ¢. 14 zndzornuje pfrirlstky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C a 48

hodinach pfi 50°C a nasledném naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. U tohoto pokusu

v prvnim a druhém méreni doSlo k jasné prevaze oSetfeni substratu variantou

pasterizovanych pelet oproti varianté nefermentovanych pasterizovanych pelet. U varianty

pasterizovanych pelet se suspensi Trichoderma pleurotum doSlo ke kontaminaci jiz na

zacatku pokusu. Tento pokus jednoznaéné zvolil jako nejvhodnéjsi variantu pasterizované

pelety.

Dosazené prirlistky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C a 24 hodinach pfi 70°C:
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Varianty 1. méreni 2. méfeni | 3. méreni
NPP - Nefermentované pasterizované pelety 31,1 62,6 112,9
PP - Pasterizované pelety 20,1 48,0 92,1
PP TP - Pas.terlzovane pelety se suspensi 0,0 0,0 0,0
Trichoderma pleurotum

Graf ¢. 15 zndzornuje pfrirlistky mycelia po 3. dnech fermentace pfi 30°C a 24
hodinach pfi 70°C a naslednému naockovani povrchu substratu sadbou hlivy. Zde doslo k
uplné opacénym vysledkim nez u predchoziho pokusu s teplotou osetieni 50°C po dobu 48
hodin. Zde doslo k jednoznacné prevaze nefermentovanych pasterizovanych pelet u prvniho
i druhého méreni. U varianty pasterizovanych pelet se suspensi Trichoderma pleurotum
doslo ke kontaminaci.

U tohoto pokusu je z vysledkd jasné patrné, Ze zvoleni zplsobu teplotniho oSetfeni
substratu pro hlivu je velmi dulezité. Je potreba dikladné zvazit pouzitou teplotu fermentace
a pasterizace, protoZe pfi vyuZziti vysokych teplot dochazi k omezeni, tak i potlaceni jak
prospésnych, tak i konkurencénich organismui. Neni prospésné zbytecné pouzivat vyssi teploty
v dojmu, Ze tato teplota stoprocentné zlikviduje veskeré skodlivé organismy, ale je dulezité

brat ohled i prospésné mikroorganismy, které se touto vysokou teplotou zlikviduiji.
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9.2 FOTODOKUMENTACE

POKUS €. 1

Prordstani substratu myceliem hlivy aUstficné u varianty se suspensi 10 ml pfipravku Ema

Super Comp.

Kontaminace fermentovaného substratu osetfeného suspensi 5 ml pfipravku Ema Super

Comp.
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POKUS €. 2

Prorostly substrat oSetfeny inokulem Bacillus macerans.

Prorostly fermentovany substrat kontrolni varianty.
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POKUS €. 3

Substrat fermentovany 3 dny pfi teploté 30°C oSetfeny suspensi Bacillus subtilis.

Porovnani varianty substratu oSetfenym suspensi Bacillus subtilis fermentovaného po dobu

3 dni pfi teploté 30°C a naslednému zvyseni teploty na 50°C.
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POKUS C 4.

Kontrolni varianta se suspensi Trichoderma pleurotum fermentovana po dobu 3 dni pfi

teploté 30°C a naslednému zvyseni teploty na 50°C.

Kontrolni varianta se suspensi Trichoderma pleurotum bez fermentace, kterd pohledla

kontaminaci.
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Varianta s Bacillus subtilis a se suspensi Trichoderma pleurotum fermentovana po dobu 3 dni

pfi teploté 30°C, ve které doslo ke 100% kontaminaci.
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POKUS €. 5

Ukazka vzajemné konkurence mycelia hlivy Ustfi¢né a zelenatky ( Trichoderma pleurotum ) u

varianty s Bacillus subtilis fermentovanou 3 dny pfi teploté 30°C.

Ukazka vzajemné konkurence mycelia hlivy Ustfi¢né a zelenatky ( Trichoderma pleurotum ) u

varianty s Bacillus macerans fermentovanou 3 dny pfi teploté 30°C.
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POKUS €. 6

Kontrolni varianta se suspensi zelenatky ( Trichoderma pleurotum ) fermentovand 3 dny pfi

teploté 30°C a jeji postupna kontaminace sklenic.
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POKUS €. 7

Postupny ustup mycelia Pleurotus ostreatus na substratu vytvoreném ze separatu z

bioplynky.
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POKUS €. 8

Varianta fermentovanych pasterizovanych pelet se suspensi Trichoderma pleurotum
oSetfena 3. dny pfi teploté 30°C a ndsledné pasterizaci pfi teploté 70°C po dobu 24 hodin,

kde doslo ke kontaminaci hned na poc¢atku pokusu.

Viditelné rozdily v rlGstu mycelia u substrdtu vytvoreném z nefermentovanych

pasterizovanych pelet ndsledné osetrenych pasterizaci pti teploté 70°C po dobu 24 hodin.
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