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Vyuziti antagonistickych mikroorganismi pro ochranu kultury hlivy pied

vlaknitou houbou Trichoderma pleuroti

Souhrn

Pii piipravé substratu pro hlivu ustfi¢nou (Pleurotus ostreatus) ze slamy silné infikované
houbou Trichoderma pleuroti se osvédéila kombinace aerobni fermentace pii 30 °C po dobu
3 dnt s naslednym teplotnim oSetfenim pii teploté¢ 70 °C po dobu 24 hodin. Nejrychlejsiho
ristu dosahovalo mycelium hlivy v kombinaci fermentace pti 30 °C po dobu 3 dni a

teplotniho oSetteni pii 60 °C v piipadé, ze se jednalo o slamu neinfikovanou.

Summary

At the preparation of the substrate for the oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) on heavily
infected straw by green-mould Trichoderma pleuroti was proven a combination of aerobic
fermentation at 30 °C for 3 days followed by subsequent pasteurisation at 70 °C for 24 hours.
The fastest growth mycelium Pleurotus ostreatus was achieved at combined fermentation at

30 °C for 3 days followed the heat treatment at 60 °C in case of uninfected straw.

I) CiL METODIKY

Cilem metodiky je poskytnout vyrobcim substratu a péstitelim hlivy ustficné zékladni
informace o novych postupech piipravy substratu spocivajici ve vybéru vhodné suroviny,
pfipravé této suroviny, a jejim teplotnim oSetfeni a upozornit na mozna rizika souvisejici
s vyskytem nové konkurenéni houby Trichoderma pleuroti. Metodika doporucuje opatienti,

ktera pomohou pfedchdzet a brénit jejimu rozvoji této konkurencni houby.

I1) VLASTNI POPIS METODIKY

Uvop

Péstovani hlivy ustficné pfi soucasném vyskytu konkurenc¢ni houby Trichoderma pleuroti
neni jednoduchym vyrobnim procesem a dosazeni zadaného vysledku vyzaduje komplexni
feSeni, coz zahrnuje vCasnou detekci Trichoderma pleuroti, vhodné technické zafizeni a

spravné pracovni postupy.



Vyvoj technologie vyroby substratu pro péstovani hlivy

Na slamovém substratu se hliva zacala péstovat v 60. letech minulého stoleti. Nadrcena
slama se namocila, doplnila vapenatou slozkou (mlety vapenec, piipadné sadra) a nasledné se
podrobila teplotnimu procesu. Na teplotnim oSetfeni spocival uspéch péstovani. Zpocatku se
pii péstovani v mensSim mnozstvi sldama macela v horké vodé ve velkych sudech ¢i jimkach,
ptipadné se do nadob poustéla para.

Velkovyrobni postup pfipravy vychézel z toho, Ze se namocend sldma plnila do takzvaného
tunelu, ve kterém se bud’ propafovala nebo se podrobila fermentaci. V tunelu sldma lezela na
roStu, kterym prochdzel vzduch s piidavkem pdry. Propafovani spocivalo v postupném
zvySovani teploty na 60 - 70 °C, po 12 - 24 hodinach se zastavil ptivod pary a teplota se
nechala pfirozené klesat. Pro urychleni procesu teplotniho oSetfeni sldmy a zvySeni
spolehlivosti pfipravy substratu zkouseli mad’ar§ti autofi takzvanou xerotermickou metodu,
kdy tunel plnili suchou slamou a tu pak intenzivné provétravali s ptidavkem suché pary tak
dlouho az teplota slamy doséhla teploty 95 - 98 °C. Po n€kolika hodinach ptisobeni zvysené
teploty byl substrat doplnén vodou a osazen sadbou. S ohledem na vznikla rizika Spocivajici
Vv piezivani konkurencnich plisni pfi tomto procesu se do vody ptidaval fungicid Fundazol.
Metoda se pfiliS neosvédCila a navic hrozilo redlné nebezpeci hromadéni fungicidu
V plodnicich hlivy. Misto toho se v nékterych vyrobnéach substratu pouzivaji pii jeho vyrobé
rotacni bubnové zafizeni, ve kterych se namoc¢end slama propatfuje a po skoneni procesu se
substrat zchladi a osézi.

Porovnavani riznych postupl pfipravy substratu vedlo k zavéru, Ze pokud se substrat zahteje
po dobu né¢kolika hodin na teplotu 90 - 100°C, znici se bezpecné spory hub, ale narusi se
rovnovaha mikroorganismt a to predevsim nékterych skupin bakterii a substrat se tak vystavi
snadné infekci tzv. zelenymi plisnémi. Proto se xerotermickd metoda vyuZivajici teplotu 90 -
100°C nedoporucuje, proti této metod€¢ navic hovoii i nutnost preventivniho pouziti dnes
zakazanych fungicidl. Nekteti autofi (Kurtzman 2006) doporucuji oSetfovat substrat teplotou

60 °C, aby se vysSimi teplotami nepoSkozovala populace ptiznivych mikroorganismti.

Organismy poSkozujici kultury hlivy
Kulturu hlivy Gstfi¢né a hlivy plicni pfi péstovani poskozuji nejen bezobratli, ale i bakterie a
jiné druhy hub. Zatimco kultury Agaricus bisporus poSkozuji jak parazitické houby, z nichz

v

nejvyznamngjsi jsou druhy Verticillium fungicola a Mycogone perniciosa, tak kompetitivni

vvvvvv

P. pulmonarius zpisobuje nejvétsi ztraty, nejen v Evropé i ale v jinych castech svéta,
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pusobeni druhti z rodu Trichoderma, péstiteli oznacované jako zelené plisné, a to predevsim
druhy T. pleuroti a T. pleuroticola. V péstirnach hlivy v Ceské republice je, jak ukazal
vyzkum autort této metodiky, timto Skodlivym taxonem dosud pouze druh T. pleuroti, ktery
zpusobuje pokles vynosu v pruméru o 50-100%. Ukazalo se, ze stavajici teplotni oSetfeni

provadéné v obvyklém teplotnim rezimu 60 - 70 °C neni dostatecné.

Trichoderma pleuroti S.H. Yu & M.S. Park (2006)

Kolonie na PDA (bramborovo-dextrozovém agaru) jsou bilé, pozdéji zelenkavé, pii teploté 25
°C po 3 dnech 35-60 mm velké, tvofené vzduSnym myceliem. Tvorba konidii je fidka a
praskovita. Konidie jsou zelenavé bilé nebo Sedozelené, pozdé¢ji tmavnou. Konidiofory
jednoduse vétvené, primarni vétve jsou casto v pravém uhlu ke konidioforu, vrcholky
konidiofort a primarnich vétvi jsou obvykle podobné rodu Gliocladium a jsou slozené ze 2 - 4
vétvi uspotadanych terminalné v pieslenech. Fialidy jsou vétSinou uzce az Siroce lahvicovité,
vétsinou v nahloucenych pieslenech po 4 - 7 0 velikosti je 4,2 - 7 x 2,0 - 4,0 um. Konidie
elipsoidni az obvejCité, 2,8 - 4,2 x 1,6 - 2,2 um (primeér 3,4 x 2,0 um), hladké, svétle zelené
(Park et al. 2006, Samuels et Hebbar 2015). Chlamydospory vétSinou nejsou v kultuie
pozorovany (Samuels et Hebbar 2015), byt autoii (Park et al 2006), ktefi druh popsali,
pozorovali skoro kulovité az elipsoidni, hladké, 5 - 10 pm velké chlamydospory (Park et al.
2006).

Druh Trichoderma pleuroti je fazen do vétve Harzianum a je podobny druhu Trichoderma
virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx, ktery ale patfi do vétve Virens. Rozdily mezi
témito druhy je jednak v sekvenci tseku rpb2, velikosti konidii (T. pleuroti ma mensi a uzsi
konidie nez T. virens) a cCaste¢né¢ v mistech vyskytu. T. pleuroti je znama predevsim

Z péstebniho substratu hlivy a pidy, zatimco T. virens je znama pouze z pudy a dfeva.
(Samuels et Hebbar 2015)-



Obr. ¢. 1 - Kolonie Trichoderma pleuroti na 2% sladinovém agaru

Obr. ¢. 2 - Trichoderma pleuroti - konidiofor, s fialidami a konidiemi
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Rozdil riistu Trichoderma pleuroti na sterilnim a pasterizovaném substratu

Autoii metodiky v pokusu zalozeném ve zkumavkich porovnavali reakce mycelia
prorustajiciho celym profilem sterilniho substratu ze slaménych pelet se stejnym substratem,
ktery byl pouze spaten vodou. Kazdy z obou substrati byl smichan s 2 % sadby a na povrchu
zkumavek zaockovan suspensi spor T. pleuroti. Po 14 dnech byly oba substraty hodnoceny.
Ukéazalo se, ze tam, kde substrat byl sterilizovan, mycelium T. pleuroti potlac¢ilo mycelium
hlivy prorUstajici substrat v celém profilu, zatimco substrat pouze spafeny vielou vodou
prorostl podhoubim hlivy a T. pleuroti se v ném nerozsitila (viz obr 3). Ukazalo se, Ze substrat
zbaveny piirozené mikrobioty je nachylngjsi k infekci konkurenéni houbou T. pleuroti. Proto
neni vhodné péstebni substrat na bazi slamy sterilizovat a naopak je potfeba Cinit takova
opatieni, aby byl cilené podpoien rozvoj priznivé mikrobioty, ktera by usnadnila kolonizaci

tohoto substratu hlivou Ustfi¢nou a omezovala rozvoj T. pleuroti.

Obr. ¢. 3 - Rist mycelia hlivy Gstfi¢né na pasterizovaném (vlevo) a na sterilizovaném
(vpravo) substratu nasledné infikovaném houbou Trichoderma pleuroti



Charakteristika zarizeni pro vyrobu péstebniho substratu a péstovani hlivy ustricné v
riznych objemech

Substrat lze pripravovat v rizné velkém mnozstvi. Nize jsou popsany jednak zafizeni na
mensi objemy péstebniho substratu (pro malou komeréni péstirnu nebo pokusnou péstirnu) a

vEtsi objemy (pro stiedni nebo velkou komercni péstirnu).

Proparovaci komora na mensi objemy péstebniho substratu

Pti pripravé substrati ze slamy bylo nutné jejich zahfati za uCelem zniceni zarodku
konkuren¢nich hub. Proto bylo navrzeno a realizovano zafizeni, ve kterém lze dosédhnout
teploty do 100 °C, kterou lze udrzovat po dobu nékolika dnd. K teplotnimu oSetfovani
substrati  byla vybudovdna propafovaci komora. Jeji konstrukce je zhotovena
Z polyuretanovych paneli o tlouStce 70 mm, jejich vnitini plocha je z nerezového plechu.
Jednotlivé panely jsou spojeny L profily a cela komora je pro snadnou manipulaci na
koleckach. Na vnitfnich boc¢nich sténdch konstrukce jsou vystupky pro umisténi sedmi
podlazek z pletiva tak, aby byl umozZnén prostup pary mezi jednotlivymi podlazimi. Celkova
kapacita komory je 96 kust kelimkd o objemu kazdého 2,6litri (hmotnost 1 kelimku je asi
1,8-2 kg), celkové mnozstvi substratu, které je mozno najednou osettit je zhruba 250 litri (=
192 kg). Komora se uzavira parotésnou deskou zavéSenou na Sesti pantech a je do ni zaveden
piivod pary z vyvijece o vykonu 12 kW. Pfivod pary z vyvijece do komory je automaticky
regulovan teplotnim ¢idlem a hladina vody ve vyvijeci je automaticky hlidana, tak, aby topna
télesa byla automaticky chranéna. Miseni vzduchu uvnitt komory zajiStuje ventilator, jehoZz

motor je umistén vné komory, rotor uvnitf propafovaciho prostoru.

Proparovaci tunel na velké objemy

Propatovaci tunel je tepelné izolovanou komorou se stavebni konstrukci odolnou viici
sttidavym teplotam do +80°C a 100% relativni vzdu$né vlhkosti. Z divodu snadného
naskladnovani a vyskladiiovani byva tunel Siroky 3-4 metry, délka se fidi pozadovanou
kapacitou. Vyska zdvisi na pouzivané mechanizaci, obvykle cca 4 m. Tunel je vybaven
podlahovym rostem a obéhovym ventilatorem s klapkovym systémem, kterym se tidi teplota
v tunelu a obsah kysliku v cirkulujici vzdusing. Ovladani klapek, parniho vyvijece a fizeni
otaCek ventildtoru provadi procesni pocita¢ s frekvenénim méni¢em na zdkladé udaji

teplotnich, tlakovych a kyslikovych ¢idel podle pfedem nastaveného programu.



Obr. €. 5 — Propatovaci tunel na vyrobu substratu v provoznich podminkéach
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Postup identifikace pFitomnosti Trichoderma pleuroti v péstirné

Prvni ptiznaky napadeni a poskozeni kultury houbou Trichoderma pleuroti se zacinaji
Vv pytlech, kelimcich pytlech nebo blocich objevovat po 4-7 (-14) dnech od osazeni péstebniho
substratu sadbou hlivy. Kultura hlivy ze sadby vykazuje omezeny, az nulovy rozvoj oproti
situaci v substratu bez ptritomnosti Trichoderma. Péstebni substrat zistava hnédy az cernajici
a postupné se objevuji typické syt€¢ az tmavé zelené kolonie. Pro spolehlivé urCeni, zda se
jedna o druh T. pleuroti, je potieba steriln¢ odebrat do ¢istého dosud nepouzitého sacku
vzorek substratu a diagnostikovat pomoci mikroskopu. Ze vzorku se odebere pomoci dvou
injek¢nich jehel do kapky vody na podloznim sklicku ¢ast pozorovaného mycelia a piikryje
krycim sklickem. Pro identifikaci je potieba vyuzit ve svételném mikroskopu zvétSeni
minimdlné¢ 600-krat, ale 1épe 1000-krat. Je mozné provést inkubaci vzorku na agarovém
zivném medium (2% sladinovy agar s chloramfenikolem), kdy se sterilné¢ pomoci injekéni
jehly nebo jemné pinzety odebere ze vzorku péstebniho substratu ¢ast mycelia nebo kus slamy
s myceliem a inkubuje se 7 dni pti 25 °C, po té se provede identifikace pomoci mikroskopu.
Dulezité¢ je provadét pribézné priazkum vyskytu v provoznich objektech, jak ve vyrobné
substratu, tak v péstirné a to inkubaci vzorkd na agarovych zivnych mediich (2% sladinovy
agar s chloramfenikolem a pudni agar s bengalskou Cerveni a streptomycinem). Dulezité je
zjistovat vyskyt Vvsadbé, péstebnim substratu a piipadné 1 Vv ovzdusi technologicky
vyznamnych ¢asti provozu.

V piipad€ nejasnosti ohledné spravnosti identifikace je uzitecné se obratit na specializované

mykologické pracovisté, které ma zkuSenosti s identifikaci mikroskopickych hub.

Uchovavani a priprava Kultur bakterii pro aplikaci v laboratornich podminkach a do
substrati

Na zakladé ziskanych poznatki byly pouzity a odzkouSeny bakterie druhti Bacillus
licheniformis, Paenibacillus polymyxa, Bacillus macerans a Bacillus subtilis o kterych je
znamo, ze se mohou vyskytovat v prostfedi péstebniho substratu nebo na povrchu riznych
casti rostlin.

Po zvaZzeni mozZnosti byly vybrany dv€ varianty paralelniho uchovavani kultur bakterii
Vv podminkéch laboratofe péstirny schopné vyrabét vlastni sadbu. Jednak kolonie narostlé na
Sikmém agaru ve zkumavkich a skladované v chladni¢ce pfi teplote¢ 4°C a nésledné

zamrazené ve formé konzerv zalozenych na smési pufr Tris + glycerol + voda.
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Obr. €. 6 - Pytel péstebniho substratu osdzeny sadbou hlivy Ustfi¢né infikovanych houbou

Trichoderma pleuroti

Priprava konzerv zaloZena na bazi smési pufr Tris + glycerol + voda

Nejprve je tieba pfipravit roztok 1 - rozpustit 0,758 g Trisu (Serva) ve 100 ml H20 a nésledné
doplnit do 150 ml H20 a ptidat 6,25 g MgSO4 X 7H20. Nasledné tento roztok 1 smichat se
100 ml glycerolu a nasledné vysterilizovat. Mezitim pfipravit bakterialni suspenzi ve sterilni
vodé (koncentrace spor alespon 10° bunék / 1 ml). Poté smichat bakterialni suspenzi se smési
pufr Tris + glycerol + voda v poméru 1:1. Vzniklou suspenzi v kryozkumavkach o objemu 1,5
nebo 1,8 nebo 2,0 ml a ulozit do mraznicky. Takto je mozno suspenzi uchovavat az do teploty
-80°C.

Bylo hodnoceno né€kolik variant poctu otacek (rpm) tiepaciho inkubétoru a ukazalo, se ze
tento faktor neni zcela zasadni, ale mél by se pohybovat v rozmezi 50-150 rpm / min a tedy

neni potieba potizovat presné trepacky, které udrzi otacky v rozmezi 5-10 rpm.
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Obr. ¢. 8 - Vysledky inkubace vzorki vzdusnych spadd na agarovém zivném mediu s
Bengalskou Cerveni a streptomycinem

Pro kultivaci vSech testovanych kment se ukdzalo dostacujici médium urcené pro kultivaci
druhti z rodu Bacillus v nasledujicim slozeni: pepton — 5g, extrakt z hovéziho masa — 3 g,
MnSO4 x H20 - 0,01 g, agar 20 g, voda — 1000 ml. V ptipadé¢ pouziti agaru pro
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potravinaiské ucely je nutné zvysit navazku alespoit o 50%. Pfi ptipravé tekutého media se
agar logicky nepfidava. Teplotu je potfeba udrzovat v rozmezi +/- 2°C od doporucené
hodnoty.

Inokula¢ni vsazku do fermentoru, kde dojde k namnozeni bakterii v fadech desitek litra, je
vhodné pfipravit si na mensi tfepacce nebo tiepacim inkubatoru v Erlenmeyerovych bankéach
s disruptory, které zvysi ucinnost promichavani. Vsazka dostacuje v poméru 1:100 k objemu

kultivaéniho media

Hodnoceni vztahu bakterii a hub

Za experimentdlnich podminek ovétovali rizni autofi vliv riznych druht bakterii, které
ptiznivé pusobily na rozvoj mycelia hlivy v substratu (Nagy et. al 2012). Proto studium bylo
zaméfeno na vztah hlivy, houby Trichoderma pleuroti a nékterych bakterii. Pfed aplikaci
jednotlivych kmenti bakterii do péstebniho substratu je potfeba zhodnotit vztah daného kmene
bakterie, hlivy a kmene Trichoderma pleuroti a to ve form¢ dualnich nebo trialnich kultur a
pokud vysledek v in vitro podminkéch ukazuje tzv. zajimavé vysledky, tak provést aplikaci do
péstebniho substratu. Piikladem je hodnoceni vztahu s kmeny bakterialnich druhd Bacillus

subtilis a B. macerans.

Byl zjistovan vliv bakterii B. subtilis a B. macerans na rist Pleurotus ostreatus a
Trichoderma pleuroti na agarovém zivném mediu. Bakterie byly zao¢kovany bodové nebo
plosné a to tfi dny pfed testovanou houbou nebo soucasné se zkoumanou houbou nebo tfi dny
po testované houbé. V situaci kdy kmen Bacillus macerans neb B. subtilis kolonizoval
agarové medium, tak nedoslo k ristu kolonii T. pleuroti. Pokud bakterie byly o¢kovany na
médium 3 dny po zaockovani T. pleuroti, tak tato houba vytvortila velké kolonie na agarovém
mediu. Pokud dostala Trichoderma moznost vyuzit zdroje z agarového média a vytvofit
mycelium, tak prevladla. Pokud kmen Bacillus macerans neb B. subtilis kolonizoval agarové
medium, tak byl rtst hlivy velmi potlacen, ale nebyl nulovy oproti T. pleuroti. Pokud dostala
hliva moZnost vyuZit zdroje z agarového média a vytvofit mycelium, tak ptevladla. Ke
stejnému vysledku se doslo i1 v pfipad¢, kdy bakterie byly ockovany na médium 3 dny po

zaoCkovani hlivy, kdy hliva také vytvofila velké kolonie a na agarovém mediu prevladla.

Dalsi moznosti jak zjistit zda dany kmen bakterie je schopen potlacovat T. pleuroti je
hodnoceni vlivu filtratd kultury dané bakteric na rast T. pleuroti a hlivu vin vitro

podminkach. Nejprve je piipravena tekutd kultura dané bakterie, kterd je pomoci
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stiikackovych filtrii s pory 0,2 um zbavena vlastnich bakteridlnich bun¢k, po té je 0,5 ml
filtratu aplikovano (a rozetfeno) na 90 mm Petriho misku s 2% sladinovym agarem. Misky
jsou inkubovany v termostatu ve tmé pii teploté 30 °C a po 3 dnech je hodnocen vztah mezi

organismy.

V piipad€, ze chceme hodnotit vliv filtrath spolecenstva bakterii v substratu, tak odebereme
100 gramt substratu, pfidame 300 ml sterilni destilované vody, nechame tepat 15 minut pii
200 rpm. Po té pomoci sttikackovych filtri s pory 0,2 um ziskany supernatant vysterilizujeme
a zbavime veSkerych organisma, 0,5 ml filtratu aplikujeme (a rozetieno) na 90 mm Petriho
misku s 2% sladinovym agarem. Misky jsou inkubovany v termostatu ve tmé pfi teploté 30
°C a po 3 dnech je hodnocen vztah mezi organismy. Pokud vzorek substratu nezpracovavame
ihned, tak ho zmrazime a rozmrazime teprve az pied vytiepanim.

Byl zjistovan vliv filtrath (ptes filtry uréené pro sterilizaci roztoki) z kultur bakterii Bacillus
subtilis, B. macerans, z péstebniho substratu zpracované¢ho venku na hromadé s naslednym
teplotnim oSetfenim v tunelu a substratu zpracovaného pouze venku na maceci hromadé¢ a
neosetieny v tunelu (oboji od fy ing. Rudolf Ryzner) na rust tii kmena Pleurotus ostreatus a
dvou kment Trichoderma pleuroti (CPPF 416 a CPPF 432). Pfi posuzovani vlivu filtrati na
T. pleuroti nebyl v porovnani s kontrolou zjistén negativni vliv filtratd z B. subtilis a B.
macerans. Omezeni rustu T. pleuroti bylo pozorovano u filtratu z 2 a 3, které pochazely z
péstebniho substratu. To se zejména projevilo u kmene CPPF432, ktery byl izolovan z
péstirny ve stfednich Cechach. U kmene CPPF 416 pochazejiciho z péstirny Kojatky byl riist

vyrazné¢ méné omezen. Negativni vliv filtrati na rist mycelia P. ostreatus, nebyl zjistén.

Vliv kvality substratu na prorustani hlivy
V soucasné dobé je pfi komerénim péstovani hlivy (i jinych jedlych a 1é¢ivych hub) dilezita
jejich odolnost vici skodlivym ¢initeltim, rychlost prorastani mycelia v substratu a doba kdy

zactne kultura plodit.

Vliv fermentace a teplotniho oSetfeni péstebni substratu na rust mycelia Pleurotus
ostreatus pfi riziku poskozeni kultury druhem Trichoderma pleuroti.

Na rychlost rGstu mycelia hlivy v péstebnim substratu ma vliv jak vyuziti / nevyuZziti
fermentace, tak teplota oSetieni substratu pii jeho ptiprave.

Byla sledovéana rychlost rtistu mycelia hlivy na substratu ze slamy s 75% vlhkosti a za

predpokladu, ze hrozi poskozeni kultury hlivy druhem T. pleuroti,
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Nejvyssich prirtistkti dosahla hliva ve fermentovaném substratu, pfi¢emz nejrychlejsi rist byl
zaznamenan pii oSetfeni teplotou 60 °C. Nefermentovanym substratem oSetfenym jednou ze
tii zvySenych teplot (60 °C, 65 °C a 70 °C) prortstalo mycelium nejpomaleji, protoze v
prubéhu kolonizace se projevila ptitomnost T. pleuroti. Vysledky prokazaly, Ze zadné z
pouzitych teplotnich oSetfeni nebylo schopno piitomnou T. pleuroti znicit. V kontrolni
neinfikované a nefermentované variant¢ nedosahlo mycelium hlivy stejné rychlosti ristu jako
Vv substratu fermentovaném. (graf ¢. 1)

Pokud se bude péstovat hliva na substratu s 75% vlhkosti a za ptedpokladu, ze hrozi
poskozeni T. pleuroti, pak je na zaklad¢ laboratornich poznatkd pro rychlejsi rist vhodné
substrat fermentovat a teplota nasledného tepelného osetieni substratu by se méla pohybovat

mezi 65-70°C.
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Graf ¢ 1 - Vliv oSetfeni substratu na velikost nardstu mycelia P. ostreatus
Vysvétlivky: A - fermentovany infikovany substrat oSetieny pti 60°C, 65°C a 70 °C
B - nefermentovany infikovany substrat oSetfeny pii 60°C, 65°C a 70 °C
C - kontrolni substrat oSetfeny pii 60°C, 65°C a 70 °C

Aplikace laboratornich pokusu v praktickém provozu
V prabéhu 4-letych pokusu bylo zalozeno 82 pokusnych provoznich déavek v riznych ro¢nich
obdobich. V kazdé davce bylo ptipraveno 30-40 t substratu hlivy a
1. Dbyl zjistovan vliv ptidavku ockovaciho substratu a vapenatych piidavki
2. byl hodnocen vliv doby a prubéhu fermentace slamy na venkovni hromadé v riznych
ro¢nich obdobich.

3. byly hodnoceny riizné propafovaci rezimy v propafovaci komofte.
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4. byl zjistovan vliv Casového odstupu od sklizné¢ slamy na vyskyt T. pleuroti

Vv pfipravovanych substratech.

Obr. €. 9 - Horni vrstva péstebniho substratu Obr. €. 10 - Spodni vrstva péstebniho
kolonizovana Pleurotus ostreatus substratu nekolonizovana hlivou vykazujici
Cetny vyskyt cf. Scytalidium

Viapenaté piidavky (uhli¢itan vapenaty a hydroxid vapenaty) vykazovaly vyssi efekt v letnim
obdobi a v ptipadé pouziti Cerstvé slamy, kdy ve fermenta¢ni hromad€ dochézelo k
rychlej$imu rozvoji anaerobni mikrobioty. Pfidavek propaieného substratu do macené slamy

se v praxi osveédcil zejména v zimnim obdobi.

Vybér lignocelul6zovych materialii pro vyrobu substrati pro péstovani hlivy odolnych
vuci Trichoderma pleuroti.

V podminkach Ceské republiky je nejfrekventovanéjsim materialem pro substraty hlivy slama
obilovin. Jako dalsi zdroje jsou pouzitelné také slamy i jiné rostlinné ¢asti luskovin, olejnin,
koteninovych rostlin a trav nebo dievni hmota.

V souCasné dob¢ je za nejvhodnéjSi material vzhledem k masové dostupnosti, snadné
zpracovatelnosti a téméf optimalnimu chemickému slozeni povaZzovana slama pSenice. M4 i

ptiznivé fyzikalni vlastnosti, vhodnou tvrdost stébel a nasakavost. Tyto parametry ovliviiuji
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schopnost optimalniho navlh¢eni substratu a nasledné propustnost pro cirkulujici vzduch
be&hem teplotniho oSetieni.

Pridavky jinych rostlinnych materiald mohou optimalizovat chemické i fyzikalni parametry
substrati. Cilem pouziti piidavkll byva zejména zvySeni obsahu dusikatych latek, snadné&ji
dostupnych zdroju uhliku i biologicky aktivnich latek. Pro optimalizaci obsahu vihkosti je
mozné pouzit ptidavky materidlli s jinou nasakavosti.

Prestoze produkce lignocelulézovych materidlli v souCasné zemédélské vyrobé je velmi
vysoka, pro ucely vyroby substratl pro péstované houby je k dispozici jen omezené mnoZzstvi.
Limitujicim  faktorem je obsah rezidui pesticidi ve sklizenych rostlinach.
Nejproblematictéjsimi se jevi rezidua herbicidi a morforegulatori. Snaha o dosazeni velké
intenzity vyroby vede zemédélce k uplatnéni zuzenych osevnich postupli a zvySenému
hnojeni, coz vyvolava vyssi potiebu pouzivani viceslozkovych vysoce uc¢innych herbicidii a
pouziti morforegulatori. Podstatnd ¢ast osevnich ploch pSenice je oSetfovana herbicidy
obsahujicimi ucinné latky aminopyralid, pyroxsulam, klopyralid, pikloram. Obchodni ndzvy
pripravkll jsou Huricane, Mustang Forte, Corello, Kantor + a dalsi. Tyto herbicidy maji
Vv etiketdch uvedeno, Ze sldma obilovin oSetfenych témito piipravky nesmi byt pouzita pro
pfipravu substrati pro houby a jahody. Rada dalsich herbicidi obsahujicich sulfonyl
mocoviny sice v etiketach nema uvedeno takovéto striktni omezeni, ale jejich etikety obsahuji
varovani, ze mohou ovlivnit fermentacni procesy. Mirné zimy poslednich let spolu s ¢asnym
zakladanim porostl, zvySenymi davkami hnojeni a ucinnou podzimni ochranou proti
plevelim zpusobuji, Ze v jarnim obdobi byva velka ¢ast porosti ozimych pSenic velmi dobie
vyvinuta a nékdy prehusténa. To vyvolava potiebu vicesledového pouzivani morforegulatort
s nékolika skupinami G¢innych latek. Slama oSetfena pripravky s kombinaci prohexadion +
mepiquat, nebo ethephon + chlormequat chlorid nesmi byt vilbec pouzita pro piipravu
substratd. V pfipad¢ jednosloZkovych piipravkil s G€innymi latkami trinexapacethyl nebo
chlormequat je v navodech na pouziti pfipravki uvadén vliv na fermentaéni procesy.
V Holandsku je sledovani vyskytu rezidui morforegulatori v plodnicich hub stejné
standardnim postupem jako sledovani obsahu téZkych kovt.

Z uvedeného vyplyva, Ze pro péstovani hub miize byt pouzita slama nebo jiné rostlinné ¢asti
jen z hont, na kterych byly z oSetfovani plodin cilené¢ vylouceny problematické herbicidy i
morforegulatory. V praxi to vSak znamena sniZeni intenzity péstovani pSenice a péstovani
nepoléhavych odriad. Pouziti slamy z nekontrolovaného zdroje se jevi jako vysoce rizikové a
neodpovidajici platné legislativé. Pravdépodobné touto cestou byly kontaminovany nekteré

zachycené zasilky importovanych hub. Pokud je k dispozici sldma bez nadlimitnich obsahi
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Skodlivych rezidui, méla by byt sklizena za sucha a kvalitné uskladnéna. Vyskyt
provlhéenych partii sldamy znamena nejen riziko rozvoje nezddouci mikrobioty, ale 1 lokalniho
prevlhceni ¢asti substrati béhem piipravy. Na ptrevlhéenych Céastech substratu (pies 75%
obsah vody) pak dochdzi béhem proristani k potlaceni mycelia hlivy oportunnimi bakteriemi
a k ndslednému rozvoji nezadoucich hub. V provoznich pokusech bylo ovéteno, ze i sldma za
T. pleuroti. Dale se potvrdilo, ze infekéni potencial T. pleuroti béhem skladovani slamy klesa,
pii cemz nejvyraznéjsi pokles nastava béhem prvnich tii mésict po sklizni. Z tohoto diivodu
1ze doporucit pro vyrobu substratu pro péstovani hlivy pouzivat novou slamu ne dtive nez tfi

meésice po sklizni.

Mechanicka uprava a zvlhéovani slamy, michani pridavki.

Podminkou, ktera je zcela zasadni pro piipravu substratl odolnych viaci T. pleuroti je
dokonalé navlhceni vSech ¢éstic substratti na optimalni vlhkost v rozmezi 67-75%. Aby této
podminky mohlo byt dosaZeno a také aby se substrat stal manipulovatelnym, je nutné jeho
nadrceni na ¢astice o maximalni velikosti 5 cm, pficemz je zadouci pouzit drti¢ nebo Stipac,
ktery porusuje kruhovy priifez stébel. Pro spolehlivé navlhéeni je tfeba pouzit zpisob, kdy
vSechna zpracovavana hmota projde ponofenim pod vodni hladinu. Pro tento tcel je vhodné
zafizeni dle patentu PV 2015-918, které je zaroven schopno pfimichat eventualni ptidavky a
kontinudln¢ odseparovat a vratit zpét do maceci vany vétSinu piebyte¢né maceci vody.
Ockovaci kultury v submerzi nebo i ve formé Cerstvé propaieného substratu je vyhodné
ptidavat do maceci vany, tim se dosahne homogenniho zaoCkovani veskerého

zpracovavaného substratu.

Fermentace na venkovni hromadé.

Namoceny substrat obsahuje piebytecnou vodu, kterd né€kolik hodin po namoceni vytéka
Z hromady. Zaroven za¢ind rozvoj mikroorganismi, jak uméle naockovanych, tak 1 pfirozené
zijicich jako epifyty, které maji zasobarnu svych spor zejména v pid¢, protoze slama je vzdy
do wurCit¢ miry znecisténa padou zpozemku, z kterého pochazi. Které skupiny
mikroorganismll nakonec v substratu pievladnou, zavisi na tom, jaké podminky se v hromadé
vytvori. Podminky v hromadé zavisi na sloZeni substratd, venkovni teploté a Sifce hromady,
ktera ovliviiuje pribéh zasobovani kyslikem na zékladé kominového efektu. ProvzdusSeni

takové hromady se dosédhne pravidelnym piehazovanim.
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Fermentace na venkovni hromadé neni nutnou podminkou nové technologie, mize mit
pozitivni 1 negativni efekt na vyskyt kompetitivnich mikroorganismt. Pozitivni vysledky
pfindsi zejména v chladnéjsim obdobi. V obdobi vysokych letnich teplot byva obtizné
zabranit vytvareni anaerobné zkvasenych partii substratu, zvlast¢ tehdy, pouziva-li se mekci,
vice nasakava slama s vétSim podilem snadno zkvasitelnych Zzivin. V takovém piipad¢ je
nutné zvysit frekvenci pfehazovani az na 2 piehazovani za den a neprodluzovat dobu

fermentace na vice nez 5 dni.

Fermentace a propafiovani v proparovacim tunelu.

Fermentace a propafovani podle nového experimentdlné ovéfeného postupu v fizeném
propafovacim tunelu ma 2 zakladni faze. Prvni fazi je fizena aerobni fermentace pfi teploté
30°C. V této fazi probihd vlivem c¢innosti mikroorganismill v substratu tak intenzivni tvorba
tepla, Ze je nutné vznikajici teplo odvadét, aby nedochazelo ke zvySovani teploty mimo
pozadované rozpéti, ve kterém se rozviji pozadovana mikrobiota. Vznikajici teplo se odvadi
cirkulujicim vzduchem s piidavkem cerstvého vzduchu. Podil ¢erstvého vzduchu v této fazi je
tak velky, ze koncentrace kysliku neklesa pod 20 %. Po 3 az 4 dnech je pfivod Cerstvého
vzduchu uzavien a zacina etapa zvySovani teploty na 65 az 70°C. Ke zvySovani teploty se
vyuziva piivod pary a ¢astené 1 samozahtev substratu. Béhem této etapy klesa obsah kysliku
v cirkulujici vzduSin€é. Pokud by obsah kysliku klesl pod 8%, je nutné ptidavat Cerstvy
vzduch. Po dosaZeni teploty 65°C se snizuje spotieba kysliku mikroorganismy a jeho
koncentrace stoupad k hodnotdm okolo 15%. Teplota 65-70 °C se udrzuje regulovanym
piivodem pary po dobu 24 aZz 48 hodin. Potom se zastavuje piivod pary a zahajuje se
snizovani teploty oteviranim ptivodu Cerstvého filtrovaného vzduchu. Vybirani substratu
Z tunelu a jeho osazovani se zahajuje aZ po sniZeni teploty na 25 °C.

Doba a prubéh venkovni fermentace vyrazné ovlivnily vyskyt T. pleuroti v pfipravenych
substratech. V zimnim obdobi byly nejlepsi vysledky dosahovany pti fermentaci trvajici 4 a
vice dni pii snizeném poctu piehazovani, kdy teplota v jadru hromady neptesahovala 40 °C.

V letnim obdobi vicedenni fermentace vedla k samozahtevu na teploty 50 — 60 °C a rychlému
rozvoji anaerobnich procesii v jddru hromady. Pokud nasledoval nezménény propatovaci
rezim, dochazelo K vysokému vyskytu T. pleuroti v pfipravenych substratech. V téchto
piipadech byly lepsi vysledky dosahovany, pokud byla pasteriza¢ni teplota zvySena na 70 °C
po dobu minimalné 24 hodin. Nejmensi vyskyt T. pleuroti byl zaznamenan na substratech,
které¢ byly fermentovany 4-5 dntli pfi teploté neptesahujici 40 °C v jadru hromady, nasledné

fermentovany v tunelu minimalné 3-4 dny pfi teploté 30 °C a poté zahiaty na 65-70 °C po
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dobu minimaln€ 24 hodin. Zatimco zkuSenosti jinych vyrobcli substratu ukazuji, Ze pro
dostatecné teplotni oSetfeni slamy vyhovuje teplota 60-70 °C po dobu do 24 hodin, nase
vysledky ukazuji, Ze tato teplota v dob¢ vysokého vyskytu T. pleuroti nebyla ucinna a uspéch

procesu piipravy substratu zavisel na pfedchozim teplotnim oSetfeni slamy.

Obr. ¢. 11 - Substrat hllvy kontamlnovany houbou Trlchoderma pleuroti. |
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Obr. €. 12 -. Zdrava kultura hlivy (dole).

V roce 2015 stejné jako vroce 2014 byl pifi pouziti Cerstvé slamy po znich zaznamenan
vyrazné vyssi vyskyt T. pleuroti v ptipravovanych substratech, piestoze slama v roce 2015 na
rozdil od roku 2014 byla sklizena za sucha ve vyrazné vyssi kvalité. Protoze pii hledani
zdroje T. pleuroti v ptfedchozich letech bylo zjisténo, ze infekce T. pleuroti se nesifi
vzduchem, nejpravdépodobnéjsich zdrojem je slama kontaminovand zeminou z pozemku, na
kterych se asi T. pleuroti vyskytuje ve zvySené mife. Byl proveden opakované
mikrobiologicky rozbor zaloZeny na inkubaci vzorkd slamy na agarovém Zivném mediu
V Petriho miskach, ale druh T. pleuroti nebyl zjistén, coz znamena, Ze infekce slamy je sice
mald, ale dostacujici k rozvoji mycelia pii péstovani. Vysledky provoznich pokust v péstirné
ukazuji, Ze infekéni potencial T. pleuroti klesa s délkou doby skladovani slamy. Vysledky
také ukazaly, Ze tato infek¢éni schopnost neni spolehlivé potlacena ani teplotou vyssi nez
70°C. Naopak oSetieni pfi teploté¢ 30°C v tunelu za pfitomnosti spontdnné se vyskytujicich

mikroorganizmu zpusobi, ze nasledna pasterizace vyrazné snizi riziko vyskytu a rozvoje T.

pleuroti.
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Grafy ¢. 2 - Pribéh teplot, koncentraci kysliku, vykon ventilatoru a mnozstvi pfidavaného
venkovniho vzduchu béhem fizené fermentace a propafovani Sarze 8/16 v

tunelu, ve které byl vyskyt T. pleuroti zcela potlacen.
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Grafy ¢. 3 - Pribéh teplot, koncentraci kysliku, vykon ventilatoru a mnozstvi pfidavaného
venkovniho vzduchu béhem fizené fermentace a propatrovani Sarze 9/16 v tunelu, ve které byl
vyskyt T. pleuroti zcela potlacen.

Graf ¢. 4. - Teplotni oSetieni péstebniho substratu hlivy ustfiéné v propafovaci tunelu
nasledujici po fermentaci na venkovni hromad¢ (piivodni technologie)
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Graf. €. 5 - Teplotni oSetieni péstebniho substratu hlivy ustiicné zahrnujici fermentaci

Zavér

Osetfeni slamy za ucelem vyroby substratu hlivy ustficné probihd obvykle v teplotnim
procesu, kdy je namoceny material podroben v propafovacim tunelu teplotdm v rozmezi 55-
70 °C po dobu 24 — 42 hodin. Zavisi to na kvalit¢ slamy a pfitomnosti konkuren¢ni houby
Trichoderma pleuroti. Vyskyt spor vétsiny ostatnich druhti vlaknitych hub v oSetfeném
substratu rozvoji kultury hlivy ustficné nevadi. V pifipad¢ slamy kontaminované houbou

T. pleuroti se osvédcila jeji predchozi fermentace pii 30 °C po dobu 3 dnt nasledovana

teplotnim procesem pii 70 °C po dobu 24 hodin.

I11) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Technologie pfipravy substratd hlivy odolné¢ho vuci T. pleuroti vyvinuta za podpory projektu

Vv fizeném tunelu v délce 3-4 dny dle nového postupu.

TACR TA03020356 a obsazena v této metodice je nova ve dvou zakladnich aspektech.

1. Vyuziva zafizeni dle PV 2015-918, které umozituje dosdhnout optimalniho navlhceni
vSech Castic zpracovdvaného materiadlu za souc¢asného ptimichavani ptidavka v Casovém
intervalu krat§im nez 10 minut v kontinudlné pracujici lince. Toto feSeni vylucuje

moznost vyskytu nepromocenych ¢astic substratu, ve kterych by propatfovani piezily

vitalni formy T. pleuroti.
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2. Pro dosazeni odolnosti substrata vuéi T. pleuroti vyuziva postup pfipravy substrati
zalozeny na rozvoji zaoCkované nebo i1 spontdnné se vyskytujici mikrobioty pfi
experimentalné ovéfeném fermentaénim a propafovacim postupu. Tento postup je
charakteristicky teplotni kiivkou aerobni fermentace v fizeném propafovacim tunelu,
ktera v prvni fazi umozni rozvoj zejména bakterii piti teplot¢ 30°C po dobu 3-4 dnl a

potom nasleduje pasterizacni faze pii teploté 65 — 70°C po dobu 24 — 48 hodin.

V) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urena primarn¢ pro vyrobce substrati pro péstovani hub. Podava konkrétni
navod pro pfipravu substrati odolnych viuéi T. pleuroti a zabyva se i popisem zdravotnich

rizik a ekonomickymi pfinosy nové technologie.

V) EKONOMICKE ASPEKTY

Z rozboru trzeb od roku 2013, kdy byly zahdjeny pokusy, se ukazuje, Ze se postupné
zvySovaly vynosy. Musime brat ale v uvahu, Ze byly provadény pokusy ve kterych byly také
n¢kdy zaznamenany negativni vysledky. V poslednim roce 2016 i ptes n€které pokusy se po
zahdjeni vyuZzivani nového postupu podatfilo zvysit trzbu firmy ing. Rudolf Ryzner
V porovnani s rokem 2013 o0 933 984 K¢.

Ptedpokladané ekonomické piinosy pro jiné péstitele spocivaji ve zvyseni vynosu péstované
hlivy ustficné. Pii péstovani hlivy ustficné ve firmé ing. Rudolf Ryzner doslo ke zvySeni
vynosu 0 35%. V roce 2013 pted pouzitim novém metodiky péstovani bylo z jednoho bloku
v uvedené firmé sklizeno v priméru 2,59 kg plodnic hlivy ustficné. V roce 2016 na zakladé
informaci obsazenych v metodice bylo sklizeno 3,5 kg plodnic hlivy tstficné. Velkoobchodni
cena, za kterou tato péstirna prodavala plodnice hlivy, byla 48 K¢ /kg. To znamena, ze z
jednoho bloku doslo ke zvySeni finan¢niho vynosu v priméru o 43,68 K&. Pokud péstitel bude
hlivu péstovat v mensi péstirné na 500 blocich / jedna péstebni komora tak jeho financni
piijmy se zvednou vpriméru o 21 840 K¢ pifi uvedené velkoobchodni cené. Pii
pfedpokladaném provozu péstirny, kdy péstirna bude navazet a nasledné sklizet hlivu
Z novych Sarzi péstebniho substratu po 14 dnech, tedy bude 25 Sarzi béhem 1 roku, zvysi se
finan¢ni piijmy o 546000 K¢. Pokud bude péstirna prodavat hlivu maloobchodné za napt. 80
K¢ /kg, za kterou nékteii péstitelé v dobé certifikace prodavaji, tak se finanéni vynos
Z jednoho bloku zvysi v priméru o 72,8 K¢. Pokud péstitel bude hlivu péstovat na 500
blocich, tak se pfi maloobchodnim prodeji finan¢ni pfijmy zvysi v pruméru o 36 400 K¢

Z jedné sarze, respektive 910 000 K¢, za jeden rok.
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Tab. ¢. 1 Porovnani vynost v prubéhu feSeni projektu v komer¢ni péstirné

Porovnani vynosii piivodni a nové technologie za prvnich 17 ukon¢enych kultur v kazdém roce.

index k roku index k roku 2013, | Realizaéni
pocet celkova Vynos z 2013, celkova pramér na jeden cenaza | Rocnitrzba | Rozdil od
rok bloki sklizenn | jednoho bloku sklizen blok 1 kg v K¢ v K¢ roku 2013
2013 24 726 64 258 2,59 1 1 48 3084 384 0
2014 24 030 71443 2,97 1,11 1,14 48 3429 264 344 880
2015 23 429 59 825 2,55 0,93 0,98 48 2 871 600 -212 784
2016 23 875 83 716 3,5 1,3 1,35 48 4 018 368 933 984

Porovnani praméru let 2013-2015 s novou technologii v roce 2016

index k priméru

index k priméru let

pocet celkova Vynos z let 2013-15, 2013-15, primér na
rok bloki sklizenn | jednoho bloku | celkova sklizen jeden blok
pramer
2013-15 | 24061 65175 2,71 1 1
2016 23 875 83716 3,5 1,28 1,29
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