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Uvod

Zpusob piipravy zampioénového substratu prosel dlouhym vyvojem. Substrat se pfipravuje
fermentaci a jejim ucelem je pietvoreni slozitych organickych polymert (hemiceluléza,
celuldza) na jiné komplexni latky (dusikem bohaty lignino-humusovy komplex, biomasa
mikroorganizmi), které slouzi vyhradné k vyzivé zampiénového mycelia. Pro ziskani
kvalitniho zampidénového substratu je tieba splnit dvé zdkladni podminky, a to: zajistit
suroviny ve vhodném slozeni a poméru a vytvoftit prostiedi pro ¢innost fermentacnich
mikroorganizmu (Jablonsky a Sasek 2006).

V soucasné dob& se zampionovy substrat piipravuje fermentaci Cerstvé sldmy a dusikatych
ptidavkil obsahujici na pocatku 1,7-1,9% dusiku v susiné pti poméru C:N 70 - 80 : 1. Proces
Vv prvni fazi probihd v substratu o vlhkosti 72-74% nejdifive za semiaerobnich podminek
Vv teploté 80°C po dobu 3-6 dnil. Posléze ve druhé fazi proces pokracuje 6-7 dni za intenzivni
aerace Vteplot¢ 48°C, kdy se vytvori selektivni zivné medium, na kterém roste pouze
mycelium koprofilnich druhtt hub jako je zampion Agaricus sp. ¢i hnojnik (Coprinus
comatus). Vysledny substrat ma obsah dusiku 2,2-2,5 %, obsah vlhkosti 68-70 % a obsah
volného ¢pavku nesmi piekroCit 5 ppm. Nékteré prace se zabyvaly vyuzitim raznych typi
separatll pro piipravu substrati pro péstovani ruznych druhi hub. Jasiniska a kol. (2016)
kombinovali digestdt vznikly anaerobni fermentaci potravinového odpadu za piidavku
fermentovaného kancelatského papiru se slamou. Nejlepsitho vynosu studované houby
hnojniku obecného (Coprinus comatus) bylo dosazeno na smésil8% slamy, 36% odpadniho
papiru, 3% drubezi podestylky, 40% digestatu a 3% sadry. Isikhuemhen a Mikiashvilli (2009)
studovali rtst mycelia a vynos hlivy (Pleurotus ostreatus) na rtiznych smésich separatu a
lignocelulozovych odpadii. Nejvyssiho vynosu plodnic dosahli na substratu ptipraveném
ze 70-80 % slamy, 10-20 % separatu z bioplynovych stanic (BPS) a 10-20 % prosa.

Hotovy substrat z upraveného separatu z BPS byl ovéfovan na vybranych saprotrofnich
druzich hub. Jednou z nich byl 1é¢ivy druh Zampion mandlovy - Agaricus subrufescens u
n¢hoz byly neddvno objeveny 1é¢ivé Ui€inky. Bylo ovéfeno, Ze houba stimuluje imunitni
systém a podporuje pfirozené obranné mechanizmy téla.

Material a metoda

Nasi hypotézou bylo, Ze 1ze pripravit zampionovy substrat ze separatu z BPS, protoze
pfi ném dochazi k podobnym rozkladnym procestim jako béhem I. faze fermentace
zampionového substratu. Jako surovina pro piipravu substratu byl pouzit separat ze dvou BPS
s odlisnym slozenim. Tento material ma vSak vysoky obsah vody (78-80%) a kratsi strukturu,
zatimco zampionovy substrat po |. fazi fermentace (kterou v nasem piipadé nahrazuje
anaerobni fermentacni proces) mé obsah vody ve stejné fazi 72-74 % a delsi strukturu. Tyto
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rozdilné parametry mezi obéma substraty mohou zptisobit, ze béhem fermentac¢niho procesu
separatu béhem II. faze fermentace se bude pomaleji snizovat obsah vody i volného ¢pavku
V substratu.

II. faze fermentace substratu na bazi separatu z BPS probéhla ve stejnych podminkéach
jako fermentace zampionového substratu. Byly porovnany 2 zdroje separatu a 2 rtizné
pridavky.

Prvni pokusy byly provadény v 80 | plastovych sudech, které slouzily jako
fermentory. Byly aerovany odspodu tlakovym vzduch a teplota okolniho prostfedi byla
nastavena na pozadovanou teplotu 46°C. Aerace byla Casto pferuSovana. Ukazalo se, ze
pieruSovana aerace mensim mnozstvim vzduchu (16 litri vzduchu za minutu na 17 kg
substratu po dobu 45 minut akce a 15 min pauza) pomoci kompresoru je nedostatecna,
nebot’ proces trval netmérné dlouho, az doslo k nadmérnému vysuseni substratu.

Hledali jsme proto takové feseni, aby bylo dosazeno intenzivnéjSiho provétravani
substratu. Tim by se podpofila aktivita mikroorganismu pii teploté 46°C a cely proces, béhem
kterého se odstranil volny ¢pavek, by se zkratil minimaln¢ na 7 dnt. Proto jsme modifikovali
recepturu a posléze navrhli a vyrobili pokusné zafizeni spliujici pozadavky na optimalni
pripravu substratu.

Tabulka ¢. 1 Posouzeni separatu jako suroviny pro pfipravu Zampiénového substratu:

Vlastnost Zampionovy substrat po fazi I Separat BPS
Obsah vody v [%] 72-74 89-90
Struktura -délka slamek [cm] 7-10 1-3
Specificka hmotnost [kg/m°] 700-800 850
Prostupnost substratu pro vzduch dobra Spatna
pH 8,0-8,5 8,8




Tabulka €. 2 Slozeni separatt a doba jejich fermentace

Davka ¢. Surovina a jeji oSetfeni Pocet dnt
fermentace
1 Petrovice: 60% senaz, 30% silaz kukufiéna, 10
10% hntyj
2 Mokrovraty:30% hnoje skotu podestylaného | 9

separatem, 20% zitné senaze, 20 % travni
senaze a 30% kukufi¢ného Srotu

3 Petrovice dtto 14
4 Petrovice dtto + 10% pSeni¢nych otrub 12
5 Petrovice dtto + 20% slaménych pelet 10
6 Petrovice dtto + 30% slaménych pelet 12

Vyvoj postupu pripravy substrdtu pro koprofilni houby na zdkladé separdatu BPS
Obr. ¢. 1 Foto minitunelu pro fermentaci separatu
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Abychom vytvoftili podminky pro optimalni ptipravu substratu ze separatu BPS, byl
zkonstruovan minitunel. Jeho konstrukci tvofily polyuretanové panely o sile 60 mm. Do
tunelu byl zaloZen separat (260-300 kg) a stiedotlaky ventilator protlacoval vzduch vrstvou
vysokou ptvodné¢ 100 cm, kterd postupné klesla na 80 cm. Vzduchové klapky ftizené
servopohony Belimo se oteviraly tak, aby v tunelu byla udrzovédna nastavena teplota.
Otevienim klapky Cerstvého vzduchu se substrat ochlazoval.

Pavodné jsme pocitali s tim, Ze veskeré teplo se v izolovaném tunelu vytvofi
samozahievem (biologickym teplem). Prvni pokus ale ukazal, Ze samotny neobohaceny
separat BPS je natolik energeticky vyCerpany, Ze se musi pfidat do minitunelu 2 topné decky



0 celkovém vykonu 400 W udrzujici nastavenou teplotu zajist'ujici optimalni proces. V
prvnim pokusu jsme se pokusili nastavit podminky podobné jako u II. faze fermentace v
teploté 48-50°C pricemz byl sledovan ubytek vody a volného ¢pavku.

Separat jako substrat vSak nevykazoval dostate¢nou mikrobielni aktivitu a volny
¢pavek ubyval pomalu s ohledem na horsi prostupnost ptevlh¢eného materialu a trvalo 9-12
dnt, nez se snizil obsah volného ¢pavku pod 5 ppm. Do pokusného ,,tunelu’ byla umisténa
topna télesa zajist'ujici pozadovanou teplotu v provétravaném materialu.

V prvnich pokusech jsme postupovali pii piipravé substratu jako pii II. fazi
fermentace zampionového substratu, kdy v teploté 46-48°C a za trvalé, ptipadné cyklické
aerace dochazi k podpofe termotolerantnich mikroorganismi produkujicich biomasu,
prospésnou pro naockované houby. Termotolerantni mikroorganismy soucasné vyuzivaji
volny ¢pavek jako zdroj dusiku.

Po vyskladnéni byl substrat vyuzit pro rustové a fruktifikaéni pokusy a jako inokulum
termotolerantnich hub pro o¢kovani dalSich pokusnych déavek

Bylo zalozeno dalSich 5 davek separatu, pficemz byly porovnavany separaty ze dvou
BPS (Petrovice a Mokrovraty).

Davky 1, 3, 4, 5 a 6 ze separatu Petrovice: 60 % sendz, 30% silaz kukuti¢na, 10 % hntj.

Davku 2 tvoftil separat z BPS Mokrovraty slozeny z: 30% hnoje skotu podestylaného
separatem, 20% zitné senaze, 20 % travni senaze a 30% kukuti¢ného Srotu.

Vysledky a diskuse

Vzhled 1 vlastnosti obou substratli se neliSily. U prvnich davek byla po skonceni
fermentace zjisténa ptitomnost plevelného hnojniku inkoustového (Coprinus atramentarius).
Podhoubi hnojniku obecného i1 Zampionu mandlového témito prvnimi substraty prorastalo
velmi slabé a nevytvarely se plodnice, coz naznaCovalo, Ze v substratu chybi potfebné Ziviny.
K jedné z davek bylo pfidano 1 kg pSenicnych otrub na 10 kg surového separatu. Vysledky
tohoto pokusu byly negativni, protoze se objevilo velké mnoZstvi plevelnych hnojnikli a
podhoubi naockovanych hub neproriistalo substratem.

Do davek ¢.5 a €. 6 bylo ptidano 20 resp. 30 % namocenych pSeni¢nych pelet a jako
inokulum byl pfidan substrat z pfedchozi davky. Takto pfipraveny substrat proristal
myceliem a vyskyt plevelnych hub nebyl zaznamenan.

Graf ¢. 1 znazoriuje prabéh teplot béhem fermentace. Pro dosazeni pozadované
kvality substratu je tfeba udrzovat teplotu v rozmezi 45-48 °C, kdy se ¢pavek nejlépe
zabuduje do biomasy mikroorganismt a substrat se tak stdva vhodnym médiem pro riist
koprofilnich druht hub.

Pti ptipravé substratu ze separatu BPS je dalSim cilem zbavit jej nadmé&rného mnozstvi
vody. Vypar vody ze substratu je podporovan vlastni mikrobielni aktivitou. Z grafu ¢. 3 je



ziejmé, ze se rozdily v pocatecnim obsahu vody u kazdé pokusné varky substratu od pocatku
do konce fermentace vyrazné lisily.

Graf. ¢. 1 Pribéh teplot pro optimalni priubéh fermentace separatu
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Graf ¢. 2 Zmény vlhkosti substratu pfipraveného ze separatu v priab&hu fermentace v %
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Graf ¢.3 Zmény v obsahu N vV jednotlivych varkach fermentovaného separatu pied a po
fermentaci
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Graf ¢.4 Zmény C:N ve fermentovaném separatu z BPS v jednotlivych varkach pred a po
fermentaci
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Pti 6. varce substratu se podafilo vyfesit jeho vhodné sloZeni a postup fermentace. Podhoubi
zampionu mandlového prorustalo substrat v teploté 24°C v prubéhu 14 dnti. Nasledné byl
substrat pokryt kryci zeminou a za dalsich 21 dni v teploté 20-21°C se vyvijely plodnice.

Z jednotlivych parcel bylo sklizeno v priabéhu 14 dna 8-25% plodnic v pfepoc¢tu na hmotnost
substratu.



Tabulka ¢ 3 Vynosy zampionu mandlového na substratu ze separatu BPS z varky €. 6

Vynos zampiénu mandlového na substratu ze separatu BPS s pfidavkem
30 % psenicnych pelet (1. sbér 19.12.2016, 2. sbér 2.1.2017)
Opakovani ¢&. Celkem (g) | substrat (g) Vynos (%)
1 542,1 3800 14,3%
2 641,1 3300 19,4%
3 344,5 4000 8,6%
4 975,1 3900 25,0%
5 7779 4100 19,0%
6 717,6 4200 17,1%

Pro rist podhoubi a vynos plodnic je dilezity Zampidonovy substrat, ktery vznika fermentaci
vSech slozek N (aminokyseliny) a C jako celuldza — 50 %, lignin-16 %, pentozany 11,5 % a
lipidy). Béhem fermentace zampionového substratu je rozlozena podstatna ¢ast hemicelulozy
a tak v substratu zbyva zvySeny obsah ligninu a ten se podili na tvorbé dusikem bohatého
lignin-humusového komplexu. Zbyla celuléza v zampidnovém substratu vytvatri jeho
optimalni strukturu (Griensven 1988). Béhem fermentace zampidonového substratu je tfeba
dbat na to, aby substrat nebyl fermentovan pftili§ dlouho, zachoval si svoji aktivitu a zbyly
Vném Ziviny podminujici vysoky vynos zampioénu (Lelley 1991). Pii delSi fermentaci se
zhorSuje také jeho struktura a mikrobielni aktivita. Pomér C:N se u Zampidénového substratu
méni pocatenich 30:1 na koneény pomérl5-16:1. V separatu nejsou vSechny tyto latky
pritomny.

Béhem anaerobni fermentace jsou zfermentovany Skrob a velké mnozstvi frakei
extrahovatelnych latek véetn& kyselého rozpustného ligninu. Casteéné se rozklada celuldza a
hemiceluloza (40 % resp. 29 %). Digestat z kukufi¢né silaze vznikly anaerobni fermentaci ale
obsahuje zna¢né mnozstvi bunéénych stén polymert (Santi a spol. 2015). Zda se proto, ze
snadno pfistupné latky vyuzité k vyrob& bioplynu chybi jako ziviny v konecném slozeni
substratu.

Pti porovnavani separatu BPS s Zampionovym substratem po 1. fazi fermentace Ize zjistit fadu
rozdili. Kazdy ze substratii byl fermentovan za odlisnych podminek. Zampionovy substrét se
fermentuje pii 80 °C za semiaerobnich podminek, kdy obsah kysliku neklesne pod 8 %.
Béhem faze I probihd v Zampidonovém substratu karamelizace a tim se zachovavaji latky
potiebné v dalsi fazi ptipravy, jako pfisti zdroj vyzivy zampidénového mycelia. Probihaji zde
fermenta¢ni procesy, béhem kterych mikroorganismy spotiebuji energii pro preménu
organickych latek a ¢ast energie unika ve formé tepla. V dusledku semiaerobnich podminek je
V Zampionovém substratu pifitomna jind mikrofléra neZ béhem anaerobniho procesu BPS,
ktery probiha pfi teploté 35 °C.

K doplnéni chybégjici mikroflory byl pfed fermentaci do Cerstvych davek separatu
pridavan podil 5 % hotového substratu z predchozi davky. Chybéjici Ziviny a zdroj energie
byly do separatu dodédny ve formé slaménych pelet, coz se osvédcCilo ve zvysSené teplotni
aktivité a ndsledné v lep$im rtistu podhoubi a vynosu plodnic Zampiéonu mandlového.



Zavér

Zeyseparétu BPS se da piipravit substrat pro péstovani zampiénu mandlového a to za
piedpokladu:

1) Je zbaven volného ¢pavku

2) Stane se selektivnim zivnym mediem, na kterém nerostou jiné druhy konkuren¢nich

hub

3) Pred II. Fazi fermentace je pfidan zdroj celuldzy napft. urcity podil slamy

4) Je podroben n€kolikadenni fermentaci pii 48-50°C

Z hlediska praktického pouziti se da K pfipravé Zampionového substratu pouzit separat ze
pSenicnou slamou (30%), a 5% hotového substratu z minulé varky jako inokulem ptiznivé
mikroflory. Potom se naplni do propafovaci komory, kde cirkuluje vzduch proudici
Z podrostového prostoru. Protoze tento material neni dostatecné aktivni, je tfeba dosahnout a
udrzet teplotu 48-50°C vyuzitim odpadniho tepla BPS. Hypotéza, Ze separat po vhodné
specifické fermentaci bude vyhovovat jako substrat pro péstovani Zampionu mandlového,
byla potvrzena.
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