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Antifungal metabolites produced
by Lactobacillus genus

Abstrakt

Plisné€ a kvasinky predstavuji jednu ze zasadnich skupin
mikroorganismi zpiisobujicich kaZeni potravin. Potlaceni
jejich rastu je mozné pomoci riznych chemickych
konzervantd, ale stale vEétsi pocet spotiebitelll vyhledava
potraviny bez pridatnych latek. Jednou z moZnosti,
jak zabranit ristu nezadouci mikroflory, je vyuzit anti-
mikrobidlni potencidl bakterii mlé¢ného kvaseni, které
se b&zn¢ pouzivaji ve vyrobé potravin. Clanek shrnuje
zakladni poznatky o antifungalnich metabolitech, které
produkuji zastupci rodu Lactobacillus. Hlavni pozornost
je vénovana ucinku organickych kyselin, které vznikaji
v prubéhu glykolyzy (kyselina mlécna a octovd), nebo
hydroxylovanych mastnych kyselin s del$im fetézcem.
7. nizkomolekularnich latek jsou jako vyznamné anti-
fungalni metabolity popsany peroxid vodiku, diacetyl,
reuterin nebo kratké a cyklické peptidy.

Klicova slova: plisné, kvasinky, kyselina mlééna,
kyselina octova, kyselina fenylmlé¢na, reuterin, cyklické
peptidy

Abstract

Fungi and yeasts are one of the essential groups of
food spoilage microorganisms. Suppressing their growth
is possible by chemical preservatives, but an increasing
number of consumers are looking for food without

additives. One way how to prevent the growth of unde-
sirable microflora is to exploit the antimicrobial po-
tential of lactic acid bacteria commonly used in food
production. The article summarizes the basic knowledge
of antifungal metabolites produced by representatives of
the genus Lactobacillus. The main attention is paid to the
effect of organic acids formed during glycolysis (lactic
and acetic acids) or hydroxylated fatty acids with longer
chain. As low molecular weight substances - hydrogen
peroxide, diacetyl, reuterin or short and cyclic peptides
are described as important antifungal metabolites.

Key words: moulds, yeasts, lactic acid, acetic acid,
phenyllactic acid, reuterin, cyclic peptides

Uvod

Mikroskopické houby — kvasinky a plisné — predstavuji
neoddélitelnou soucdst Zivotnitho prostiedi. Jejich
plsobeni mlize mit jak pozitivni, tak i negativni vyznam.
Pozitivni vyznam spocivd v jejich rozsahlém uplatnéni
v technologiich pfi vyrobé potravin, lé¢iv, enzymd,
organickych kyselin, aminokyselin, polysacharidii apod.
Na druhé strané zpisobuji tyto mikroorganismy zne-
hodnocovani potravin (viditelny rast na povrchu, zmény
barvy nebo textury, produkce metaboliti zpusobujicich
vady chuti a viin€ apod.) a negativn¢ ovliviiuji zdravot-
ni nezdvadnost potravin v disledku moznosti produkce
mykotoxint (Pitt, Hocking, 2009; Ledenbach, Marshall,
2010). Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni ne-
bilkovinné povahy, které jsou pro obratlovce toxické jiz
pri nizké koncentraci (Varsha, Nampoothiri, 2016).

Pro zabranéni rozvoje kazici mikrofléry se v potra-
vinarstvi pouzivd fada mectod, jako je sniZeni vodni
aktivity, tepelné oSetfeni, aplikace konzervacnich latek,
modifikace atmosféry v obalech ¢i skladovani za niz-
kych teplot (Rico-Munoza a kol., 2019). Plisn¢ jsou vSak
schopné riistu i za nepfiznivych podminek. Osmofilni
a xerofilni plisné prospivaji pfi vysSich koncentracich
cukru nebo soli v médiu, pfi nizkém obsahu dostupné
vody a psychrofilni jsou tolerantni dokonce k teplo-
tam niz§im ncz 0 °C. Pokud sc¢ dostanou do prostiedi
s nedostatenym mnozstvim Zivin, sniZuje se metabo-
licka aktivita jejich bun&k (Dijksterhuis, 2017). Rada
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izolath plisni z primyslového prostfedi vykazuje také
rezistenci vaci sanitaénim prostfedkiim a konzervantam.
Z tohoto pohledu se jevi aplikace antifungdlné uc¢innych
kultur jako slibna strategie k prodlouzeni trvanlivosti
vyrobki, kterd zarovenl napomahd ke sniZovani obsahu
chemickych aditiv a konzervacnich litek. Bylo potvrzeno,
7e tfada kmenil ze skupiny bakterii mlééného kvaSeni
(BMK) produkuje rozsahlou Skalu antimikrobidl-
nich sloucenin, vcetné latek s vyznamnou antifungalni
aktivitou (Crowley a kol., 2013). Mezi BMK je jednim
z nejlépe prostudovanych producentli antifungalnich
metabolitd rod Lactobacillus. Jedna se o grampozitivni,
nesporulujici, katalasa negativni a mikroacrofilni mik-
roorganismy, které se uplatiiuji v fadé potravinarskych
technologii (Curry, Crow, 2003).

Antifungalni metabolity rodu Lactobacillus

Organické kyseliny

Pfi fermentaci sacharidi bakteriemi rodu Lactoba-
cillus vznikd jakoZzto hlavni produkt kyselina mlécna,
u heterofermentativnich kmenti pak v relativné velkém
mnozstvi také kyselina octovd a ve stopovém mnoZzstvi
kyselina propionova. Pravé tyto organické kyseliny jsou
povazovany za hlavni antifungdlni metabolity (Peldez
a kol., 2012). Mechanismus pusobeni organickych kyse-
lin spociva v okyseleni cytoplasmy. Jejich ucinek je
vyrazn¢ vyssi v kyselém prostiedi, nebot se za téchto
podminek vyskytuji v nedisociovaném stavu. Nedisocio-
vané formy kyselin vzhledem k hydrofobnimu charak-
teru difunduji pres bunéénou membrianu a poté uvnitf
bunky disociuji. Uvolnénim H* iontd nastane okyseleni
cytoplasmy a zastaveni metabolickych aktivit. Nasledné
dochdzi k selhdni protonmotivni sily v cytoplasmatické
membrané (Reis a kol., 2012). Bylo zji§téno, Ze mini-
mdlni inhibi¢ni koncentrace kyseliny mlé¢né a kyseliny
octové vuci zastupcim rodu Aspergillus a Penicil-
lium je vyS§i, nez koncentrace, kterou BMK vytvareji
(4. 44,8-76,8 mmol/l, resp. 1,2-7,5 mmol/l), coZ nazna-
Cuje, Ze jejich antifungalni ucinek je dan predevsim je-
jich synergickym ptsobenim (Aunsbjerg a kol., 2015).
Také kyselina propionova interaguje s bunéénymi mem-
branami a neutralizuje elektrochemicky protonovy gra-
dient, ale jeji vliv je Casto zavisly pravé na sniZzeni pH
kyselinou mlécnou. Tato kyselina redukuje rast plisni
zvlasté pti pH niz8§im nez 4,5 a rovnéZ inhibuje vychy-
tavani aminokyselin. Stejny efekt na kvasinky a plisné
vykazuji propiondt sodny a propiondt amonny pfi nizkém
pH (Schniirer, Magnusson, 2005).

V roce 2000 byla publikovdna prace o antifungdlnim
ucinku kyseliny fenylmlééné a 4-hydroxyfenylmlécné
produkované kmenem Lactobacillus plantarum 21B
(Lavermicocca a kol., 2000). Tyto metabolity vznikaji
z aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. Za pomoci ne-
specifické aminotransferasy vznika pfi transaminaci fe-
nylalaninu fenylpyruvat, ktery je nasledné redukovéan na
fenyllaktat s Sirokym spektrem pusobeni proti Penicil-

lium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Eurotium spp.
(Lavermicocca a kol., 2000; Gerez a kol., 2013).

Organické kyseliny a hydroxy-kyseliny s delsim
Fetézcem

Mezi kmenove specifickou vlastnost nékterych lakto-
bacila patii také konverze volnych mastnych kyselin na
antifungdlné aktivni hydroxy-mastné kyseliny. Cilem je-
jich pusobeni je bunéénd membrana, specifické enzymy
a metabolické procesy zapojené do syntézy mastnych
kyselin. Nejvétsi inhibi¢ni dcinek na rlst plisni vyka-
zuji mastné kyseliny o dvandcti a vice uhlicich (Dalié
a kol., 2010). Byla publikovana celd fada praci proka-
zujici antifungdlni aktivitu hydroxy-kyselin (2-hydroxy-
isokapronova, S5-osododekanova, 3-hydroxydekanova,
3-hydroxy-5-dodecenova), nasycenych mastnych kyselin
(kapronovd, palmitova, stearovd) i nenasycenych mast-
nych kyselin (olejovd, linolova) produkovanych druhy
L. plantarum, L. reuteri nebo L. sanfranciscensis (Dalié
a kol., 2010; Sangmanee a Hongpattarakere, 2014; Ryu
a kol., 2014).

Nizkomolekuldrni ldtky

V soucasné dobé je znamo, Ze vedle organickych
kyselin vytvareji laktobacily fadu dalSich sekundéarnich
metabolitd s antifungdlni aktivitou, jako jsou bilko-
vinné slouceniny a fada nizkomolekularnich latek. Za
pritomnosti kysliku tvofi véts§ina BMK peroxid vodiku.
Samy BMK nemaji schopnost degradace této antimikro-
bidlni a antifungédlni latky. V dusledku toho dochazi
k jeho akumulaci v prostiedi, coZ miZe mit za nasledek
oxidaci lipidové membrany a bunéénych proteind cilo-
vych mikroorganismd, jelikoz se jedna o silné oxidacni
¢inidlo. Antimikrobidlni d¢inek peroxidu vodiku v nele-
talnim mnoZstvi je pfipisovan jeho reakci s thiokyanatem,
kterou katalyzuje enzym laktoperoxidasa. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace peroxidu vodiku napf. vici rlistu
plisné P. expansum je méné nez 0,025 % (Schniirer
a Magnusson, 2005; Dalié a kol., 2010).

Béhem fermentace citrati vytvareji nckteré kmeny
BMK diacetyl (2,3-butandion). Jeho maximalni koncen-
trace se ziska s prodlouzenou dobou fermentace a pti pH
niz8§im nez 5. Jedna se o t€kavou slouc¢eninu, proto muze
béhem technologickych operaci dochazet k jeho ztratam.
Mechanismus pusobeni diacetylu na rist plisni nebyl
doposud objasnén, nicméné byla prokdzana jeho akti-
vita vici zastupcim rodu Penicillium (Aunsbjerg a kol.,
2015).

Dalsi nizkomolekularni latkou s prokazanou aktivitou
vaci plisnim rodu Aspergillus a Fusarium je reuterin
(1,3-propandiol), ktery vznikd pfi anaerobnim metabo-
lismu glycerolu za pifitomnosti kobalaminu. Diive byla
produkce této latky pripisovana pouze druhu L. reuteri,
ale dnes je znamo, Ze jej produkuji i L. brevis, L. colli-
noides, L. coryniformis nebo L. buchneri (Dalié a kol.,
2010). Reuterin se mize vyskytovat ve tfech formach
jako 3-hydroxypropanal, dimer a hydrat hydroxypro-
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panalu. Antimikrobialni aktivita reuterinu je pfipisovana
pritomné aldehydové skupiné a spocCivd ve vycerpani
volnych sulfhydrylovych skupin v malych moleku-
lach a proteinech, coZ mé za nasledek nerovnovéihu re-
doxniho stavu burky. Je zndmo, Ze reuterin zpusobuje
v cilové burice potlaceni ribonukleasové aktivity, jakoZto
vyznamného enzymu podilejiciho se na biosyntéze DNA
(Avila a kol., 2014).

Zajimavé vysledky byly publikovany ohledné akti-
vity kratkych peptidi a cyklickych dipeptida, které
jsou produkovany fadou laktobacili a které nevyka-
zuji antibakteridlni aktivitu, ale pouze antifungalni. Je-
jich produkce byla potvrzena u kment L. amylovorus,
L. plantarum, L. sakei, L. coryniformis apod. Jako citlivé
se jevily opét plisné z rodu Aspergillus, Fusarium a Peni-
cillium ¢i kvasinka Candida albicans. Otestovéan byl anti-
fungalni ucinek cyklickych peptid cyklo(L-Val-L-Pro),
cyklo(Gly-L-Leu), cyklo(L-Phe-L-Pro) a cyklo(L-Phe-
trans-4-OH-L-Pro) (Strom a kol., 2002; Kwak a kol.,
2014; Axel a kol., 2015; Luz a kol., 2017).

Obecné Ize shrnout, Ze tvorba antifungélnich slouc¢enin
zavisi na metabolické aktivit¢ BMK —na pH kultiva¢niho
média, dobé a teploté kultivace, pritomnosti nutri¢nich
faktorti a odviji se jak od indikatorového kmene, tak od
slozeni média. Stimulaci tvorby antifungélnich latek lze
podporit optimalizaci rGstového media. ZvySeni kon-
centrace glukosy a kvasni¢ného extraktu o 1-2 % nebo
pridavek chloridu sodného a chloridu vépenatého do
média vedl napf. ke zvySeni tvorby antifungdlnich latek
u L. rhamnosus a Pediococcus acidilactici (Effat a kol.,
2001). Stejného efektu bylo dosazeno po pfidavku
nékterych alkoholickych cukrd do média pro kultivaci
laktobacilti pro podpofeni tcinku vici plisnim Alternaria
Spp., Aspergillus niger, Fusarium latenicum, Geotrichum
candidum, Mucor hiemalis a kvasince Candida vini
(Lipiriska a kol., 2016).

Zavér

Z vyse uvedenych poznatkt plyne, Ze rod Lactobacil-
lus je vyznamnym producentem antifungdlné ucinnych
metaboliti. Této vlastnosti lze vyuzit pro prodlouzeni
doby trvanlivosti a zajiSténi nezavadnosti fady vyrobki,
pfi jejichz vyrobé se laktobacily béZné pouZzivaji, jako jsou
fermentované mlécné vyrobky a syry nebo kvasové chleby.
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