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Tab. 4 Mnozstvi AK v syrech béhem procesu zrani v rozmezi 45 az 120 dni (n =3; p = 95 %)

stafi syra 45 dni
AK NH4Q g2//;99/22

1-Lys 112185/1798+118/2081+169/1897 =141
2-Arg 45+7/119+8/154+11/186+14
3-His 203+19/429+32/454+41/452+27
4-Gly 541+42/220+17/322+25/260+17
5-Asn 791+65/839+47/920+38/937+48
6-Ala 300+25/358+29/485+35/351+21
7-Ser 365+28/400+35/390+17/311+10
8-Thr 375+45/436+35/410+21/380+29
9-Pro 481+29/1059+54/1210+75/975+84
10-Phe 673+45/864+85/818+71/843+65
11-Met 280+22/333+28/296+11/234+15
12-Val 556+45/923+81/941+75/842+66
13-Leu 1473+98/1881+78/1988+147/2017+112
14-lle 383+28/493+41/59038/468+17
15-Gin 815+65/1047+71/1117+88/1063+74
16-Tyr 432+25/445+36/420+28/382+41
17-Trp 50+11/57+13/72+8/28+6
18-Glu  |2280+175/3002+205/3280+269/3054 154
19-Asp 211£15/202+21/225+17/196 =16

75 dni

NH4/12/19/22
mg/kg

1954£121/2921+102/3215+98/2804£145
<38/244£17/179+9/268 24
328+21/826+45/686 +49/629+56
253+25/393+29/525+42/430+37
1123+89/1406112/1465+95/1297 =87
424+18/509+38/610+48/501+65
531+26/652+39/606+42/532+36
724+66/714+54/588+47/542+51
829+78/1703+95/2011£154/1663+121
1038+47/1453£85/1477+96/1300+68
410+27/469+31/389+25/434+29
1041£75/1489+81/1476+115/1285+87
2182+175/3040+251/3153+178/2938+195
497+47/794+85/901+65/676+58
1257+85/1549+113/1721x87/1224 =101
662+48/727+51/742+86/616+54
46+9/94+10/98+7/52+6
3674+185/5061+325/5248+251/4391+321
320+25/284+29/398+36/290+14

120 dni

NH4/12/19/22
mg/kg

3309+254/5132+425/5343+369/4812+287
<38/305+22/188+12/290+18
513+41/1270101/1271+98/1045+84
467 +28/733+65/878+71/751x72
1666+115/1952+145/2124+102/1956+98
578+44/865+74/934+89/782+61
767+58/985+85/896+105/841 61
939+69/1009+87/959+74/1104+95
1642+£127/2942 +254/3297 +198/2703+245
1765+115/2347 +178/2492 +164/2238 =136
561+51/830+62/805+69/641+54
1906+85/2579+135/2453+175/2326+165
3542+210/5038+415/4912+354/4539+254
992+101/1404+110/1687 +95/1415+121
1570+131/2046+154/2236+144/1842+132
1040£72/1241+83/1183+58/931+69
108+£21/171x11/145+13/131%9
5751+369/7627+547/8321+414/7260+369
512+29/569+41/654+38/481+26
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Antifungal activity of yeast against fungal
contaminants Aspergillus spp. and Penicillium

spp.
Abstrakt

Testovani a aplikace protektivnich latek prirodniho
puvodu nebo nezdvadnych a bezpecnych mikrobidl-
nich agens a jejich produktt se dostava, v navaznosti na
poptavku po potravinach bez chemickych konzervanti,
do popredi vyzkumu. Mezi takova agens patfi i druhy
kvasinek, které vykazuji antifungdlni aktivitu vici
plisnim. V na$i studii jsme testovali inhibicni aktivitu
péti izolath Wickerhamomyces anomalus, Sesti izolat
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kvasinek Kazachstania pseudohumilis, K. humilis,
K. barnettii a K. unispora a Ctytech izolatd Kluyvero-
myces lactis a K. marxianus na rist mycelia osmi druht
aspergila a Sesti druhti penicilii, izolovanych z kontami-
novanych potravin a provozi. Vysledky ukézaly, ze
izolaty jednotlivych druht kvasinek, které aspésné inhi-
bovaly aspergily, vykazovaly nizsi inhibi¢ni efekt vici
peniciliim. Vyznamna byla také variabilita v citlivosti
aspergilll a penicilii viici testovanym kmenim kvasinek.
Aspergillus niger a A. flavus byly vici pasobeni kvasinek
méné citlivé nez ostatni druhy aspergild. Vyznamny
inhibicni efekt na rist mycelia aspergild (74 % oproti
kontrolnimu rastu) byl pozorovan u izolatt Wickerhamo-
myces anomallus KV3 (74 %) a KV4 (70 %), kdezto
vaci peniciliim se uplatiioval kmen CCDM 605, ktery
inhiboval rast mycelia o 60 % oproti kontrolam. Riist
mycelia u penicilii vyznamné inhiboval o 77 % kmen
Kluyveromyces lactis CCDM 1054. 1T kdyz se jedna
0 in vitro testy, je zfejmé, ze urCité kmeny kvasinek jsou
schopné inhibovat rdst mycelia aspergili a penicilii.
Kmen K. lactis CCDM 1054 také intenzivné produko-
val kyselinu mlé¢nou a sorbovou, coz snizovalo pH sub-
stratu. Kmeny K. pseuhumilis CCDM 3302 a K. humilis
CCDM 3305 inhibovaly rast mycelia plisni o 57-50 %
oproti kontrolam. Tyto kmeny a K. lactis CCDM 1054 se
lisily spektrem extraceluldrné produkovanych proteint
a peptidit v 30KDa koncentratu.

Klic¢ova slova: kvasinky, mikromycety, inhibice, rust
mycelia, metabolické produkty

Abstract

The testing and application of natural protective sub-
stances or wholesome and safe microbial agents, inclu-
ding its products, become on research focus because of
customers’ requests. These microbial agents also include
the yeast performing the antifungal activity against the
moulds. We tested the inhibitory effect of five isolates of
Wickerhamomyces anomalus, six isolates of Kazachsta-
nis humilis, K. pseudohumilis, K. barnetii, K unispora
and four isolates of Kluyveromyces lactis and K. marxia-
nus against on growth of mycelia of eight species of
Aspergillus sp. and six species of Penicillium sp. obtained
from contaminated food and manufacturing plants. The
results showed that yeast performed various antifungal
effects against aspergilli and penicilia. The differences
were also noted in sensitivity within the species Asper-
gillus sp. and Penicilium sp.. The strains of A. niger and
A. flavus were more resistant to the yeast and its metabo-
lic products than other strains. The isolates KV3 (74 %)
and KV4 (70 %) belonging to W. anomalus significant-
ly inhibited the growth of aspergilli, whereas the strain
CCDM 605 (60 %) inhibited the growth of Penicillium
sp. in comparison to control variants. The strain CCDM
1054 (K. lactis) significantly suppressed Penicillium sp.
growth (77 %). This strain also produced intensive lactic
and sorbic acid in cultivation media and decreased the

substrate’s pH value. Strains CCDM 3302 (K. pseudo-
humilis) and CCDM 3305 (K. humilis) suppressed the
growth of mycelia by 57-50 % compared to the control.
These two strains and K. lactis CCDM 1054 produced
a spectrum of peptides and proteins in 30kDa concen-
trates.

Keywords: yeast, micromycetes, inhibition, mycelial
growth, metabolic products

Uvod

Vlaknité mikromycety a kvasinky predstavuji druhoveé
rozmanité skupiny houbovych organismi, které spolu
s fadou mikroorganismu tvoii v prirozenych podminkach
komunity, v nichZ dochazi k vzajemnym interakcim na
urovni kompetice o Ziviny a prostor, antibiozy, parazi-
tismu ¢i predace. Potraviny, pekarské a mlécné vyrobky,
predstavuji pro vlaknité mikromycety i kvasinky uniform-
ni prostfedi bohaté na Ziviny s malou mikrobiologickou
konkurenci. Nejcastéjsimi kontaminanty potravin jsou
vlaknité mikromycety, zejména rody Penicillium spp.,
Aspergillus spp., a Fusarium spp.. Kontaminujici druhy
zpravidla toleruji vys$i hladinu soli (halotolerantni
druhy) (15 %), nizkou vodni aktivitu (a,) a maji Sirsi
teplotni amplitudu (Garnier a kol., 2017; Udovicki a kol.,
2018). Potraviny znehodnocuji nejen nutri¢né i senzo-
ricky, ale i produkci mykotoxint a dal$ich sekundarnich
metabolitd (Raduly a kol., 2020). Sanitace vyrobnich
a expedicnich prostor a zafizeni schvalenymi prostredky
je sice pravidelnou soucasti vyrob, ale vzhledem k rezis-
tentnim a adaptacnim mechanismim kontaminujicich
plisni nemusi byt vzdy efektivni. Legislativa EU povolu-
je konzervacni prostredky v pekarskych vyrobcich, jako
je E 280 (kyselina propionovd) nebo E281 (propionat
sodny) v mnoZzstvi 0,2-0,3 % (% hm) (Coda a kol., 2011),
které chrani vyrobek po deklarovanou dobu. V mlécnych
vyrobcich jsou také v rdmci EU povolené konzervanty,
jako je kyselina sorbova (E200) a jeji soli (E202 a E203),
benzoaty (E211, E212, E213) (Nafizeni komise (EU)
¢. 1129/2011, Garnier akol., 2017). V soucasné dobé
jsou celosvétoveé preferovany potraviny bez chemickych
konzervantl. Rada studii se proto zamé&fuje na vyvoj
a aplikaci konzervanta ptirodniho pivodu (rostlinné éte-
rické oleje aj.), vyuziti bakterii mlécného kvaSeni a je-
jich metabolickych produkti (Matevosyan a kol., 2020,
Wang a kol., 2021) a také kvasinek (Souza a kol., 2017;
Freimoser a kol., 2019). Antifungélni aktivita kvasinek
vici toxigennim plisnim je pricitina kombinacim
nékolika mechanisma, jako napt. kompetice o prostor
a ziviny, sekrece enzymu (glukanazy, chitindzy, pro-
tedzy), produkce toxinii a uvoliovani tékavych litek
(VOCs) (Freimoser a kol., 2019). Produkce téchto latek
jsou podminéné vnitrodruhovou variabilitou (jsou tedy
vlastnosti kmene, nikoliv obecné druhu) a podminkami
prostiedi. Vybér kmene s antifungdlni aktivitou musi
byt cilen tak, aby ucinek byl efektivni a bez vedlej$iho
ucinku, tedy bez znehodnoceni potravinarského produktu
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kvasinkou. V ramci ochrany potravin pred plisnémi, zej-
ména u kvast, se vyuziva synergického tcinku kvasinek
s prokdzanym antifungalnim G¢inkem v kombinaci s lak-
tobacily (Carbonetto a kol., 2020). Na zaklad¢ dostup-
nych védeckych vysledkdi a vysledkdl ziskanych pfi
feSeni projektll jsme se zaméfili na antifungéalni aktivitu
kment rodt Wickerhamomyces sp., Kazachstania spp.
a Kluyveromyces spp.. Celkem 15 kment kvasinek bylo
testovano vici osmi druhtim aspergili a Sesti druhtim
penicilii.

Materialy a metody

Houbové organismy

Kvasinky (Tabulka 1) a vlaknité mikromycety (Tabul-
ka 2) pouzité k testovani vzajemnych interakci pochazeji
ze sbirek mikroorganismi CCDBC (Milcom a.s., CZ)
a CCF (Karlova univerzita, CZ). A. tabacinus a A. unguis
jsou kmeny izolované z kontaminovanych pekarskych
a mlénych vyrobki. Stejné jako kmeny ze sbirek
CCDBC a CCF, byly nové izolované kmeny identifiko-
vany na zdkladé sekvenovani jadernych a nejadernych
usektt DNA (barkédovani) podle Schoch a kol., 2012;
Stiellow a kol., 2015 a dile doplnény o mikroskopické
popisy (Samson a kol., 2010). Kmeny kvasinek byly
urceny na zékladé sekvenace ITS spektra (Schoch a kol.,
2012) a morfologie kolonii a bun¢k (Kurtzman a kol,
2014).

Antifungadlni test

Interakce mezi kvasinkami a vlaknitymi mikromy-
cetami byly testoviny modifikovanou metodou podle
Demirbas a kol. 2017. Za dcelem testovani byly mikro-
mycety kultivovany metodou pielivu vytemperovanym
malt extrakt agarem (MEA, Himedia, Indie) a to tak, Ze

Tab. 1 Seznam pouZitych kmend kvasinek

Rod Druh Kmen
Wickerhamomyces | anomalus CCDM 605, CL8, Kv4, WA2, KV3
Kluyveromyces lactis CCDM 1054, KL6A
marxianus CCDM 258, CCDM 270, KM8A
Kazachstania pseudohumilis | CCDM 3300, CCDM 3302
barnettii CCDM 3301
humilis CCDM 3305
unispora CCDM 3304, CCDM 2010

Tab. 2 Seznam pouzitych kment mikromycet rodd
Penicillium spp., Aspergillus spp.

Aspergillus sp. Akronym Penicillium sp. Akronym

A. fumigatus CCF3170 P glabrum CCDBC 312
A. penicillioides CCF1832 P crustosum CCF 304

A. niger CCF3264 P carneum CCF 308

A. tabacinus [zoldt VUM P discolor CCDBC 340
A. cibarius CCDBC 318 P fimorum CCDBC 339
A. versicolor CCDBC 321 P chrysogenum CCDBC 311
A. unguis Izoldt VUM

A. montevidensis | CCDBC 338

Iml inokulum ve formé kapky obsahovalo 1.10° konidii
ve fyziologickém roztoku. Takto pfipravené Petriho mis-
ky byly kultivovéany pti 25 °C, penicilia 5 dni, aspergily
7 dni. Kvasinky byly kultivovany 24 h v YPD (kvasni¢ny
extrakt, pepton, dextrosa) bujéonu (Himedia, Indie). Vy-
temperovany MEA agar byl zaoCkovan 1% podilem bu-
jonu s kmenem C¢i izolatem kvasinek po 24 h kultivaci
a rozlit na Petriho misky. Koncentrace kvasinek na Petri-
ho miskach dosahovala koncentrace 10° bun€k v 1 mL.
Koncentrace konidii a kvasinek byly definovany na
zakladé vypoctu v Biirkerové komtirce (Samson a kol.,
2010). Z Petriho misek s nakultivovanymi penicilii ¢i
aspergily byly sterilné korkovrtem vyseknuté teréiky
(primér 5 mm). Na kaZzdou misku s kmenem kvasinky
byly pfeneseny dva terciky od kazdého druhu penicilia
a aspergila. Misky byly kultivovany v 25 °C v termo-
statu. Radidlni rast mycelia byl méfen po 24 h po dobu
5-7 dni. Od okraje kazdého terciku byl méfen riist myce-
lia na ¢tyrech mistech. Riast mycelia penicilii a aspergilt
z terCikl na Cistém MEA predstavoval kontrolni variantu.
Celé experimenty vcetné kontrol byly opakovany trikrat
véetné vSech méfeni.

Extracelularni produkty kvasinek

Organické kyseliny

Hodnoty pH byly stanoveny u bujoni (YPD, MEA)
zaockovanych kvasinkami po 24h kultivace pomoci pH
metru InoLab pH 720 a elektrody SenTix Sp (WTW,
Némecko). Profil organickych kyselin pro kazdy kmen/
izolat v obou médiich byl vyhodnocen kapilarni izota-
choforézou (EA 02, VILLA Labeco, Slovakia) a kapilarni
elektroforézou Agilent CE G7100 (Agilent Technologies,
USA) s UV detekci.

Proteiny a peptidy

Extracelularni proteiny a peptidy byly izolovany pomo-
ci ultrafiltraénich kolonek AMICON 30 MWO (Sigma
Aldrich, USA) (Kavkova a kol, 2022). Profil extracelu-
larnich peptidii a proteintt byl detekovan podle Haider
akol., 2011 metodou Tricine-SDS-PAGE na 15 % a 12 %
polyakrylamidovém gelu.

Zpracovani dat

Antifungalni testy byly opakovény trikrat pro vSechny
kombinace kvasinek, aspergili a penicilii. Vysledky
byly zpracovdny v programu Statistica Soft. verze
12.1. (StatSoft Europe, Hamburg, Germany) metodou
analyzy variance s faktoridlnim designem pfi p<0,05<a
s naslednou Post Hoc analyzou (Post Hoc Tukey test)
(Lep$ a Smilauer, 2016). Prezentovan4 data predstavuji
statistické hodnoty (Df — stupné volnosti, F — hodnota
kvantild, a p — nejmensi hladina vyznamnosti testu) a de-
finuji tak vyznamnou variabilitu pro aspergily a penicilia,
pro testované kmeny kvasinek a pro kombinaci kvasinek
a aspergilt ¢i penicilii.
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Vysledky a diskuze

Testovani antifungdlniho ucinku u tii rodi kvasinek
vuci aspergilim a peniciliim ukazalo, Ze mira inhibice
ristu mycelia na MEA s kvasinkou je zavisla na druhu
a kmenu kvasinky, ale také na druhu penicilia nebo
aspergilu, které vykazuji vici kvasinkam riiznou cit-
livost. Druhy aspergild s melanizovanymi konidiemi
(A. niger a A. fumigatus) jsou méné citlivé vici kvasinkam
a jejich metabolitim neZ druhy A. montevidensis nebo
A. unguis. Penicilia jsou obecné, v porovnani s aspergily,
na kvasinky méné citlivd. I mezi jednotlivymi druhy peni-
cilii byly pozorovany rozdily v citlivosti, napt. P. crusto-
sum byl méné citlivy nez. P. discolor. Inhibi¢ni ucinek
kvasinek je interpretovan napfi¢ druhovym spektrem
pouzitych aspergilii a penicilii, zahrnuje tedy interakce
s nejvice 1 nejméné citlivymi druhy penicilii a aspergila.

Wickerhamomyces anomalus (dfive Pichia anomala) je
kvasinka, u které byl popsan inhibi¢ni tiéinek vaci fungal-
nim kontaminantim v krmivech a potravinach, vici ros-
tlinnym patogenim i fungalnim patogeniim v huménni
a veterinarni mediciné (Tay a kol., 2019; Coda a kol.
2011). Inhibi¢ni uc¢inek je zaloZzen na nékolika mecha-
nismech, jako jsou kompetice o Ziviny a prostor, tvorba
biofilmd, sekrece killer toxind, produkce extracelularnich

Tab. 3 Variabilita inhibi¢niho ucinku W. anomalus
na radialni rist mycelia osmi druhd aspergilti

hydrolytickych enzymt (Hong a kol., 2017) a déle i na
produkci tékavych latek (VOCs) (Syrokou a kol., 2022;
Oro a kol., 2018). Antifungélni ucinek raznych kmenu
W. anomalus byl testovan vuci peniciliim, aspergiltim,
fusariim, hlizence, plisni Sedé a radé dalSich houbovych
organismil za ucelem ochrany skladovanych rostlinnych
produkttl (napt. jahody, rajcata, hrozny révy vinné) (Salas
akol., 2017), ale také s cilem prodlouZit trvanlivost peciva
(Garcia a kol., 2019; Coda a kol., 2011). V naSich experi-
mentech jsme testovali pét kmentt W. anomalus (Tabul-
ka 1), které byly ziskany pfevazné z kvasi a pekatskych
vyrobkil vii¢i 8 druhiim aspergilli a 6 druhim penicilii
(Tabulka 2). Inhibi¢ni u¢inek na rist aspergilii byl varia-
bilni v rdmci souboru izolatd W. anomalus a zarovei byla
1 variabilni citlivost aspergili. Obecné, A. niger a A. fla-
vus byly vici pusobeni metaboliti W. anomalus témért
rezistentni oproti A. unguis a A. montevidensis, které vy-
kazovaly nejvyssi senzitivitu. Vzhledem k tomu, Ze druh
kontaminace nelze predvidat, ptisobeni kment W. ano-
malus bylo hodnoceno napfic celym druhovym spektrem
aspergili (Obrazek 1). Statisticky priukazna variabili-
ta byla potvrzena jak mezi kmeny aspergilt, tak mezi
kmeny W. anomalus (Tabulka 3). Radialni riast mycelia
aspergiltl (rast mycelia po obvodu terc¢iku) byl vyznamné
ovlivnén kmeny KV4 a KV3 ziskanymi z domaécich

Tab. 4 Variabilita inhibi¢niho ucinku W. anomalus
na radialni rist mycelia péti druhd penicilii

Aspergillus sp. 7 412,03 0,00E*
Wickerhamomyces anomallus 5 114,10 0,00E*
Aspergillus x Wickerhamomyces 35 32,46 0,00E*

Penicillium sp. 4 25,51 0,00E*
Wickerhamomyces anomallus 5 332,04 0,00E*
Penicillium x Wickerhamomyces 20 21,54 0,00E*

Df - stupné volnosti, F — hodnota testového kritéria porovnavajici proménné, p — hladina
vyznamnosti odpovidajici 95% pravdépodobnosti testu (Faktoridini ANOVA, Statistica 12.1.)

Index* oznacuije statisticky vyznamné odliSnosti pfi p<0,05.

Obr. 1 Inhibiéni i¢inek W. anomalus na radialni rdst
mycelia osmi druhd aspergild. Sloupce predstavuji
pramérné hodnoty tfech opakovani experimentu
a s.e.m. (Faktorialni ANOVA, Statistica Soft.2.1.)
Vyznamné rozdily v inhibi¢nim ucinku jsou oznaceny
indexovymi hodnotami (PostHoc Tukey test
signifikance, Statistica Soft. v 12.1.)

Df - stupné volnosti, F — hodnota testového kritéria porovnavajici proménné, p — hladina
vyznamnosti odpovidajici 95% pravdépodobnosti testu (Faktoridini ANOVA, Statistica 12.1.)

Index* oznacuije statisticky vyznamné odliSnosti pfi p<0,05.

Obr. 2 Inhibiéni u¢inek W. anomalus na radialni rdst
mycelia péti druhi penicilii. Sloupce predstavuji
pramérné hodnoty tfech opakovani experimentu
a s.e.m (Faktorialni ANOVA, Statistica Soft. 12.1.).
Vyznamné rozdily v inhibi¢nim ucinku jsou oznaceny
indexovymi hodnotami (PostHoc Tukey test
signifikance, Statistica Soft. v 12.1.)
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zitnych kvasu. Oproti kontrole inhibovaly tyto kmeny rtst
mycelia aspergilll 0 59 %. Antifungalni ucinek W. ano-
malus VRL-76 byl testovan predevsim vuci toxinogenim
kmentm A. flavus (Hua a kol., 2014, Hua a kol., 2019)
s tim, ze kromé inhibice mycelidrniho rdstu byla také
potlacena tvorba mykotoxini. V odborné literature je
sice dostatek informaci o antifungalni aktivité vaci fy-
topatogennim plisnim s cilem poskliziiové ochrany ovoce
(Salas a kol., 2017), ale W. anomalus doposud nebyla tes-
tovana na SirSim druhovém spektru aspergild.

Inhibi¢ni G¢inky kmend W. anomalus na testovana
penicilia byly rovnéz variabilni v zavislosti na citlivos-
ti druhu Penicillium sp. Do prezentovanych vysledkl
bylo zahrnuto celé jejich spektrum (Tabulka 4). Obecné
nejméné citlivé vici acinkim kment W. anomalus bylo
P. crustosum, carneum a P. chrysogenum. Druhy P. dis-
color, P. fimorum a P. glabrum byly izolaty W. anomalus
inhibovany. V ramci experimentd je patrné, Ze nejvetsi
inhibi¢ni uc¢inek na penicilia mél izoldt KV4 a kmen
CCDM 605, které inhibovaly rist radidlniho mycelia
oproti kontrolam o 70-74 % (Obrazek 2). Antifungalni
ucinek W. anomalus byl testovan a uplatiiovan zejména
u kment s produkei killer toxinu (mycocin), a to na celé
spektrum vlaknitych hub vcetné penicilii (Vieira a kol.,
2022; Kowalska a kol., 2022).

Tab. 5 Variabilita inhibi¢niho Uéinku Kazachstania sp.
na radialni rist mycelia osmi druhd aspergilti

Kvasinky rodu Kazachstania sp. predstavuji skupinu
kvasinek, jejiz zastupci byli dfive fazeni pod rod Can-
dida sp. Druhy, jako K. exiqua, K. humilis, K. unispora
a K. barnettii byly pivodné izolovany z fermentované
zeleniny, kefiru a kvasti (Jaqués a kol., 2016). Jednotlivé
druhy se li§i fenotypickymi vlastnostmi (asimilace cukrit).
Uvedené druhy jsou halotolerantni a osmotolerantni.
Antifungalni G¢inky K. unispora z kefiru byly testovany
VUci A. niger, A. flavus a Ctyfem druhtim penicilii (Goktas
a kol., 2020). Ostatni druhy jsou popisovany v soucasné
literatufe jako vyznamna soucast tradi¢nich kvast (Urien
a kol., 2019). Fenotypy K. exiqua s killer toxinem byly
uspésné testovany vaci P. digitatum a P. italicum v ramci
ochrany citrusovych plodi (Florencia Perez a kol., 2016).

Vici aspergilim a peniciliim jsme testovali 6 kment
naleZejicich k druhiim K. unispora, K. barnettii, K. hu-
milis a K. pseudohumilis (Tabulka 2), piivodem z kvast.
Analyza variance potvrdila variabilitu v citlivosti asper-
gild i v interakcich s kmeny Kazachstania sp. (Tabulka 5,
Obrazek 3). Vyznamné rozdily byly zfejmé i v pripadé
testovani antifungalniho uG¢inku vu¢i Penicillium sp.
(Tabulka 6, Obrazek 4). Aspergily byly vyznamné in-
hibovany kmeny K. pseudohumilis 3300 (50 % oproti
kontrolnimu rastu), K. barnetii 3301 (50 %) a K. hu-
milis 3305 (57 %). Kmeny penicilii byly vic¢i kmenim

Tab. 6 Variabilita inhibi¢niho Uéinku Kazachstania sp.
na radialni rist mycelia péti druhd penicilii

Aspergillus sp. 7 195,769 0,00E*
Kazachstania sp. 6 110,092 0,00E*
Aspergillus x Kazachstania sp. 42 21,149 0,00E*

Penicillium sp. 4 47,86 0,00E*
Kazachstania sp. 6 101,99 0,00E*
Penicillium x Kazachstania sp. 24 9,36 0,00E*

Df - stupné volnosti, F — hodnota testového kritéria porovnavajici proménné, p — hladina
vyznamnosti odpovidajici 95% pravdépodobnosti testu (Faktoridini ANOVA, Statistica 12.1.)

Index* oznacuije statisticky vyznamné odliSnosti pfi p<0,05.

Obr. 3 Inhibiéni u¢inek $esti kmendizolatd Kazachstania
sp. na radialni rdst mycelia osmi druhd aspergild.
Sloupce predstavuji primérné hodnoty tfech
opakovani experimentu a s.e.m. (Faktorialni ANOVA,
Statistica Soft.2.1.) Vyznamné rozdily v inhibi¢nim
ucinku jsou oznaceny indexovymi hodnotami
(PostHoc Tukey test signifikance, Statistica Soft.

Df - stupné volnosti, F — hodnota testového kritéria porovnavajici proménné, p — hladina
vyznamnosti odpovidajici 95% pravdépodobnosti testu (Faktoridini ANOVA, Statistica 12.1.)

Index* oznacuije statisticky vyznamné odliSnosti pfi p<0,05.

Obr. 4 Inhibiéni U¢inek Sesti kmendlizolatd Kazachstania
sp. na radialni rdst mycelia péti druhd penicilii.
Sloupce predstavuji primérné hodnoty tfech
opakovani experimentu a s.e.m. (Faktorialni ANOVA,
Statistica Soft.2.1.) Vyznamné rozdily v inhibi¢nim
ucinku jsou oznaceny indexovymi hodnotami
(PostHoc Tukey test signifikance, Statistica Soft.

v12.1.) v12.1.)
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Kazachstania sp. méné citlivé. Vyznamny inhibic¢ni
ucinek na rust mycelia penicilii byl pozorovan u kmene
K. pseudohumilis CCDM 3302 (47 %).

Kluyveromyces lactis a K. marxianus jsou homotha-
lické kvasinky se schopnosti asimilovat laktézu a inulin.
Kmeny obou druhii jsou vyuzivany nejen v mlékarskych
vyrobach, ale K. marxianus také v ostatnich odvétvich,
zvlast€ pro schopnost tolerovat vyssi teploty, kratky
generacni Cas a intenzivni sekretolytickou aktivitu (Lane
akol., 2010). Kmeny, které produkuji mycocin (killer tox-
in), inhibovaly vyskyt mikrobidlnich patogend a kvasinek
(Golubev a kol., 2013). K. marxianus kmen QKM-4 byl
uspesné testovan vici toxigennim plisnim rodu Aspergillus
sp., Penicillium sp., Fusarium sp., s ohledem na produk-
ci tekavych latek (VOCs) (Alasmar a kol, 2020). Oba
druhy kvasinek byly geneticky upraveny tak, aby produ-
kovaly protektivni latky vaci bakteridlnim a fungdlnim
patogentim s cilem potencidlniho vyuziti v poskliziiové
ochrané ovoce (Curto a kol, 2013). V nasem experimentu
jsme testovali inhibi¢ni ucinek K. lactis a K. marxianus
na rast mycelia aspergilii a penicilii. Kmeny K. lactis
KLO6A a K. marxianus KM8A byly izolovany z konta-
minovaného mlékarenského prostredi, ostatni sbirkové
kmeny pochézely z mléénych vyrobkd. VSechny kmeny

Tab. 7 Variabilita inhibi¢niho tcinku Kluyveromyces lactis
a K. marxianus na radialni rdst mycelia osmi druht

aspergilti
Aspergillus sp. 7 334,86 0,00E*
Kluyveromyces sp. 5 55,904 0,00E*
Aspergillus x Kluyveromyces sp. 35 16,102 0,00E*

inhibovaly vyznamné rist jak aspergilli, tak penicilii ve
srovnani s kontrolami (Tabulky 7 a 8, Obrazek 5 a 6).
Inhibice aspergilt kmeny K. lactis a K. marxianus dosa-
hovala 52 % u kmene K. lactis KL6A a kmene K. marxia-
nus CCDM 258 po 72 hodinéach kultivace. Kmen K. lactis
1054 vyznamné inhiboval rast penicilii (77 %).
Porovname-li vSechny testované kmeny kvasinek z hle-
diska inhibice riistu mycelia aspergilil a penicilii, je patrné,
Ze nejvice inhiboval rist mycelia druh W. Anomallus, a to
kmeny KV4, KV3 a penicilia inhiboval také kmen CCDM
605. Inhibice dosahovaly 70-74 % oproti kontrolnimu
ristu ve sledovaném obdobi 72 h. Ostatni druhy kvasinek,
Kazachstania sp. a Kluyveromyces sp. inhibovaly aspergi-
ly a penicilia méné (40-50 %), ale kmen K. lactis CCDM
1054 vyznamné inhiboval rast penicilii (77 %). Tento
kmen také nejvice snizoval pH v kultivaénim bujénu
YPD a produkoval nejvétsi mnozstvi kyseliny mlécné jak
v MEA, tak v YPD. Kmen K. lactis obsahujici gen pro
ldh (laktitdehydrogenasa) metabolizuje glukézu na kyse-
linu mlécnou (Bianchi a kol., 2001), kterd ptsobi fungi-
staticky. V kultivaénim médiu YPD také kmen CCDM
1054 navysoval obsah kyseliny sorbové ve srovnéni
s kontrolou (Tab. 9). V literatufe neni zatim takovyto jev
popisovan. V MEA médiu byly hodnoty kyselin a pH (5,4)

Tab. 8 Variabilita inhibi¢niho tcinku Kluyveromyces lactis
a K. marxianus na radiglni rast mycelia péti druht
penicilif

Penicillium sp. 4 35,26 0,00E*
Kluyveromyces sp. 237,03 0,00E*
Penicillium x Kluyveromyces sp. 20 24,88 0,00E*

F — hodnota testového kritéria porovndvajici proménné, p — hladina vyznamnosti
odpovidajici 95% pravdépodobnosti testu (Faktoridini ANOVA, Statistica 12.1.)

Index* oznacuje statisticky vyznamné odliSnosti pfi p<0,05.

Obr. 5 Inhibi¢ni uéinek péti kmend/izolatd Kluyveromyces
sp. na radialni rdst mycelia osmi druhd aspergild.
Sloupce predstavuji primérné hodnoty tfech
opakovani experimentu a s.e.m. (Faktorialnif ANOVA,
Statistica Soft.2.1.) Vyznamné rozdily v inhibi¢nim
Ucinku jsou oznaceny indexovymi hodnotami
(PostHoc Tukey test signifikance, Statistica Soft.

F - hodnota testového kritéria porovndvajici proménné, p — hladina vyznamnosti
odpovidajici 95% pravdépodobnosti testu (Faktoridini ANOVA, Statistica 12.1.)

Index* oznacuje statisticky vyznamné odliSnosti pfi p<0,05.

Obr. 6 Inhibi¢ni uéinek péti kmend/izolatd Kiuyveromyces
sp. na radialni rdst mycelia péti druhd penicilii.
Sloupce predstavuji primérné hodnoty tfech
opakovani experimentu a s.e.m. (Faktorialnif ANOVA,
Statistica Soft.2.1.) Vyznamné rozdily v inhibi¢nim
Ucéinku jsou oznaceny indexovymi hodnotami
(PostHoc Tukey test signifikance, Statistica Soft.
v12.1.)
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niz§inez u YPD (6,5) a také YPD je pro
kvasinky nutri¢né bohatsi (Tabulka 9).
Kyselina sorbovd je pouZzivana jako
konzervant s fungistatickym ucinkem. ITP CE

V rozdilném mnoZstvi je ale také mg.100 mL" ppm
zastoupend v zakladni receptuie syn- miécna octovd sorhovd
tetick}'/ch médii YPD a MEA (Tabul— Kultivaéni medium YPD ME YPD ME YPD ME

Tab. 9 Namerené hodnoty vybranych organickych kyselin s potencialnim
konzervac¢nim ucinkem a pH u kultur kvasinek po 24 h kultivaci ve dvou
kultivacnich médiich

Organickeé kyseliny

ka 9). Profil extraceluldrnich proteint SRy ik 27,8 244 | 49 | 71 | 675 | 65 | 54
a peptidt ukazal, ze kmeny K. pseuhu- W. anomalus ﬁ\L/i ;;i 480‘52 222 1;1';1 187‘62 ;g: 222 j:g
milis CCDM 3302 a K. humilis CCDM WA 68‘3 45‘ 9 34’9 o 3 36' s 71’2 5’14 4’49
SEUB, st s nloovelly apesly @ - COM 605 | 285 | 86 | 303 | 126 | 255 | 703 | 5.72 | 488
nicilia, produkovaly nejen peptidy, ale K3 30‘7 8‘7 29’ 0 9'3 ) 1’ 5 72’ ) 5’ % 5’ 0
il proteiny veispekinyi25:3 0lidhanTCiETeR prmm———— 302 | 85 | 344 | 124 | 156 | 722 | 534 | 487
mohou odpovidat napiiklad chitindzam 3302 308 | 111 1 302 | 213 | 234 | 724 | 583 | 483
e R « 1unils 3305 306 | 11,3 | 339 | 17.7 | 163 | 705 | 537 | 4,68
také ukdzal u kmene K. lactis CCDM 17 3301 319 | 87 | 348 | 184 | 164 | 722 | 437 | 46
1054. K unispora 3304 823 | 7.3 | 325 | 108 | 182 | 696 | 467 | 441
Zavi CCOM 2010 | 321 | 93 | 343 | 116 | 205 | 75,3 | 534 | 4,90
aver K. lactis KL6A 319 | 106 | 324 | 152 | 7.0 | 716 | 536 | 4,86

. CCOM 1054 | 665 | 62,8 | 28,6 | 154 | 219 | 68,7 | 4,42 | 4,99

VSechny testované kmeny a izolaty | x marxianus KM8A 267 | 459 | 301 | 83 | 125 | 71,2 | 547 | 471
rodu Wickerhamomyces sp., Kazach- CCDM 258 | 285 | 85 | 315 | 156 | 17,5 | 732 | 528 | 4,82
stania sp. a Kluyveromyces sp. vyznam- CCOM270 | 276 | 87 | 35 | 156 | 157 | 73.2 | 551 | 4,85

né potlacovaly rust mycelia u aspergilti
a penicilii oproti kontrolnim variantdm.
Nizsi hodnoty celkové inhibice jsou
dusledkem interakci A. flavus a A. niger, které nereagovaly
na pritomnost kvasinek tak citlivé, jako ostatni testované
druhy aspergilii. Také druhy penicilii se vzajemné liSily
v reakci na pritomnost kvasinek. Kmeny K. humilis CCDM
3305 a K. pseudohumilis CCDM 3302 a K. lactis CCDM
1054, které inhibovaly aspergily a penicilia nejvice, produ-
kovaly do kultivacntho média vy$§i mnoZstvi kyseliny
mlécné a sorbové. Také spektrum extraceluldrnich proteinti
a peptidi bylo odlisné nez u ostatnich kment. Vybrané
kmeny (CCDM 3305, CCDM 3302, CCDM 1054) s anti-
fungdlnim G¢inkem predstavuji mozné protektivni agens do
kvasu ¢i jinych potravin, i kdyZ je nutné jesté dalsi testovani
s ohledem na podminky prostfedi a matrice, ve kterych by
kvasinky ¢i jejich metabolické produkty byly pouzity.

Podékovdani
Piispévek vznikl za podpory projektu MZe CR Zemé
QK1910036 a QK1910024 a Mze -RO1422.
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MOLEKULARNE-GENETICKE
METODY ZALOZENE NA PCR
VYUZITELNE PRO DETEKCI

A IDENTIFIKACI MIKROORGA-
NISMU V MLEKARENSTVI

Jaromir CihlaF, Olga Bazalova
Wzkumny Ustav mlékarensky s.r.o., Tabor

PCR-based molecular-genetic methods
suitable for the detection and identification
of microorganisms in the dairy industry

Abstrakt

Identifikace, klasifikace a detekce mikrobialnich
organismi je nedilnou soucasti ukonii provadénych
ve sbirkach, i pfi vyzkumu v potravinarské mikro-
biologii. Rychla detekce a identifikace nezadoucich
mikroorganismii, nebo kontrola Ccistoty pouZivanych
mikrobialnich kultur, je zasadni pro udrzeni kvality
a bezpecnosti potravin. Tradi¢ni metody v potravinarské
mikrobiologii jsou zavislé na kultivaci studovanych
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