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Abstrakt

Testování a aplikace protektivních látek přírodního 
původu nebo nezávadných a bezpečných mikrobiál-
ních agens a jejich produktů se dostává, v návaznosti na 
poptávku po potravinách bez chemických konzervantů, 
do popředí výzkumu. Mezi taková agens patří i druhy 
kvasinek, které vykazují antifungální aktivitu vůči 
plísním. V naší studii jsme testovali inhibiční aktivitu 
pěti izolátů Wickerhamomyces anomalus, šesti izolátů 

Tab. 4  Množství AK v sýrech během procesu zrání v rozmezí 45 až 120 dní (n =3; p = 95 %)

stáří sýra 45 dní 75 dní 120 dní

AK NH4/12/19/22  
mg/kg

NH4/12/19/22  
mg/kg

NH4/12/19/22  
mg/kg

1-Lys 1121±85/1798±118/2081±169/1897±141 1954±121/2921±102/3215±98/2804±145 3309±254/5132±425/5343±369/4812±287

2-Arg 45±7/119±8/154±11/186±14 <38/244±17/179±9/268±24 <38/305±22/188±12/290±18

3-His 203±19/429±32/454±41/452±27 328±21/826±45/686±49/629±56 513±41/1270±101/1271±98/1045±84

4-Gly 541±42/220±17/322±25/260±17 253±25/393±29/525±42/430±37 467±28/733±65/878±71/751±72

5-Asn 791±65/839±47/920±38/937±48 1123±89/1406±112/1465±95/1297±87 1666±115/1952±145/2124±102/1956±98

6-Ala 300±25/358±29/485±35/351±21 424±18/509±38/610±48/501±65 578±44/865±74/934±89/782±61

7-Ser 365±28/400±35/390±17/311±10 531±26/652±39/606±42/532±36 767±58/985±85/896±105/841±61

8-Thr 375±45/436±35/410±21/380±29 724±66/714±54/588±47/542±51 939±69/1009±87/959±74/1104±95

9-Pro 481±29/1059±54/1210±75/975±84 829±78/1703±95/2011±154/1663±121 1642±127/2942±254/3297±198/2703±245

10-Phe 673±45/864±85/818±71/843±65 1038±47/1453±85/1477±96/1300±68 1765±115/2347±178/2492±164/2238±136

11-Met 280±22/333±28/296±11/234±15 410±27/469±31/389±25/434±29 561±51/830±62/805±69/641±54

12-Val 556±45/923±81/941±75/842±66 1041±75/1489±81/1476±115/1285±87 1906±85/2579±135/2453±175/2326±165

13-Leu 1473±98/1881±78/1988±147/2017±112 2182±175/3040±251/3153±178/2938±195 3542±210/5038±415/4912±354/4539±254

14-Ile 383±28/493±41/590±38/468±17 497±47/794±85/901±65/676±58 992±101/1404±110/1687±95/1415±121

15-Gln 815±65/1047±71/1117±88/1063±74 1257±85/1549±113/1721±87/1224±101 1570±131/2046±154/2236±144/1842±132

16-Tyr 432±25/445±36/420±28/382±41 662±48/727±51/742±86/616±54 1040±72/1241±83/1183±58/931±69

17-Trp 50±11/57±13/72±8/28±6 46±9/94±10/98±7/52±6 108±21/171±11/145±13/131±9

18-Glu 2280±175/3002±205/3280±269/3054±154 3674±185/5061±325/5248±251/4391±321 5751±369/7627±547/8321±414/7260±369

19-Asp 211±15/202±21/225±17/196±16 320±25/284±29/398±36/290±14 512±29/569±41/654±38/481±26
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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

Úvod

Vláknité mikromycety a kvasinky představují druhově 
rozmanité skupiny houbových organismů, které spolu 
s řadou mikroorganismů tvoří v přirozených podmínkách 
komunity, v nichž dochází k vzájemným interakcím na 
úrovni kompetice o živiny a prostor, antibiózy, parazi
tismu či predace. Potraviny, pekařské a mléčné výrobky, 
představují pro vláknité mikromycety i kvasinky uniform-
ní prostředí bohaté na živiny s malou mikrobiologickou 
konkurencí. Nejčastějšími kontaminanty potravin jsou 
vláknité mikromycety, zejména rody Penicillium spp., 
Aspergillus spp., a Fusarium spp.. Kontaminující druhy 
zpravidla tolerují vyšší hladinu soli (halotolerantní 
druhy) (15 %), nízkou vodní aktivitu (aw) a mají širší 
teplotní amplitudu (Garnier a kol., 2017; Udovicki a kol., 
2018). Potraviny znehodnocují nejen nutričně i senzo-
ricky, ale i produkcí mykotoxinů a dalších sekundárních 
metabolitů (Ráduly a kol., 2020). Sanitace výrobních 
a expedičních prostor a zařízení schválenými prostředky 
je sice pravidelnou součástí výrob, ale vzhledem k rezis
tentním a adaptačním mechanismům kontaminujících 
plísní nemusí být vždy efektivní. Legislativa EU povolu-
je konzervační prostředky v pekařských výrobcích, jako 
je E 280 (kyselina propionová) nebo E281 (propionát 
sodný) v množství 0,2-0,3 % (% hm) (Coda a kol., 2011), 
které chrání výrobek po deklarovanou dobu. V mléčných 
výrobcích jsou také v rámci EU povolené konzervanty, 
jako je kyselina sorbová (E200) a její soli (E202 a E203), 
benzoáty (E211, E212, E213) (Nařízení komise (EU) 
č. 1129/2011, Garnier akol., 2017). V  současné době 
jsou celosvětově preferovány potraviny bez chemických 
konzervantů. Řada studií se proto zaměřuje na vývoj 
a aplikaci konzervantů přírodního původu (rostlinné éte
rické oleje aj.), využití bakterií mléčného kvašení a je-
jich metabolických produktů (Matevosyan a kol., 2020, 
Wang a kol., 2021) a také kvasinek (Souza a kol., 2017; 
Freimoser a kol., 2019). Antifungální aktivita kvasinek 
vůči toxigenním plísním je přičítána kombinacím 
několika mechanismů, jako např. kompetice o  prostor 
a živiny, sekrece enzymů (glukanázy, chitinázy, pro-
teázy), produkce toxinů a uvolňování těkavých látek 
(VOCs) (Freimoser a kol., 2019). Produkce těchto látek 
jsou podmíněné vnitrodruhovou variabilitou (jsou tedy 
vlastností kmene, nikoliv obecně druhu) a podmínkami 
prostředí. Výběr kmene s antifungální aktivitou musí 
být cílen tak, aby účinek byl efektivní a bez vedlejšího 
účinku, tedy bez znehodnocení potravinářského produktu 

kvasinek Kazachstania pseudohumilis, K. humilis, 
K.  barnettii a  K.  unispora a čtyřech izolátů Kluyvero­
myces lactis a K. marxianus na růst mycelia osmi druhů 
aspergilů a šesti druhů penicilií, izolovaných z kontami-
novaných potravin a provozů. Výsledky ukázaly, že 
izoláty jednotlivých druhů kvasinek, které úspěšně inhi
bovaly aspergily, vykazovaly nižší inhibiční efekt vůči 
peniciliím. Významná byla také variabilita v citlivosti 
aspergilů a penicilií vůči testovaným kmenům kvasinek. 
Aspergillus niger a A. flavus byly vůči působení kvasinek 
méně citlivé než ostatní druhy aspergilů. Významný 
inhibiční efekt na růst mycelia aspergilů (74 % oproti 
kontrolnímu růstu) byl pozorován u izolátů Wickerhamo­
myces anomallus KV3 (74 %) a KV4 (70 %), kdežto 
vůči peniciliím se uplatňoval kmen CCDM 605, který 
inhiboval růst mycelia o 60 % oproti kontrolám. Růst 
mycelia u  penicilií významně inhiboval o 77 % kmen 
Kluyveromyces lactis CCDM 1054. I když se jedná 
o in vitro testy, je zřejmé, že určité kmeny kvasinek jsou 
schopné inhibovat růst mycelia aspergilů a penicilií. 
Kmen K. lactis CCDM 1054 také intenzivně produko-
val kyselinu mléčnou a sorbovou, což snižovalo pH sub-
strátu. Kmeny K. pseuhumilis CCDM 3302 a K. humilis 
CCDM 3305 inhibovaly růst mycelia plísní o 57-50 % 
oproti kontrolám. Tyto kmeny a K. lactis CCDM 1054 se 
lišily spektrem extracelulárně produkovaných proteinů 
a peptidů v 30KDa koncentrátu. 

Klíčová slova: kvasinky, mikromycety, inhibice, růst 
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 



věda,  výzkum

MLÉKAŘSKÉ LISTY 195, VOL. 33, No. 6 19

kvasinkou. V rámci ochrany potravin před plísněmi, zej
ména u kvasů, se využívá synergického účinku kvasinek 
s prokázaným antifungálním účinkem v kombinaci s lak-
tobacily (Carbonetto a kol., 2020). Na základě dostup-
ných vědeckých výsledků a výsledků získaných při 
řešení projektů jsme se zaměřili na antifungální aktivitu 
kmenů rodů Wickerhamomyces sp., Kazachstania spp. 
a Kluyveromyces spp.. Celkem 15 kmenů kvasinek bylo 
testováno vůči osmi druhům aspergilů a šesti druhům 
penicilií. 

Materiály a metody

Houbové organismy
Kvasinky (Tabulka 1) a vláknité mikromycety (Tabul-

ka 2) použité k testování vzájemných interakcí pocházejí 
ze sbírek mikroorganismů CCDBC (Milcom a.s., CZ) 
a CCF (Karlova univerzita, CZ). A. tabacinus a A. unguis 
jsou kmeny izolované z kontaminovaných pekařských 
a  mléčných výrobků. Stejně jako kmeny ze sbírek 
CCDBC a CCF, byly nově izolované kmeny identifiko-
vány na základě sekvenování jaderných a nejaderných 
úseků DNA (barkódování) podle Schoch a kol., 2012; 
Stiellow a kol., 2015 a dále doplněny o mikroskopické 
popisy (Samson a kol., 2010). Kmeny kvasinek byly 
určeny na základě sekvenace ITS spektra (Schoch a kol., 
2012) a morfologie kolonií a buněk (Kurtzman a kol, 
2014). 

Antifungální test
Interakce mezi kvasinkami a vláknitými mikromy-

cetami byly testovány modifikovanou metodou podle 
Demirbas a kol. 2017. Za účelem testování byly mikro-
mycety kultivovány metodou přelivu vytemperovaným 
malt extrakt agarem (MEA, Himedia, Indie) a to tak, že 

1ml inokulum ve formě kapky obsahovalo 1.105 konidií 
ve fyziologickém roztoku. Takto připravené Petriho mis-
ky byly kultivovány při 25 °C, penicilia 5 dní, aspergily 
7 dní. Kvasinky byly kultivovány 24 h v YPD (kvasničný 
extrakt, pepton, dextrosa) bujónu (Himedia, Indie). Vy-
temperovaný MEA agar byl zaočkován 1% podílem bu-
jonu s kmenem či izolátem kvasinek po 24 h kultivaci 
a rozlit na Petriho misky. Koncentrace kvasinek na Petri-
ho miskách dosahovala koncentrace 105 buněk v 1 mL. 
Koncentrace konidií a kvasinek byly definovány na 
základě výpočtu v Bürkerově komůrce (Samson a kol., 
2010). Z Petriho misek s nakultivovanými penicilii či 
aspergily byly sterilně korkovrtem vyseknuté terčíky 
(průměr 5 mm). Na každou misku s kmenem kvasinky 
byly přeneseny dva terčíky od každého druhu penicilia 
a  aspergila. Misky byly kultivovány v 25 °C v termo-
statu. Radiální růst mycelia byl měřen po 24 h po dobu 
5-7 dní. Od okraje každého terčíku byl měřen růst myce-
lia na čtyřech místech. Růst mycelia penicilií a aspergilů 
z terčíků na čistém MEA představoval kontrolní variantu. 
Celé experimenty včetně kontrol byly opakovány třikrát 
včetně všech měření.

Extracelulární produkty kvasinek

Organické kyseliny
Hodnoty pH byly stanoveny u bujónů (YPD, MEA) 

zaočkovaných kvasinkami po 24h kultivace pomocí pH 
metru InoLab pH 720 a elektrody SenTix Sp (WTW, 
Německo). Profil organických kyselin pro každý kmen/ 
izolát v obou médiích byl vyhodnocen kapilární izota-
choforézou (EA 02, VILLA Labeco, Slovakia) a kapilární 
elektroforézou Agilent CE G7100 (Agilent Technologies, 
USA) s UV detekcí.

Proteiny a peptidy
Extracelulární proteiny a peptidy byly izolovány pomo

cí ultrafiltračních kolonek AMICON 30 MWO (Sigma 
Aldrich, USA) (Kavková a kol, 2022). Profil extracelu-
lárních peptidů a proteinů byl detekován podle Haider 
a kol., 2011 metodou Tricine-SDS-PAGE na 15 % a 12 % 
polyakrylamidovém gelu.

Zpracování dat

Antifungální testy byly opakovány třikrát pro všechny 
kombinace kvasinek, aspergilů a penicilií. Výsledky 
byly zpracovány v programu Statistica Soft. verze 
12.1. (StatSoft Europe, Hamburg, Germany) metodou 
analýzy variance s faktoriálním designem při p≤0,05≤α 
s následnou Post Hoc analýzou (Post Hoc Tukey test) 
(Lepš a Šmilauer, 2016). Prezentovaná data představují 
statistické hodnoty (Df – stupně volnosti, F – hodnota 
kvantilů, a p – nejmenší hladina významnosti testu) a de-
finují tak významnou variabilitu pro aspergily a penicilia, 
pro testované kmeny kvasinek a pro kombinaci kvasinek 
a aspergilů či penicilií. 

Tab. 1  Seznam použitých kmenů 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 použitých kmenů mikromycet rodů  
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 Izolát VUM P. discolor CCDBC 340
A. cibarius CCDBC 318 P. fimorum CCDBC 339
A. versicolor CCDBC 321 P. chrysogenum CCDBC 311
A. unguis Izolát VUM 
A. montevidensis CCDBC 338
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hydrolytických enzymů (Hong a kol., 2017) a dále i na 
produkci těkavých látek (VOCs) (Syrokou a kol., 2022; 
Oro a kol., 2018). Antifungální účinek různých kmenů 
W. anomalus byl testován vůči peniciliím, aspergilům, 
fusáriím, hlízence, plísni šedé a řadě dalších houbových 
organismů za účelem ochrany skladovaných rostlinných 
produktů (např. jahody, rajčata, hrozny révy vinné) (Salas 
a kol., 2017), ale také s cílem prodloužit trvanlivost pečiva 
(Garcia a kol., 2019; Coda a kol., 2011). V našich experi-
mentech jsme testovali pět kmenů W. anomalus (Tabul-
ka 1), které byly získány převážně z kvasů a pekařských 
výrobků vůči 8 druhům aspergilů a 6 druhům penicilií 
(Tabulka 2). Inhibiční účinek na růst aspergilů byl varia
bilní v rámci souboru izolátů W. anomalus a zároveň byla 
i variabilní citlivost aspergilů. Obecně, A. niger a A. fla­
vus byly vůči působení metabolitů W. anomalus téměř 
rezistentní oproti A. unguis a A. montevidensis, které vy-
kazovaly nejvyšší senzitivitu. Vzhledem k tomu, že druh 
kontaminace nelze předvídat, působení kmenů W.  ano­
malus bylo hodnoceno napříč celým druhovým spektrem 
aspergilů (Obrázek 1). Statisticky průkazná variabili
ta byla potvrzena jak mezi kmeny aspergilů, tak mezi 
kmeny W. anomalus (Tabulka 3). Radiální růst mycelia 
aspergilů (růst mycelia po obvodu terčíku) byl významně 
ovlivněn kmeny KV4 a KV3 získanými z domácích 

Výsledky a diskuze

Testování antifungálního účinku u tří rodů kvasinek 
vůči aspergilům a peniciliím ukázalo, že míra inhibice 
růstu mycelia na MEA s kvasinkou je závislá na druhu 
a  kmenu kvasinky, ale také na druhu penicilia nebo 
aspergilu, které vykazují vůči kvasinkám různou cit-
livost. Druhy aspergilů s melanizovanými konidiemi  
(A. niger a A. fumigatus) jsou méně citlivé vůči kvasinkám 
a jejich metabolitům než druhy A. montevidensis nebo  
A. unguis. Penicilia jsou obecně, v porovnání s aspergily, 
na kvasinky méně citlivá. I mezi jednotlivými druhy peni
cilií byly pozorovány rozdíly v citlivosti, např. P. crusto­
sum byl méně citlivý než. P. discolor. Inhibiční účinek 
kvasinek je interpretován napříč druhovým spektrem 
použitých aspergilů a penicilií, zahrnuje tedy interakce 
s nejvíce i nejméně citlivými druhy penicilií a aspergilů.

Wickerhamomyces anomalus (dříve Pichia anomala) je 
kvasinka, u které byl popsán inhibiční účinek vůči fungál-
ním kontaminantům v krmivech a potravinách, vůči ros-
tlinným patogenům i fungálním patogenům v  humánní 
a veterinární medicíně (Tay a kol., 2019; Coda a kol. 
2011). Inhibiční účinek je založen na několika mecha-
nismech, jako jsou kompetice o živiny a prostor, tvorba 
biofilmů, sekrece killer toxinů, produkce extracelulárních 

Tab. 3  �Variabilita inhibičního účinku W. anomalus 
na radiální růst mycelia osmi druhů aspergilů

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

Df – stupně volnosti, F – hodnota testového kritéria porovnávající proměnné, p – hladina 
významnosti odpovídající 95% pravděpodobnosti testu (Faktoriální ANOVA, Statistica 12.1.)
Index* označuje statisticky významné odlišnosti při p≤0,05.

Obr. 1  �Inhibiční účinek W. anomalus na radiální růst 
mycelia osmi druhů aspergilů. Sloupce představují 
průměrné hodnoty třech opakování experimentu 
a s.e.m. (Faktoriální ANOVA, Statistica Soft.2.1.) 
Významné rozdíly v inhibičním účinku jsou označeny 
indexovými hodnotami (PostHoc Tukey test 
signifikance, Statistica Soft. v 12.1.)

Tab. 4  �Variabilita inhibičního účinku W. anomalus 
na radiální růst mycelia pěti druhů penicilií

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

Df – stupně volnosti, F – hodnota testového kritéria porovnávající proměnné, p – hladina 
významnosti odpovídající 95% pravděpodobnosti testu (Faktoriální ANOVA, Statistica 12.1.)
Index* označuje statisticky významné odlišnosti při p≤0,05.

Obr. 2  �Inhibiční účinek W. anomalus na radiální růst 
mycelia pěti druhů penicilií. Sloupce představují 
průměrné hodnoty třech opakování experimentu 
a s.e.m (Faktoriální ANOVA, Statistica Soft. 12.1.). 
Významné rozdíly v inhibičním účinku jsou označeny 
indexovými hodnotami (PostHoc Tukey test 
signifikance, Statistica Soft. v 12.1.)

s.e.m. - střední chyba průměru
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žitných kvasů. Oproti kontrole inhibovaly tyto kmeny růst 
mycelia aspergilů o 59 %. Antifungální účinek W. ano­
malus VRL-76 byl testován především vůči toxinogením 
kmenům A. flavus (Hua a kol., 2014, Hua a kol., 2019) 
s tím, že kromě inhibice myceliárního růstu byla také 
potlačena tvorba mykotoxinů. V odborné literatuře je 
sice dostatek informací o antifungální aktivitě vůči fy-
topatogenním plísním s cílem posklizňové ochrany ovoce 
(Salas a kol., 2017), ale W. anomalus doposud nebyla tes-
tována na širším druhovém spektru aspergilů. 

Inhibiční účinky kmenů W. anomalus na testovaná 
penicilia byly rovněž variabilní v závislosti na citlivos
ti druhu Penicillium sp. Do prezentovaných výsledků 
bylo zahrnuto celé jejich spektrum (Tabulka 4). Obecně 
nejméně citlivé vůči účinkům kmenů W. anomalus bylo 
P. crustosum, carneum a P. chrysogenum. Druhy P. dis­
color, P. fimorum a P. glabrum byly izoláty W. anomalus 
inhibovány. V rámci experimentů je patrné, že největší 
inhibiční účinek na penicilia měl izolát KV4 a kmen 
CCDM 605, které inhibovaly růst radiálního mycelia 
oproti kontrolám o 70-74 % (Obrázek 2). Antifungální 
účinek W. anomalus byl testován a uplatňován zejména 
u kmenů s produkcí killer toxinu (mycocin), a to na celé 
spektrum vláknitých hub včetně penicilií (Vieira a kol., 
2022; Kowalska a kol., 2022). 

Kvasinky rodu Kazachstania sp. představují skupinu 
kvasinek, jejíž zástupci byli dříve řazeni pod rod Can­
dida sp. Druhy, jako K. exiqua, K. humilis, K. unispora 
a K. barnettii byly původně izolovány z fermentované 
zeleniny, kefíru a kvasů (Jaqués a kol., 2016). Jednotlivé 
druhy se liší fenotypickými vlastnostmi (asimilace cukrů). 
Uvedené druhy jsou halotolerantní a osmotolerantní. 
Antifungální účinky K. unispora z kefíru byly testovány 
vůči A. niger, A. flavus a čtyřem druhům penicilií (Goktas 
a kol., 2020). Ostatní druhy jsou popisovány v současné 
literatuře jako významná součást tradičních kvasů (Urien 
a kol., 2019). Fenotypy K. exiqua s killer toxinem byly 
úspěšně testovány vůči P. digitatum a P. italicum v rámci 
ochrany citrusových plodů (Florencia Perez a kol., 2016).

Vůči aspergilům a peniciliím jsme testovali 6 kmenů 
náležejících k druhům K. unispora, K. barnettii, K. hu­
milis a K. pseudohumilis (Tabulka 2), původem z kvasů. 
Analýza variance potvrdila variabilitu v citlivosti asper
gilů i v interakcích s kmeny Kazachstania sp. (Tabulka 5, 
Obrázek 3). Významné rozdíly byly zřejmé i v případě 
testování antifungálního účinku vůči Penicillium sp. 
(Tabulka 6, Obrázek 4). Aspergily byly významně in-
hibovány kmeny K. pseudohumilis 3300 (50 % oproti 
kontrolnímu růstu), K. barnetii 3301 (50 %) a K. hu­
milis 3305 (57 %). Kmeny penicilií byly vůči kmenům 

Tab. 5  �Variabilita inhibičního účinku Kazachstania sp. 
na radiální růst mycelia osmi druhů aspergilů

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

Df – stupně volnosti, F – hodnota testového kritéria porovnávající proměnné, p – hladina 
významnosti odpovídající 95% pravděpodobnosti testu (Faktoriální ANOVA, Statistica 12.1.) 
Index* označuje statisticky významné odlišnosti při p≤0,05.

Obr. 3  �Inhibiční účinek šesti kmenů/izolátů Kazachstania 
sp. na radiální růst mycelia osmi druhů aspergilů. 
Sloupce představují průměrné hodnoty třech 
opakování experimentu a s.e.m. (Faktoriální ANOVA, 
Statistica Soft.2.1.) Významné rozdíly v inhibičním 
účinku jsou označeny indexovými hodnotami 
(PostHoc Tukey test signifikance, Statistica Soft. 
v 12.1.)

Tab. 6  �Variabilita inhibičního účinku Kazachstania sp. 
na radiální růst mycelia pěti druhů penicilií

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

Df – stupně volnosti, F – hodnota testového kritéria porovnávající proměnné, p – hladina 
významnosti odpovídající 95% pravděpodobnosti testu (Faktoriální ANOVA, Statistica 12.1.)
Index* označuje statisticky významné odlišnosti při p≤0,05.

Obr. 4  �Inhibiční účinek šesti kmenů/izolátů Kazachstania 
sp. na radiální růst mycelia pěti druhů penicilií. 
Sloupce představují průměrné hodnoty třech 
opakování experimentu a s.e.m. (Faktoriální ANOVA, 
Statistica Soft.2.1.) Významné rozdíly v inhibičním 
účinku jsou označeny indexovými hodnotami 
(PostHoc Tukey test signifikance, Statistica Soft. 
v 12.1.)
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Kazachstania sp. méně citlivé. Významný inhibiční 
účinek na růst mycelia penicilií byl pozorován u kmene 
K. pseudohumilis CCDM 3302 (47 %). 

Kluyveromyces lactis a K. marxianus jsou homotha
lické kvasinky se schopností asimilovat laktózu a inulin. 
Kmeny obou druhů jsou využívány nejen v mlékařských 
výrobách, ale K. marxianus také v ostatních odvětvích, 
zvláště pro schopnost tolerovat vyšší teploty, krátký 
generační čas a intenzivní sekretolytickou aktivitu (Lane 
a kol., 2010). Kmeny, které produkují mycocin (killer tox-
in), inhibovaly výskyt mikrobiálních patogenů a kvasinek 
(Golubev a kol., 2013). K. marxianus kmen QKM-4 byl 
úspěšně testován vůči toxigenním plísním rodu Aspergillus 
sp., Penicillium sp., Fusarium sp., s ohledem na produk-
ci těkavých látek (VOCs) (Alasmar a  kol, 2020). Oba 
druhy kvasinek byly geneticky upraveny tak, aby produ-
kovaly protektivní látky vůči bakteriálním a  fungálním 
patogenům s cílem potenciálního využití v  posklizňové 
ochraně ovoce (Curto a kol, 2013). V našem experimentu 
jsme testovali inhibiční účinek K.  lactis a K. marxianus 
na růst mycelia aspergilů a  penicilií. Kmeny K. lactis 
KL6A a K. marxianus KM8A byly izolovány z konta
minovaného mlékárenského prostředí, ostatní sbírkové 
kmeny pocházely z mléčných výrobků. Všechny kmeny 

inhibovaly významně růst jak aspergilů, tak penicilií ve 
srovnání s kontrolami (Tabulky 7 a 8, Obrázek 5 a 6). 
Inhibice aspergilů kmeny K. lactis a K. marxianus dosa-
hovala 52 % u kmene K. lactis KL6A a kmene K. marxia­
nus CCDM 258 po 72 hodinách kultivace. Kmen K. lactis 
1054 významně inhiboval růst penicilií (77 %). 

Porovnáme-li všechny testované kmeny kvasinek z hle
diska inhibice růstu mycelia aspergilů a penicilií, je patrné, 
že nejvíce inhiboval růst mycelia druh W. Anomallus, a to 
kmeny KV4, KV3 a penicilia inhiboval také kmen CCDM 
605. Inhibice dosahovaly 70-74 % oproti kontrolnímu 
růstu ve sledovaném období 72 h. Ostatní druhy kvasinek, 
Kazachstania sp. a Kluyveromyces sp. inhibovaly aspergi-
ly a penicilia méně (40-50 %), ale kmen K. lactis CCDM 
1054 významně inhiboval růst penicilií (77 %). Tento 
kmen také nejvíce snižoval pH v  kultivačním bujónu 
YPD a produkoval největší množství kyseliny mléčné jak 
v MEA, tak v YPD. Kmen K. lactis obsahující gen pro 
ldh (laktátdehydrogenasa) metabolizuje glukózu na kyse-
linu mléčnou (Bianchi a kol., 2001), která působí fungi-
staticky. V kultivačním médiu YPD také kmen CCDM 
1054 navyšoval obsah kyseliny sorbové ve srovnání 
s kontrolou (Tab. 9). V literatuře není zatím takovýto jev 
popisován. V MEA médiu byly hodnoty kyselin a pH (5,4) 

Tab. 7  �Variabilita inhibičního účinku Kluyveromyces lactis 
a K. marxianus na radiální růst mycelia osmi druhů 
aspergilů

Faktor Df F p
Aspergillus sp. 7 334,86 0,00E*
Kluyveromyces sp. 5 55,904 0,00E*
Aspergillus x Kluyveromyces sp. 35 16,102 0,00E*

F – hodnota testového kritéria porovnávající proměnné, p – hladina významnosti 
odpovídající 95% pravděpodobnosti testu (Faktoriální ANOVA, Statistica 12.1.)
Index* označuje statisticky významné odlišnosti při p≤0,05.

Obr. 5  �Inhibiční účinek pěti kmenů/izolátů Kluyveromyces 
sp. na radiální růst mycelia osmi druhů aspergilů. 
Sloupce představují průměrné hodnoty třech 
opakování experimentu a s.e.m. (Faktoriální ANOVA, 
Statistica Soft.2.1.) Významné rozdíly v inhibičním 
účinku jsou označeny indexovými hodnotami 
(PostHoc Tukey test signifikance, Statistica Soft. 
v 12.1.)

Tab. 8  �Variabilita inhibičního účinku Kluyveromyces lactis 
a K. marxianus na radiální růst mycelia pěti druhů 
penicilií

Faktor Df F p
Penicillium sp. 4 35,26 0,00E*
Kluyveromyces sp. 5 237,03 0,00E*
Penicillium x Kluyveromyces sp. 20 24,88 0,00E*

F – hodnota testového kritéria porovnávající proměnné, p – hladina významnosti 
odpovídající 95% pravděpodobnosti testu (Faktoriální ANOVA, Statistica 12.1.)
Index* označuje statisticky významné odlišnosti při p≤0,05.

Obr. 6  �Inhibiční účinek pěti kmenů/izolátů Kluyveromyces 
sp. na radiální růst mycelia pěti druhů penicilií. 
Sloupce představují průměrné hodnoty třech 
opakování experimentu a s.e.m. (Faktoriální ANOVA, 
Statistica Soft.2.1.) Významné rozdíly v inhibičním 
účinku jsou označeny indexovými hodnotami 
(PostHoc Tukey test signifikance, Statistica Soft. 
v 12.1.)
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nižší než u YPD (6,5) a také YPD je pro 
kvasinky nutričně bohatší (Tabulka 9). 
Kyselina sorbová je používána jako 
konzervant s  fungistatickým účinkem. 
V rozdílném množství je ale také 
zastoupená v základní receptuře syn-
tetických médií YPD a MEA (Tabul-
ka  9). Profil extracelulárních proteinů 
a peptidů ukázal, že kmeny K. pseuhu­
milis CCDM 3302 a K. humilis CCDM 
3305, které inhibovaly aspergily a pe
nicilia, produkovaly nejen peptidy, ale 
i proteiny ve spektru 25-50 kDa, které 
mohou odpovídat například chitinázám 
(Thery a kol., 2019). Obdobný profil se 
také ukázal u kmene K. lactis CCDM 
1054. 

Závěr

Všechny testované kmeny a izoláty 
rodu Wickerhamomyces sp., Kazach­
stania sp. a Kluyveromyces sp. význam
ně potlačovaly růst mycelia u aspergilů 
a penicilií oproti kontrolním variantám. 
Nižší hodnoty celkové inhibice jsou 
důsledkem interakcí A. flavus a A. niger, které nereagovaly 
na přítomnost kvasinek tak citlivě, jako ostatní testované 
druhy aspergilů. Také druhy penicilií se vzájemně lišily 
v reakci na přítomnost kvasinek. Kmeny K. humilis CCDM 
3305 a K. pseudohumilis CCDM 3302 a K. lactis CCDM 
1054, které inhibovaly aspergily a penicilia nejvíce, produ-
kovaly do kultivačního média vyšší množství kyseliny 
mléčné a sorbové. Také spektrum extracelulárních proteinů 
a  peptidů bylo odlišné než u  ostatních kmenů. Vybrané 
kmeny (CCDM 3305, CCDM 3302, CCDM 1054) s anti-
fungálním účinkem představují možné protektivní agens do 
kvasů či jiných potravin, i když je nutné ještě další testování 
s ohledem na podmínky prostředí a matrice, ve kterých by 
kvasinky či jejich metabolické produkty byly použity. 
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Abstrakt

Identifikace, klasifikace a detekce mikrobiálních 
organismů je nedílnou součástí úkonů prováděných 
ve sbírkách, i při výzkumu v potravinářské mikro-
biologii. Rychlá detekce a identifikace nežádoucích 
mikroorganismů, nebo kontrola čistoty používaných 
mikrobiálních kultur, je zásadní pro udržení kvality 
a bezpečnosti potravin. Tradiční metody v potravinářské 
mikrobiologii jsou závislé na kultivaci studovaných 
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