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Abstrakt

Bakterie mléčného kvašení jsou významnou skupinou 
mikroorganismů, která, v rámci ochrany rostlin, posky-

tuje rostlinám řadu benefitů včetně posilování rezistent-
ních mechanismů rostlin a přímého protektivního účinku 
vůči bakteriálním a fungálním patogenům. Protektivní 
účinek není samozřejmou vlastností druhu či izolátů 
bakterií mléčného kvašení, ale je podmíněn geny, expri-
mací jejich produktů do substrátu, stabilitou metabolitů 
a spektrem jejich účinku. Screening izolátů laktobacilů 
izolovaných z nadzemních a kořenových částí luskovin 
ukázal na významně nižší produkci kyseliny mléčné  
a octové oproti vybraným kmenům ze siláží s verifikova-
ným antifungálním účinkem. Genetická analýza potvrdi-
la u všech izolátů zastoupení genů kódující bakteriociny 
Třídy 2a a chitinázu. Přítomnost proteinu s chitinolytic-
kou aktivitou (LACO chitin binding protein) o velikosti 
22,19 kDa in vitro byla potvrzená u bezbuněčného super-
natantu z většiny izolátů, pouze u třech izolátů nebyl pro-
tein detekován (A, C a G). Antifungální testy ukázaly, že 
frakce bezbuněčného supernatantu o velikosti 2-30 kDa 
má významný inhibiční účinek na růst mycelia pěti druhů 
fusárií, a to zejména z izolátů L. plantarum (B, J) a L. 
pentosus (G, H).

Klíčová slova: antifungální aktivita, charakterizace 
izolátů, Fusarium spp., laktobacili

Abstract

Lactic acid bacteria represent fermentative microor-
ganisms that, under the application in plant protection, 
provide many benefits to plants, including induction and 
reinforcement of protective mechanisms and direct pro-
tection against bacterial and fungal pathogens. The pro-
tective effect of LAB is a complex of strain-specific traits 
conditioned by genes and its expression in a substrate, the 
stability of metabolites and the spectrum of its impact. 
The screening of strains of lactobacilli from the upper 
part and roots of legumes showed that the production of 
lactic and acetic acid was significantly lower compared 
with strains from silages with verified antifungal acti-
vity. Genetic analysis confirmed the presence of genes 
co ding bacteriocins Class 2a and chitinases in all isolates 
from legumes. The protein (LACO chitin binding pro-
tein) 22,19 kDa with chitinolytic activity was detected in 
cell-free supernatants except for A, C and G isolates. The 
antifungal tests showed that a fraction of size 2-30 kDa 
of cell-free supernatants inhibited the mycelia growth of 
five Fusarium species significantly, especially those ob-
tained from isolates L. plantarum (B, J) and L. pentosus 
(G, H).

Keywords: antifungal activity, characterisation of iso-
lates, lactobacilli, Fusarium sp.

Úvod

Bakterie mléčného kvašení (BMK) jsou známé 
především jako probiotika, mlékařské a pekařské kultury 
využívané v potravinářském a krmivářském průmyslu a ve 
farmacii, humánní a veterinární medicíně. Využití BMK 
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závisí na funkčních vlastnostech konkrétního kmene 
(případně kombinaci kmenů) BMK. Tyto vlastnosti jsou 
řízeny geny, jejichž exprimace do metabolicky funkčních 
produktů je podmíněna řadou faktorů, které nejsou zcela 
známé (Scano a kol., 2021; Palla a kol., 2020). Z hle-
diska praktického využití BMK v ochraně rostlin vůči 
bakteriálním a fungálním patogenům rostlin, je význam-
nou vlastností BMK antimikrobiální a antifungální ak-
tivita. Za funkční metabolity s antimikrobiální a anti-
fungální aktivitou jsou, na základě řady vědeckých studií, 
považovány zejména krátkořetězcové organické kyseliny 
a jejich fenylované formy, diacetyl acetoin, enzy my, pro-
teiny a peptidy a produkce kyseliny indoloctové (IAA) 
(Garcia-Cano a kol., 2019; Salas a kol., 2018; George 
a kol., 2018). Významným zdrojem BMK jsou, kromě 
mléka a mléčných výrobků, také tradiční fermentované 
substráty, ať už se jedná o potraviny rostlinného původu, 
jako je kvašené zelí, kimči, kvasy a kvásky, nebo siláže 
či senáže. Druhy BMK ale také přirozeně osidlují půdní 
prostředí, vyskytují se v kompostech, v silážích a jako 
součást fyloplánu a rhizoplánu rostlin (Fhoula a kol., 
2013) i když v nižších počtech (1x102-106 KTJ.1g-1) v po-
rovnání s ostatními půdními mikroorganismy (Strafella 
a kol., 2021). 

Současné výzkumy potvrzují, že pokud kmeny BMK 
pocházejí z konkurenčně bohatšího prostředí, je více 
pravděpodobné, že budou vykazovat antifungální a anti-
mikrobiální účinky (Yu a kol., 2021). BMK se řadí mezi 
bakterie podporující růst a rezistentní mechanismy rostlin 
(PGPM) (Lamont a kol., 2017). Zpřístupňují a zlepšují 
rostlinám příjem živin, působí jako ochranná agens 
v rámci biologické ochrany, indukují obranné reakce 
rost lin na abiotický a biotický stres a také produkují látky, 
které stimulují růst rostlin (fytohormony)  (Jaffar a kol., 
2023). Využití BMK a jejich bioaktivních produktů 
v bio logické ochraně rostlin v tritrofickém systému 
rostlina-patogen-BMK je zmapováno zejména vůči bak-
teriálním patogenům (Daranas Boadella a kol., 2018); 
fungálním rostlinným patogenům (López-Seijas et al, 
2020) i k posklizňové ochraně ovoce a zeleniny (Linarez-
Morales a kol., 2018). Hlavní limity pro využití BMK 
jako živých funkčních buněk v biologické ochraně ros-
tlin představuje především kmenová specificita a nízká 
konkurenční schopnost BMK v prostředí rostlin a půdy. 
Možností je využít v ochraně rostlin pouze samotné bio-
aktivní produkty BMK zpravidla ve formě bioaktivních 
fermentů (Bettiol a kol., 2008; Crisp a kol., 2006). Pro 
využití samotných metabolitů BMK ve fermentech je 
také klíčový výběr vhodného kmene, ale také nosného 
substrátu tak, aby nedocházelo k přílišné acidifikaci a ne-
obsahoval zbytkové cukry. Fermenty by měly vykazo-
vat funkční stabilitu a neměly by být zdrojem živiny pro 
nežádoucí mikroorganismy a vláknité houby. Antifungál-
ní efekt BMK vůči bakteriálním a fungálním patogenům 
luskovin byl testován na úrovni in vitro testů, sklení-
kových a polních pokusů na řadě leguminóz, jako např. 
podzemnice olejná, hrách, sója (Daranas Boadella a kol., 

2018; Świeca a kol., 2018). BMK jsou rovněž schopné 
detoxifikovat mykotoxiny, jenž fungální patogeni do rost-
lin produkují (Sadiq a kol., 2019; Perczak a kol., 2018). 
Aplikace BMK do luskovin poskytuje ochranu před pa-
togenními mikroorganismy, ale také stimuluje klíčivost, 
příjem živin a růst rostlin (Limanska a kol., 2015; Świeca 
a kol., 2018). V naší studii jsme se zaměřili na charak-
terizaci izolátů BMK, konkrétně izolátů laktobacilů zís-
kaných z nadzemní i kořenové části leguminóz (hrách, 
sója, lupina). Charakterizace zahrnovala mapování genů 
kódující bakteriociny a chitinázy a jejich exprimaci 
in vitro v živném médiu pomocí proteomických metod. 
Bezbuněčné supernatanty laktobacilů izolovaných z lus-
kovin byly testovány na antifungální aktivitu vůči pěti 
druhům fusárií, izolovaných ze stejných lokalit a porostů 
jako laktobacily.

Materiál�a�metody

Izolace a identifikace laktobacilů
Rostliny hrachu, lupiny a sóji v různých fázích vývo-

je byly celé odebírány z pokusných pozemků ZTF JU 
v Českých Budějovicích a ČZU v Praze. Mikrobiologické 
rozbory půdy a rostlin byly prováděny s cílem získat di-
voké izoláty BMK rostlinného původu a získat informace 
o četnosti jejich přirozeného výskytu na luskovinách. 
V tloučku byly homogenizovány zvlášť kořeny, listy 
a stonky a 1 g homogenizovaných rostlinných pletiv byl 
naředěn ve fyziologickém roztoku a kultivován na MRS 
(MilliporeSigma, Německo) s vankomycinem (Getham 
Life Sciences, UK) (na 100 ml půdy bylo použito 0,5 ml 
sterilního zásobního roztoku o koncentraci 10 mg/ml). 
Kultivace probíhaly v 30 °C po dobu 5 dní. Morfologie 
buněk z kolonií byly hodnoceny mikrosko picky (Gramo-
vo barvení). Z vybraných kolonií BMK byla izolována 
DNA. Zastoupené BMK ve fyloplánu bylo vyhodnoceno 
kvantitativně, jako počet KTJ.g-1 homogenizované hmo-
ty. Jednotlivé kolonie vyizolovaných mikroorganismů 
byly mikroskopovány (Olympus BX 43, Japonsko) 
a zařazeny dle mikromorfologie buněk. Počet kolonie 
tvořících jednotek (KTJ) byl odečítán po 5  dnech. Počty 
BMK byly logaritmovány. Vzhledem k nestejnému počtu 
vzorků z hrachu, lupiny a sóji byly počty mikrobiálních 
jednotek náležející k BMK porovnávány neparametric-
kým Kruskall-Walissovým testem (Statistika Software, 
v.12.1.), a to jako koncentrace BMK na třech druzích 
rostlin, a porovnáván byl také rozdíl mezi nadzemní a ko-
řenovou částí rostlin. 

Následně byly sterilně odebrány reprezentativní kolo-
nie mikroorganismů k analýze DNA (Kavková a kol., 
2022a). Bakteriální DNA byla izolována pomocí DNeasy 
UltraClean Microbial Kit (Quiagen) dle instrukcí v ma-
nuálu. Gen pro 16S SSU ribozomální RNA byl amplifi-
kován primery fD1 (5’-ccg aat tcg tcg aca acA GAG TTT 
GAT CCT GGC TCA G-3’) a rP2 (5’-ccc ggg atc caa 
gct tAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) (Weis-
burg a kol. 1991). PCR byla prováděna v 25 µL reakčních 
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 objemech [0.5 µL každého z primerů (10 µM), 1 µL tem-
plátové DNA, 12.5 µL 2× PPP Taq MasterMix (TopBio), 
and 10.5 µL of ddH2O)]. Podmínky amplifikace byly 
následující: 95 °C /2 min; 35 cyklů (95 °C/30 s, 55 °C/30 s, 
72 °C/60 s); 72 °C/8 min. PCR produkty byly separovány 
na barveném (GelRed®, Biotium, Fremont, QC, Canada) 
gelu 2% SeaKem agarosovém gelu (SeaKem®LE; Lonza, 
Rockland, ME, USA) po dobu 120 minut při 60V. Vi-
zualizace PCR produktů byla provedena s použitím Gene 
Genius Bio Imaging System (Syngene, Frederick, MD, 
USA).

Před odesláním na sekvenaci byly PCR produkty 
ošetřeny 2 µL ExoSAP-ITTM podle instrukcí výrobce 
(ThermoFisher Scientific, Baltic UAB, Vilnius). Produk-
ty byly sekvenovány u Eurofins Genomics Germany 
GmbH (Ebersberg, Germany) pomocí fD1 sekvenačního 
primeru. Identifikace studovaných bakterií byla prove-
dena na základě homologií získaných sekvencí genu pro 
16S SSU ribozomální RNA se sekvencemi uloženými 
v databázi NCBI pomocí BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi). 

U izolátů L. plantarum byly hodnoceny funkční vlast-
nosti, jako je acidifikace substrátu, produkce kyseliny 
mléčné a octové, přítomnost genů zodpovědných za 
produkci bakteriocinů Třídy 2a a chitináz a dále expri-
mace těchto genů v substrátu in vitro pomocí proteo-
mických metod. 

Charakterizace laktobacilů

Měření pH a produkce organických 
krátkořetězcových kyselin 

Hodnoty pH byly stanoveny u bezbuněčných super-
natantů získaných po 24 h kultivaci laktobacilů vyizolo-
vaných z rostlin luskovin (Tabulka 3) v MRS+FGGM při 
30 °C pomocí pH metru InoLab pH 720 a elektrody Sen-
Tix Sp (WTW, Německo). 

Bakteriociny
Přítomnost genů pro bakteriociny třídy 2a a chitinázu 

(ChiA) byla ověřena amplifikací pomocí primerů uve-

dených v tabulce 1 (Kavková a kol., 2022a). PCR byla 
prováděna v 25 µL reakčních objemech [0.5 µL každého 
z primerů (10 µM), 1 µL templátové DNA, 12.5 µL of 
2× PPP Taq MasterMix (TopBio) a 10.5 µL ddH2O)]. 
Podmínky reakce byly nastaveny následovně: pre-de-
naturace při 95 °C 2 min, dále 35 cyklů po 95 °C 30 s, 
nasedání primerů 30 s při 44 °C (bakteriociny) / 46 °C 
(chitináza), extenze 72 °C 60 s. Závěrečná extenze 72 °C 
8 min. PCR produkty byly separovány na 2 % SeaKem® 
LE agarózovém gelu (Lonza, Rockland, ME, USA) obar-
veném pomocí GelRed® (Biotium) při 70 V for 120 min. 
Výsledky byly vizualizovány pomocí GENE GENIUS 
Bio  Imaging System (SYNGENE, USA).

Detekce funkčních proteinů a peptidů
Extracelulární proteiny a peptidy byly izolovány 

z bezbuněčných supernatantů pomocí ultrafiltračních 
kolonek AMICON 30 MWO (Sigma Aldrich, USA) 
(Kavková a kol, 2022a). Profil extracelulárních peptidů 
a proteinů byl detekován podle Haider a kol., 2011 me-
todou Tricine-SDS-PAGE na 15 % a 12 % polyakrylami-
dovém gelu. Charakterizace produktů z bezbuněčných 
supernatantů probíhala na TimsTOFPro (Sandow a kol., 
2019) (Bruker Daltonik, Bremen, Germany) a Ultra-
High-Performance Liquid Chromatography UltiMate 
3000 nano UHPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA) s následným vyhodnocením v databázích.

Antifungální testy
Významným patogenem s produkcí mykotoxinů jsou 

fusária. Infikují a decimují porosty luskovin zejména ve 
fázi klíčních rostlin a mladé porosty. Z půd a zrna lusko-
vin bylo izolováno a pomocí molekulárních (Kavková 
a kol., 2022b) a morfologických metod (Samson a kol., 
2011) identifikováno osm druhů fusárií. Pro účely tes-
tování antifungální aktivity bylo použito pět druhů uve-
dených v tabulce 2. Interakce mezi laktobacily a fusárii 
byly testovány modifikovanou metodou podle Demirba 
a kol., 2017 (Kavková a kol., 2022c). Za účelem testo-
vání byly izoláty fusárií kultivovány metodou přelivu 
vytemperovaným bramborovým agarem (PDA, Hime-

dia, Indie), a to tak, že 1ml inoku-
lum ve formě kapky obsahovalo 
1.105 konidií ve fyziologickém 
roztoku. Takto připravené Petriho 
misky byly kultivovány při 25 °C, 
5 dní. Laktobacily byly kultivo-
vány 24 h v MRS bujónu s FGGM 
(kvasničný extrakt, pepton, dex-
trosa) bujónu (Himedia, Indie), 
v 50 ml steril ních falkonách. Po 
kultivaci byly falkony s nakultivo-
vanou kulturou centrifugovány při 
13,600 ot/min po dobu 10 minut 
a přes mikrobiální stříkačkový 
filtr (0,22µl) (Filtratech, Francie) 
byl získán bezbuněčný superna-

Tab. 1   Použité primery pro amplifikaci bakteriocinů třídy 2a a chitinázy

Použité primery:
Forward Reverse Sekvence (5’ to 3’) Očekávaná velikost 

produktu (bp)
Amplifikovaná 

oblast
BCgr1NSf GGT GGT AAA TAC TAT GGT AA 62 Bakteriocin IIa, 

Klastr 1BCgr1R1K CC CCA GTT AAC AGA GCA
BCgr2NSf ATG AAA AAG AAA KTA KTW AA 123 Bakteriocin IIa, 

Klastr 2BCgr1R2K TT ACA ATA MAS ACC ATT TCC
BCgr4NSf1K AAA ATA TTA TGG AAA TGG AGT 88, 159

Bakteriocin IIa, 
Klastr 4BCgr4NSf2D TTA GCA CTT CCC TGG AAT

BCgr4R1K A GAC ATT CCT GCA ATA CAA
BCgr5NSf1K GAT TGG GGA AAA GCT ATT 69, 131

Bakteriocin IIa, 
Klastr 5BCgr5NSf2D GGT GGA AAA TAC TAC GGT AA

BCgr5R TT CCA ACC AGC DGC TCC
chiFEMSF GAT ATC GAC TGG GAG TTC CC 400 Chitinasa
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 okraje každého terčíku byl měřen růst mycelia na čtyřech 
místech. Růst mycelia z terčíků fusárií na čistém PDA 
představoval kontrolní variantu. Celé experimenty včetně 
kontrol byly opakovány třikrát včetně všech měření. Data 
byla zpracována v programu Statistica Soft. (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). Za faktory, které mají vliv 
na růst mycelia, byly brány jednotlivé izoláty a kmeny 
laktobacilů, izoláty fusáriií a frakce bezbuněčného super-
natantu laktobacilů vyšší a nižší než 30 kDa. 

Výsledky�a�diskuze

Počty BMK (KTJ.g-1) kolonizujících nadzemní části 
a kořeny a hlízky během růstového období byly vyhod-
noceny u třech druhů luskovin, hrachu, lupiny a sóji. 
Maximální počty dosahovaly hodnot 4 log KTJ.g-1 u nad-
zemních částí hrachu v době květu. Průměrné hodnoty 
koncentrace BMK dosahují do 2 log KTJ.g-1. I když hod-
noty na obrázku 1 ukazují na vyšší počty BMK v nad-
zemních částech rostlin, hodnoty BMK, v porovnání 
s kořeny a hlízkami, nebyly statisticky významně rozdíl-
né (Kruskall-Wallisův test, H(1,76)=2,49; p≤0,115). Zas-
toupení BMK ve fyloplánu není významně ovlivněno ani 
druhem luskoviny, jak ukazuje Obr. 2 (Kruskall-Wallisův 
test, H(2,76)=1,57; p≤0,46).

Koncentrace BMK v nadzemní a kořenové části lusko-
vin odpovídají přirozenému výskytu BMK na rostlinách 
(Yu a kol., 2019). BMK jsou v přírodních ekosystémech 
součástí rozsáhlých mikrobiálních a fungálních komunit, 
kde si metabolity udržují pozici v uvedené koncentraci 
mezi pseudomonádami, sporotvornými bacily, klostri-
diemi a dalšími saprofyty a komenzály. Jejich podíl 
v bakteriálních komunitách různých rostlin se pohy-
buje od 0–5% (Miller a kol., 2019). Řada faktorů, jako 

tant, který byl přes ultrafiltrační kolony AMICON 30 
MWO (MERCK, USA) rozdělen na dvě frakce, filtrát 
s proteiny a peptidy menšími než 30 kDa a koncentrát 
s proteiny nad 30 kDa. Obě frakce byly použity k tes-
tování antifungálního účinku produktů laktobacilů vůči 
uvedeným pěti kmenům fusárií, a to tak, že každá frakce 
tvořila 20% podíl kultivačního média. Na každou mis-
ku s frakcí bezbuněčného supernatantu z laktobacilů 
byly přeneseny dva terčíky od každého jednoho druhu 
fusária vyříznuté korkovrtem z nakultivovaných kultur. 
Misky byly umístěny v 25 °C v termostatu. Radiální 
růst mycelia byl měřen po 24 h po dobu 5–7 dní. Od 

Tab. 2   Izoláty fusárií použité v rámci antifungálního testu 
in vitro

Značení izolátu Druh Původ 
F3 Fusarium proliferatum půda 
D3 Fusarium oxysporum půda 
H1 Fusarium avenaceum hrách zrno 
FC Fusarium culmorum půda
L3 Fusarium sporotrichoides lupina zrno

Tab. 3   Vybrané izoláty Lactiplantibacillus plantarum, 
Lactiplantibacillus pentosus a Lacticaseibacillus 
paracasei na charakterizace antifungálních 
vlastností a aktivity 

Izoláty 
druh původ

A L. plantarum Nadzemní a podzemní část leguminóz
B L. plantarum 
C L. plantarum 
D L. plantarum 
E L. plantarum 
F L. paracasei 
G L. pentosus 
H L. pentosus 
J L. plantarum 
CCDM 191 L. plantarum Siláže
CCDM 196 L. plantarum Charakterizace kmenů Kavková a kol. 2022a.
CCDM 1110 L. plantarum Neznámého původu

Obr. 1   Rozdíl v počtech kolonií BMK v nadzemní 
a kořenové části luskovin. Data představují průměr 
a směrodatnou odchylku.

Obr. 2   Rozdíl v celkových počtech kolonií u hrachu, sóji 
a lupiny. Data představují průměr a směrodatnou 
odchylku.
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Nejvíce izolátů náleželo 
k druhu Lactiplantibacillus 
plantarum a Lactococcus 
lactis. Izoláty L. plantarum 
byly experimentálně testo-
vány na přítomnost genů 
zodpovědných za produk-
ci bakteriocinů Třídy 2a, 
chitináz a na produkci anti-
fungálních látek in vitro. 
U těchto izolátů byla také 
testována antifungální 
akti vita in vitro vůči pěti 
druhům fusárií izolova-
ných z luskovin.

Produkce organických  
krátkořetězcových kyse lin  
je výsledkem fermentač-
ního procesu BMK v sub-
strátu. Tyto kyseliny a zej-
ména jejich fenylované 
formy mají prokazatelný 
antimikrobiální a anti-
fungální účinek  (Sadiq 
a kol., 2019). Produkované 
kyseliny regulují také pH 
prostředí a kultivačního 
či aplikačního média, 
ovlivňují tím také složení 
mikrobiálních a fungál-
ních konsorcií na rostlině. 
Mezi testovanými izoláty 

a kmeny laktobacilů byly významní producenti kyseliny 
mléčné a octové. Jednoznačně nejvyšší produkce orga-
nických kyselin byla zaznamenána u kmene 1110 
a kmenů CCDM 191 a 196 ze siláží (Tabulka 5). Izoláty 
laktobacilů z rostlin jsou významně nižšími producenty 
obou měřených kyselin, i když pH hodnoty nevykazují 

významnou variabilitu. Je 
tedy možné, že disponují 
jinými kyselinami či for-
mami kyselin, které jsme 
izotachoforézou nenamě-
řili. 

U všech izolátů L. plan
tarum, byly přítomné geny  
bakteriocinů třídy 2a (Ta-
bulka 6), i když se zastou-
pení genů v jednotlivých 
klastrech mezi izoláty 
lišilo. Variabilita je patrná 
zejména mezi klastry 4-1 
a 5-1.

Geny zodpovědné za 
pro dukci chitináz byly 
přítomné ve všech izo-
látech L. platarum, zvlášť 

fenotypická fáze rostliny, rostlinné exudáty a půdní pod-
mínky, hraje významnou roli při kolonizaci BMK na-
dzemních a podzemních částí rostlin (López de Felipe 
a kol., 2022; Yu a kol., 2019). Patrné je to zejména na 
kořenech hrachu (Obr. 1). Na základě sekvenace úseku 
16S DNA bylo identifikováno 8 druhů BMK (Tabulka 4). 

Tab. 4   Izoláty BMK získané z nadzemní a kořenové části luskovin (hrách, sója) na MRS 
s vankomycinem

Druh BMK Počet  
izolátů

Část rostliny Ostatní  
mikroorganismy

Houbové  
organismy

Lactiplantibacillus plantarum 6 hlízky, kořen, list Clostridium arbusti
Clostridium 
tyrobutyricum
Clostridium beijerinckii
Weizmannia coagulans
Weissella ceti

Apiospora arundinis
Mucor circinelloides
Metschnikowia 
chrysoperlae
Metschnikowia sinensis
Mucor 
pseudolusitanicus

Loigolactobacillus coryniformis 1 hlízky a kořen
Lactiplantibacillus pentosus 2 list
Lacticaseibacillus paracasei 1 list
Lactococcus lactis 5 list
Lactococcus mesenteroides 2 kořen a list
Lactococcus mesenteroides ssp. 
Jonggjibkimchi

2 list

Sporolactobacillus nakayamae 1

Tab. 5   pH kultivačního média, experimentálního média PDA s přídavkem frakce (2-30 kDa) 
s metabolity laktobacilů a produkce kyselin v kultivačním médiu pro všechny 
testované izoláty a kmeny laktobacilů. 

pH MRS+FGGM pH PDA+20 %CFS Kyselina mléčná 
mg/100 ml

Kyselina octová 
mg/100 ml

A 4,02 4,10 1342,080±1,52c 557,94±0,23c

B 4,05 4,13 1299,510±1,23c 563,565±1,12c

C 3,92 4,06 1331,789±0,85c 554,189±0,85c

D 3,94 4,06 1296,235±0,78c 568,253±0,45c

E 3,93 4,08 849,562±1,32d 558,877±0,39c

F 4,19 4,32 1289,687±1,12c 517,792±1,13c

G 4,07 4,12 1291,242±0,38c 618,808±1,52b
H 4,06 4,12 1257,656±1,78c 578,871±0,41c

J 3,88 3,98 1238,648±1,56c 573,299±1,23c

CCDM 191 3,89 3,95 1739,2±0,22b 640,97±0,52ab

CCDM 196 3,92 4,04 1715,7±0,35b 670,90±0,68ab

CCDM 1110 3,72 3,85 2147,5±0,28a 707,92±0,23a 
Statistické parametry F(11, 320)=38,6; 

p≤0,23, N=12
F(11, 320)=56,3; 
p≤0,15, N=12

F(11, 320)=521,3; 
p≤0,00E, N=12 

F(11, 320)=206,7; 
p≤0,001, N=12

Tab. 6   Zastoupení genů zodpovědných za produkci bakteriocinů Třídy 2a a chitinázy 
u izolátů L. plantarum z rostlin luskovin. Detekce LACO CBP (22,19 kDa) in vitro 
ve filtrátu laktobacilů (≤30 kDa) na 12% Tricine-SDS gelu.

L. plantarum Klastr 1 Klastr 2 Klastr 4-1 Klastr 4-2 Klastr 5-1 Klastr 5-2 chitináza LACO CBP
A + - - - + - + -
B + - - - + - + +
C + - + - + - ++ -
D + - + - + - + +
E + - + - + Více produktů + +
F* +
G* -
H* ++
I + - + - + Více produktů ++ +
J + - + - + Více produktů ++ ++
191 + + + - + + ++ +
196 + + + - + + + +
1110 + - + - Více produktů + ++

*jiné druhy laktobacilů, než L. plantarum
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silný signál byl u izolátů C a J. Exprese těchto genů byla 
ověřována pomocí Tricine-PAGE na 12 % polyakryami-
dovém gelu (Scano a kol., 2021; Raveshot a kol., 2018). 
Na gelu byly zřetelné produkty v oblasti 20-25 kDa, 
které po izolaci na hmotnostním spektrofotometru byly 
potvrzeny jako LACO chitin-binding protein (CBP). 
V oblasti 2-5 kDa byly zřejmé peptidy, které odpovída-
jí velikosti bakteriocinů. U izolátů ze siláží byly stejné 
analýzy provedeny v roce 2021 (Kavková a kol., 2022a). 
Analýza Tricine-SDS gelu (Tabulka 6) zachytila výskyt 
chitináz i u izolátu H (L. pentosus), ale k expresi ne-
docházelo u izolátů G, C a A (L. plantarum) a zcela 
odlišné, prozatím neznámé spektrum proteinů se ukázalo 
u F (L. paracasei). Podmínky exprimace genů do jejich 
funkční formy (enzymy, peptidy) v nosných médiích ne-
jsou zatím známé. Je to patrné zejména u izolátu C, kde 
signál při detekci genu pro chitinázu byl sice silný, ale 
k žádné expresi in vitro nedošlo a také výsledný inhibiční 
efekt vůči fusáriím byl nízký v porovnání s ostatními 
izoláty. Naopak, u izolátu J byly detekovány geny kódu-
jící chitinázu, došlo k exprimaci CBP a frakce filtrátu 
(2 – 30 kDa) významně inhibovala růst mycelia. Detekce 
genů zodpovědných za produkty s antifungální a antimik-
robiální aktivitou u L. pentosus a L. paracasei vyžaduje 
jiné primery, než byly použity u druhů L. plantarum. 

Růst mycelia fusárií in vitro ovlivňovaly všechny testo-
vané faktory i jejich kombinace (Tabulka 7). Testy ukáza-
ly, že 20% podíl frakce ≤ 30kDa je jednoznačně účinnější 
a významně inhibuje růst mycelia ve všech případech 
oproti koncentrátu, obsahujícímu proteiny ≥ 30 kDa 
(Tabulka 7, Obr. 3). Obecně, nejvyšší inhibiční účinek 
je prokazatelný u izolátů G a H náležejících k druhu 
L. pentosus, nejméně účinný byl supernatant izolátů F 
(L. paracasei). I když kmeny L. plantarum (191, 196) 
ze siláží produkují významné množství kyseliny mléčné 
a octové, byly u nich detekovány geny pro produkci 
bakteriocinů třídy 2a a exprimují chitinázy, jejich účinek 
byl významně nižší než u izolátů L. pentosus (G, H) 
a izolátů L. plantarum z luskovin (B, J). V rámci kom-
plexu izolátů L. plantarum získaných z luskovin je zřej-
mé, že bez antifungálního testu s fusárii nelze izoláty 
z hlediska inhibičního účinku hodnotit, i když jsou po-
psány jejich profily z hlediska funkčních genů a proteinů. 
Antifungální aktivita je výsledkem mnoha faktorů a inte-
rakcí BMK a cíleného houbového organismu. Rozdíl 
v růstu mycelia u kontrolních variant a variant s 20% 
podílem bezbuněčného supernatantu 2-30 kDa činil 
u izolátu J a CCDM 1110 84 % a u izolátů B, G a H 93 % 
(Obr. 3). V rámci inhibičního efektu je třeba také zohled-
nit spektrum testovaných fusárií. Izoláty D3 (F. prolifera
tum) a F3 (F. oxysporum) jsou méně citlivé na přítomnost 
produktů laktobacilů než například F. avenaceum, které 
je ze skupiny testovaných fusárií nejcitlivější. Různá cit-
livost osmi druhů aspergilů na supernatanty L. planta
rum byla zaznamenána ve studii Kavková a kol., 2022b. 
Testování antifungálního účinku na nativních izolátech 
z luskovin náležejícím k více druhům je vhodné zejména 

proto, že v rámci porostů se vyskytuje vždy více druhů 
včetně patotypů a ras, které mohou způsobovat obdobné 
symptomy (Gilbert a kol., 2022; Šišic a kol., 2018). Anti-
fungální účinek BMK izolovaných v rámci vinařství byl 
úspěšně testován vůči Fusarium oxysporum f. sp. lyco
persici na rajčatech ve Španělsku (López-Seijas a kol., 
2020) a kmeny BMK z tropického ovoce vykazovaly 
významnou antifungální aktivitu vůči fusáriím in vitro 
(Valencia-Hernandéz a kol., 2021). Druh L. plantarum 
je uváděn jako významný zástupce BMK vhodný ne-
jen k regulaci fusárií, ale také jako detoxifikační agens 
mykotoxinů, která fusária produkují (Agriopoulou a kol., 
2020). K detoxifikaci mykotoxinů dochází jednak přímo 
prostřednictvím buněk BMK, fixací do buněčné stěny 
(Vieco-Saiz a kol., 2019) či působením metabolitů BMK 
(Nunes a kol. 2021).

Závěr

Izoláty L. plantarum (B, J) z luskovin, které vyka-
zovaly významné inhibiční schopnosti, disponují geny 
pro produkci bakteriocinů a chitinázy. Všechny izoláty 

Tab. 7   Variabilita inhibičního účinku laktobacilů na radiální 
růst mycelia pěti druhů fusárií. Df – stupně volnosti, 
F – hodnota testového kritéria porovnávající 
proměnné, p – hladina významnosti odpovídající 
95% pravděpodobnosti testu (Faktoriální ANOVA, 
Statistica 12.1.)

DF F p
Izoláty laktobacilů 12 1165,61 0,0E
Izoláty fusárií 4 820,38 0,0E
Supernatant - frakce 1 14238,16 0,0E
Izoláty laktobacilů vs izoláty fusárií 48 28,39 0,0E
Izoláty laktobacilů vs. supernatant 12 189,67 0,0E
Izoláty fusárií vs. supernatant 4 18,3 0,004
Izoláty laktobacilů vs. izoláty fusárií  
vs. supernatant

48 14,17 0,0E

Obr. 3   Růst mycelia fusárií na médiu PDA s 20% obsahem 
bezbuněčných supernatantů z izolátů laktobacilů, 
kultivovaných na MRS+FGGM 24 h. CFS1 – 
frakce s obsahem proteinů ≥30kDa, CFS2- frakce 
s proteiny a peptidy o velikosti 2-30 kDa.
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L. plantarum, kromě A a C, produkovaly CBP in vitro. 
Růst mycelia fusárií byl také významně inhibován frakcí 
bezbuněčného supernatantu (2-30 kDa) druhu L. pento
sus (G, H), kde CBP byl detekován in vitro pouze u izo-
látu H (L. pentosus). Produkce kyseliny mléčné a octové 
byla u všech izolátů z luskovin významně nižší, než 
u kmenů ze siláží (191,196) a kmene 1110, i když pH 
substrátů se významně mezi kmeny nelišilo. Zjištění, že 
frakce bezbuněčného supernatantu o velikosti 2-30 kDa 
má významné inhibiční účinky v porovnání s koncen-
trátem ≤ 30 kDa nebo nefiltrovaným médiem posunuje 
aplikační možnosti spíše k využití metabolitů v rámci 
ochrany luskovin než k aplikaci samotných buněk. 
Předmětem dalšího výzkumu zůstává řada dalších úkolů, 
jako například vhodné kultivační medium stimulující 
pro dukci funkčních proteinů a peptidů, forma filtrace 
a nej vhodnější způsob a doba aplikace do porostů lus-
kovin. 

Poděkování:
Příspěvek vznikl za podpory projektu MZe ČR Země 
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�
“CO�JE�ZAJÍMAVÉHO�VE�VĚDECKÉ�LITERATUŘE”

 Mléko a mléčné výrobky jsou neustále centrem pozornosti výzkumu. Výběr z vědecké literatury pro toto číslo zahr-
nuje následující publikace:

OBOHACOVÁNÍ�MLÉČNÝCH�PRODUKTŮ

Chemické složení a nutriční význam včelího pylu, plástového pylu a mateří kašičky a jejich role ve 
funkčních fermentovaných mléčných výrobcích
Darwish, A.M.G. et al. (2023). Chemical profiling and nutritional evaluation of bee pollen, bee bread, and royal jelly and their role in functional fermented 
dairy products. Molecules, 28(1): 227.

Cílem práce bylo sledovat nutriční hodnotu, chemické složení a biochemickou charakteristiku včelího pylu, plás-
tového pylu a mateří kašičky a studovat možnosti aplikace při obohacování funkčních fermentovaných mléčných 
výrobků. Byly sledovány účinky na startovací mlékařské kultury a fyzikálně-chemická a senzorická kvalita produktů. 
Ve včelích produktech bylo identifikováno celkem 46 sloučenin, včetně flavonoidů, mastných kyselin a peptidů, které 
by mohly být látkami s potenciálními léčivými účinky. Nejvyšší obsah bílkovin a sacharidů (22,57 a 26,78 g/100 g) 
vykazoval plástový pyl. Tento obsah pokryje 45,14 a 53,56 % jejich doporučené denní dávky, se značným množstvím 
esenciálních aminokyselin threoninu a lysinu (59,50 a 42,03 %). Včelí pyl, plástový pyl a mateří kašičku lze považovat 
za zdroj železa, protože 100 g může pokrýt 141, 198,5 a 94,94 % doporučené denní dávky. Bylo zjištěno, že včelí pyl 
má nejvyšší obsah fenolů a flavonoidů (105,68 a 43,91 µg/g) a vykazoval synergický efekt, když byl smíchán s mateří 
kašičkou, což vedlo ke zvýšení antioxidační aktivity, zatímco plástový pyl vykazoval s mateří kašičkou synergický 
efekt v případě proteolytické aktivity.

Tento článek je dostupný v plné verzi na: https://www.mdpi.com/14203049/28/1/227 

Vývoj inovativních návrhů obohacení vitaminu D u dvou typických italských čerstvých sýrů: 
Burrata a Giuncata
Santanatoglia, A. et al. (2023). Development of innovative vitamin D enrichment designs for two typical Italian fresh cheeses: Burrata and Giuncata. 
 Molecules, 28(3): 1049.

Cílem tohoto výzkumu bylo vyvinout inovativní sýry obohacené vitaminem D3. Byly studovány dva tradiční ital-
ské sýry (Giuncata a Burrata). Pro tento vývoj byla provedena analýza texturních vlastností a chemického složení. 
Pro výrobu Guincaty bylo vitamínem D3 obohaceno mléko, u Burraty byla složka s vitaminem D3 po promíchání 


