Chem. Listy 101, 730-737 (2007)

ANTIFUNGALNY UCINOK
LAKTOBACILOV NA PLESNE RODU
FUSARIUM A ASPERGILLUS

JAROSLAV HUDACEK?, ZSOLT ZALAN®,
JANA CHUMCHALOVA® a ANNA HALASZ"

“ Ustav technologie mléka a tukii, Vysokd skola chemicko-
technologickd, Technicka 5, 166 28 Praha 6, Ceskd repub-
lika, b Central Food Research Institute, Herman O. str. 15,
1022 Budapest, Hungary

Jjaroslav.hudacek@yscht.cz

Doslo 28.11.06, prijaté 5.4.07.

Krucové slova: Lactobacillus, antifungalna aktivita,
aflatoxin B1, Fusarium, Aspergillus

Uvod

Mikroskopické vlaknité huby plnia v prirode nezastu-
pitelna ulohu destruentov pri rozklade rastlinnych a zivo-
¢iSnych zbytkov, lebo st schopné produkovat’ celt radu
enzymov (napr. celuldzy, chitinazy a amylazy). Clovekom
st niektoré z nich vyuZzivané v potravinarskom priemysle
napr. pri vyrobe syrov, kyseliny citronovej, vo farmaceu-
tickom priemysle pri vyrobe antibiotik i inych lieciv
a v d’alSich biotechnoldgiach. Naproti tomu mnohé mikro-
skopické huby mézu pdsobit’ z hl'adiska ¢loveka nepriazni-
vo, a to hlavne: rozkladom potravin a krmiv uskladnenych
za nevhodnych podmienok, produkciou mykotoxinov do
tychto produktov a niektoré saprotrofné mikromycéty mo-
zu byt prilezitostne i patogénne ako pre Zivocichov, vrata-
ne Cloveka, tak i pre rastliny. Niektoré plesne st schopné
produkovat’ viac nez jeden mykotoxin, niektory mykotoxin
je naopak produkovany viacerymi druhmi. Medzi najzna-
mejSie toxinogénne druhy patria Aspergillus (Asp.), Peni-
cillium, Fusarium (F.), Alternaria, Cladosporium a Sta-
chybotrys.

Druhy rodu Fusarium sa vyskytuju v pédnom ekosys-
téme, mozme ich definovat’ ako toxinogénne ,,poI'né* mik-
romycéty. Tieto druhy parazituji prevazne na obilninach,
ale i na inych potravinach ako jablka, paradajky, zemiaky'.
V skladoch vyvolavaju plesnivenie kukurice a kazenie
jadrového ovocia. Ich rast a produkcia mykotoxinov zavisi
na vlhkosti, teplote, zloZeni substratu, pritomnosti kysliku,
mykologickom profile mikromycét, sporulécii a na mikro-
bidlnych interakciach. Za vyznamné mykotoxiny rodu
Fusarium povazujeme tri skupiny mykotoxinov. Prvu
skupinu tvoria trichothecény, ako deoxynivalenol (DON)
a T-2 toxin. Dalsia skupina zahriiuje zearalenon (ZEN)
ajeho derivaty. Do tretej kategorie radime fumonisiny
(FB)"%. Rod Aspergillus patri k najrozsirenej$im sa vy-
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skytujucim rodom plesni, jednotlivé druhy mézu byt izo-
lované z pody, zo vzduchu, z potravin, z organickych zbyt-
kov a z mnoho d’alSich zdrojov. Vel'mi Casto byva izolova-
ny hlavne z burskych orieskov a ceredlii. Za vyznamné
mykotoxiny rodu Aspergillus povazujeme asperthecin,
flavacol, ochratoxiny a hlavne aflatoxiny. Aflatoxin produ-
kujuce plesne mdzu rast’ za réznych okolitych podmienok’
a na mnohych pol'nohospodarskych a potravinarskych
komoditach®”. Produkcia aflatoxinov silne zavisi na teplo-
te, vlhkosti, pristupe vzduchu, Struktare a chemickom zlo-
zeni substratu. Plesne s na rozdiel od baktérii vSeobecne
prispdsobivejsie na urcité extrémne podmienky prostredia;
lepSie znasaju nizSie hodnoty pH, nizsi obsah vyuziteI'nej
vody (nizSie hodnoty a,) a nizSie teploty. V poslednych
rokoch sa odbornici sustred’'uji na vplyv réznych nizsich
mikroorganizmov na rast plesni a s nimi spitou produkciu
mykotoxinov.

Baktérie mliecneho kysnutia koexistuju s vldknitymi
hubami a kvasinkami v mnohych ekosystémoch, napr.
v roznych fermentovanych potravinach, kde mézu inhibo-
vat' rast plesni a tym je mozné ich vyuzite ako
bioochrany®. Z baktérii mlie¢neho kysnutia sa najviac §tii-
dii, na potlacenie rastu plesni, zabyva kmefimi rodu Lacto-
bacillus a rodu Lactococcus (Lc.). Taktiez, najvyznamnejsi
vplyv na mykotoxiny vykazovali druhy rodu Lactobacillus
a Lactococcus, konkrétne Lbc. rhamnosus GG a Lbc.
rhamnosus LC-705. Neddvno boli objavené nové antimik-
robialne aktivity vo filtrate kultary Lbc. plantarum aktivne
1 proti plesniam ako F. avenaceum. F. graminearum bol
inhibovany ako pdsobenim Lbc. plantarum, tak aj Lbc.
alimentarius, Lc. lactis subsp. lactis, Lbc. brevis a Leu.
mesenteroides subsp. mesenteroides’. Baktérie mlie¢neho
kysnutia tiez produkuju nizkomolekuldrne zliceniny®,
peptidy’ a proteiny'® s antifungdlnymi vlastnostami.
V stcasnosti sa mnoho nevie o tom, ako tieto latky pdso-
bia na rast plesni. Niektoré baktérie produkuju prchajuce
metabolity, ktoré moézu pdsobit na rast a sporuldciu
plesni''.

V radmci prace sa sledovala antifungalna aktivita de-
siatich kmenov rodu Lactobacillus proti plesniam rodu
Fusarium a Aspergillus. Antifungéalna aktivita zivych bu-
niek a neutralizovaného a tepelne oSetreného supernatantu
sa testovala difuznou agarovou metddou. V dalSej Casti
prace sa sledoval inhibi¢ny ucinok laktobacilov na rast
a produkciu aflatoxinu B1 (AFB1) kmenov rodu Aspergil-
lus pocas spolocnej kultivacie v tekutom médiu.

Experimentilna ¢ast’
Material a metody

Bakterialne kmene

Bakterialne kmene Lbc. plantarum 01, Lbc. paracasei
05, Lbc. casei 154, Lbc. paracasei SF1, Lbc. rhamnosus
VTI1 pouzité v praci pochadzaji zo Zbierky baktérii, plesni
a kvasiniek z Ustavu technologie mléka a tukd, VSCHT
Praha, Ceska republika. Bakterialne kmene Lbc. plantarum
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2142, Lbc. casei 2750, Lbc. curvatus 2768, Lbc. curvatus
2775, Lbc. casei Shirota pouZité v praci pochadzaji z Cen-
tral Food Research Institute, Budapest, Mad’arsko.

Kmene plesnit

Kmene plesni F. proliferatum M 5689, Asp. flavus
DMF 0802, Asp. parasiticus DMF 0805 pouZité v praci
pochadzajii zo Zbierky baktérii, plesni a kvasiniek z Usta-
vu technologie mléka a tuk®, VSCHT Praha, Ceska repub-
lika. A kmene plesni F. culmorum 301, F. culmorum 302,
F. graminearum 608 pochadzaju z Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby, Oddéleni Slechtitelskych metod, Praha,
Ceska republika.

Kultivdcia bakterialnych kultur

Kmene laktobacilov boli kultivované v MRS bujone,
ktory bol zaoc¢kovany 1 obj.% inokula, kultivacia prebie-
hala anaerobné pri 37 °C po dobu 18 h. Pre udrzanie Zivo-
taschopnosti boli mikroorganismy pravidelne preockova-
vané raz tyzdenne. Pri pokuse boli vzdy pouzivané Cerstvo
pripravené kultury.

Priprava supernatantov

Testované kmene (inokulum 1 obj.%) boli kultivova-
né v 10 ml MRS bujénu pri teplote 37 °C po dobu 18 h za
anaerobnych podmienok. Po kultivacii boli bunky odstre-
dené za podmienok 1710 g/ 20 min/4 °C. U ziskanych
supernatantov bolo upravené pH na hodnotu 6,5 pouzitim
10 hm.% a 1 hm.% NaOH. Nésledne sa supernatanty pre-
filtrovali cez mikrofilter (0,22 pm, Millipore, {rsko). Su-
pernatanty boli tepelne osetrené pri 90 °C po dobu 10 min
a uchovavané pri teplote —20 °C.

Kultivacia plesni

Vsetky pouzité kmene plesni boli kultivované a ucho-
vavané na Sikmom PDA agare. Kultivacia prebichala pri
izbovej teplote po dobu 5 aZ 10 dni, do dosiahnutia opti-
malneho mycélia a tvorby spor. Kmene boli preockovava-
né raz za mesiac. Pri pokuse boli vzdy pouzité Cerstvo
pripravené kultury.

Priprava inokula o presnom pocte spor

Cerstvo pripravena kultira kmeiiov plesni na PDA
agare bola vytrepanim prevedena do 5—6 ml fyziologické-
ho roztoku s Tweenom 80 (cit.'?) do sterilnej skumavky.
Pocet spor suspenzie bol spocitany pomocou Biirkerovej
komorky. Koncentracia spor bola upravena na 1-10°—1-107
spor na ml fyziologického roztoku.

Stanovenie antifungdlnej aktivity metodou dvojitych aga-
rovych platni pouzitim Zivych buniek

Do 5 ml vysterilovaného MRS bujonu sa zaockovalo
100 pl suspenzie skimaného kmeila baktérie Cerstvo na-
kultivovaného v MRS bujéne (1-108~1-10° KTJ mI™"). Na
Petriho misku sa nalial modifikovany MRS agar
(hmotnostny podiel octanu sodného bol vynechany)'®. Po
zatuhnuti sa doprostred zaockovalo 5 pl nariedenej sus-
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penzie skimaného bakterialneho kmena. Misky boli kulti-
vované anaerdbne pri 37 °C po dobu 18 h. Po kultivacii sa
miska preliala 10 ml soft PDA agaru obsahujticeho vysled-
ni koncentraciu 1-10°-1-10° spor. Misky boli kultivované
aerobne pri teplote 30 °C po dobu 72 h.

Stanovenie antifungadlnej aktivity metodou dvojitych
agarovych platni pouZitim supernatantu

Na Petriho misku sa nalial modifikovany MRS agar
(hmotnostny podiel octanu sodného bol vynechany)'. Po
zatuhnuti sa doprostred korkovrtom vytvoril otvor, do
ktorého sa naockovalo 450 pl neutralizovaného a tepelne
oSetreného supernatantu. Po diftzii supernatantu do agaru
sa miska preliala 10 ml soft PDA agaru obsahujuceho
upraventi koncentraciu spér (1-10° spor na ml fyziologic-
kého roztoku). Misky boli kultivované aerobne pri teplote
30 °C po dobu 72 h. Vysledky sa ziskali z dvoch nezavis-
lych sledovani.

Priprava laktobacilov a plesni rodu Aspergillus
pre spolocnu kultivdaciu v tekutom médiu

Priprava laktobacilov

Kmene laktobacilov boli kultivované v MRS bujone,
ktory bol zaoc¢kovany 1 obj.% inokula, kultivacia prebie-
hala anaerobné pri 30 °C po dobu 24 h. Po kultivacii sa
kmene zriedili sterilnou destilovanou vodou na vyslednt
koncentraciu 10° KTJ ml™. Pre experiment sa pouzilo
500 pl takto pripravenej suspenzie laktobacilov.

Priprava plesni

Plesne Asp. flavus DMF 0802 a Asp. parasiticus DMF
0805 boli kultivované na Sikmom PDA agare. Kultivacia
prebiehala pri izbovej teplote po dobu 7 dni, do dosiahnu-
tia optimalneho mycélia a tvorby spor. Cerstvo pripravena
kultira kmenov plesni na PDA agare bola vytrepanim
prevedend do 10 ml fyziologického roztoku s 0,1 obj.%
Tween 80. Ziskand suspenzia spor sa prefiltrovala cez
sterilntl bavlnu a filtrat sa zriedil 100 nasobne sterilnym
fyziologickym roztokom. Pre experiment sa pouzilo 500 pl
takto pripravenej suspenzie plesni.

Spolocnd inkubdcia laktobacilov a plesni

Do 5 ml sterilného média, obsahujuceho glukédzu,
tryptofan, kvasnicny extrakt, midsovy extrakt, NaCl,
Na,HPO,4 o pH 6,8; sa naockovalo 500 pl laktobacilovej
suspenzie a 500 pl suspenzie spor plesne. Taktiez sa naoc-
kovalo do média 500 pl suspenzie spor plesne samotnej,
ako kontrola. Spolo¢na kultivicia prebichala pri 30 °C
pocas 0, 5, 8, 14, 20 dni.

Priprava vzoriek pre stanovenie hmotnosti mycélia

Po spolocnej kultivacii sa médium v prislusnych
diioch sledovania prefiltrovalo cez sklenenu fritu S4. Za-
chyteny tuhy podiel, mycélium, sa nechal dosusit’ na fil-
tratnom papieri v termostate pri 20 °C do d’alSicho dna.
Suché mycélium sa nasledne vézilo na analytickych va-
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hach. Ziskané hodnoty hmotnosti mycélia sa prepocitali
ako prirastok, resp. Ubytok, hmotnosti mycélia vzhl'adom
ku kontrole v kazdom prislusnom dni sledovania.

Priprava vzoriek pre stanovenie koncentracie
aflatoxinu B1

Tekuté médium sa v prislusnych dnoch sledovania, po
odstraneni mycélia (frita S4), prefiltrovalo cez 0,22 pm
porézny mikrofilter (Millipore, Irsko) do sterilnej skiimav-
ky. Vzorky sa zriedili vodou a naniesli sa na imunoafinitnt
kolénu (IAC — AflaTest® WB from VICAM). Nasledne sa
koléna premyla 10 ml vody a pouzitim striekacky sa vzdu-
chom vysusila. Zachyteny toxin sa z imunoafinitnej kolo-
ny vymyl 2 ml metanolu do sklenenej vidlky. Koncentracia
aflatoxinu B1 v takto pripravenej vzorke sa stanovila po-
mocou HPLC s fluorescenénym detektorom'*'.

Vysledky a diskusia

Stanovenie antifungdlnej aktivity
metdodou dvojitych agarovych platni
pouzitim zivych buniek a supernatantu

V tejto praci sa sledovala antifungalna aktivita 10-tich
kmenov rodu Lactobacillus proti plesniam rodu Fusarium
a Aspergillus. Antifungélna aktivita sa stanovovala meto-
dou dvojitych agarovych platni a to pouzitim zivych bakte-
ridlnych buniek alebo supernatantu po kultivécii laktobaci-
lovych kmeniov v MRS bujone. Najvyssia aktivita buniek
bola zistend u kmenov Lbc. curvatus 2775 a Lbc. curvatus
2768, ktoré inhibovaly rast vSetkych plesni (tab. I). V pri-
pade aktivity supernatantu boli najucinnejSie kmene Lbc.
paracasei 05 a Lbc. curvatus 2768 (tab. I).

Tabul'ka I
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Antifungélna aktivita jednotlivych kmenov rodu Lac-
tobacillus sa prisudzuje tvorbe organickych kyselin, pero-
xidu vodika, tvorbe bakteriocinu a d’alSich metabolitov. Zo
ziskanych vysledkov (tab. I), ak bol inhibi¢ny ucinok len
v pripade pouzitia zivych buniek (+/-) usudzujeme, ze
antifungélny ucinok bol spojeny s tvorbou a naslednym
posobenim organickych kyselin. Ak bola aktivita len
v pripade pouZitia supernatantu (—/+) usudzujeme, Ze inhi-
bi¢ny ucinok nenastiva vplyvom organickych kyselin,
ked’ze sa supernatant neutralizuje a tepelne oSetruje, ale
pravdepodobne posobenim naprodukovanych latok s anti-
fungalnou aktivitou (nizko molekularne a tepelne stabilné
zliéeniny, bakteriociny), ktoré st v dostato¢nom mnozstve
na zaciatku rastu sledovanej plesne, a tym padom docha-
dza k inhibi¢nému ucinku. Inhibi¢ny efekt sa na miskach
prejavoval tvorbou inhibi¢nej zoény okolo koldnie zivych
buniek alebo okolo korkovrtu s difundovanym supernatan-
tom, a to uplnym potlacenim rastu plesne alebo degrada-
ciou mycélia a zamedzenim sporulécie.

Medzi obligatne heterofermentativne kmene laktoba-
cilov, ktoré produkuju antifungalne latky, patri Lbc. san-
francisco CB1, ktory bol izolovany z kvasku. Tento kmen
produkoval  Siroké spektrum organickych kyselin
s antifungalnou aktivitou. Medzi ne patri kyselina octova
a kapronova, ktoré inhibuju rast plesne F. graminearum'®.
Z Lbc. plantarum MILAB 393 bola okrem cyklickych
dipeptidov vyizolovand kyselina 3-fenylmlécnd s pome-
rom L(+) a D(—) 9:1. Toto spektrum latok posobilo inhibic-
ne proti F. sporotrichioides a Asp. fumigatus'’. Nové typy
zliCenin produkoval kmen Lbc. plantarum. Konkrétne sa
jednalo o kyselinu benzoovi a 5-metyl-2,4-imidazolidi-
nedion. Tieto latky boli aktivne samostatne, ale hlavne
s 1% pridavkom kyseliny mlie¢nej, kedy ucinok vzréstol.
Ich inhibi¢na aktivita bola hlavne proti F. avenaceum®.

Inhibi¢ny ucinok laktobacilov, pouzitim zivych buniek a supernatantu, proti plesniam rodu Fusarium a Aspergillus kultivo-

vanych 72 h pri 30 °C

Kmen F. F. . F. Asp. Asp.

culmorum culmorum proliferatum graminearum flavus parasiticus

301 302 M 5689 608 DMF 0802 DMF 0805
01 +/+ +/- /= +/+ +/+ -/=
05 +/+ +/+ —/+ —/+ +/+ —/+
154 +/+ +/- +/+ +/+ +/+ -/+
SF1 —/+ +/+ —/= +/+ +/+ —/+
VT1 +/+ +/+ +/- —/+ +/+ —/—
2142 +/+ +/+ +/+ —/+ +/+ -/=
2750 +/+ +/ - -/- +/+ +/+ —/+
2768 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
2775 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/ -
Shirota +/+ +/+ +/- —/+ +/+ —/+

aktivita zivych buniek / aktivita supernatantu , + ... inhibicia, — ... ziadna inhibicia
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Existuju tiez laktobacily, ktoré produkuji organické kyse-
liny na baze mastnych kyselin. Okrem mastnych kyselin st
tiez niektorymi kmenimi produkované i estery mastnych
kyselin. Konkrétne z Lbc. rhamnosus VT1 sa izolovali
metylestery a 2-metyl-5-hydroxyhexanova kyselina'®. Ne-
smieme vSak zabudnit’ zohl'adnit’ vplyv okolitych podmie-
nok, ako je doba a teplota inkubacie, pH a kmen. Preuka-
zalo sa, ze inhibicia plesni nie je spdsobena iba produkciou
organickych kyselin, ale i okolitymi podmienkami'. La-
vermicocca a spol.” referovali produkciu antifungalnych
zliéenin fenylmlie¢nej kyseliny a 4-hydroxyfenylmlie¢nej
kyseliny z kmeila Lbc. plantarum izolovaného z kysnutého
cesta. Nedavno bolo objavené, ze Lbc. coryniformis Si3
modze produkovat antifungalne latky na zaklade
bielkovin'®. TaktieZ boli identifikované antifungalne cyk-
lické dipeptidy z Lbc. plantarum izolovaného zo silaze'’.
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Sledovanie inhibicie laktobacilov na
rast plesni a produkciu aflatoxinu B1
pocas spolo¢nej kultivacie v tekutom
médiu

V dalSej casti prace sme sledovali vplyv laktobacilov
na rast plesni a tvorbu aflatoxinu B1 v tekutom médiu pri
spolo¢nej kultivacii po dobu 20 dni pri 30 °C. Boli pouzité
dva kmene plesni, Asp. flavus DMF 0802 a Asp. parasiti-
cus DMF 0805. Rast plesni bol sledovany metdodou vaze-
nia mycélia. Vysledky st znazornené graficky (obr. 1, 2).

Sledovanim rastu Asp. flavus DMF 0802 pocas spo-
lo¢nej kultivacie s laktobacilmi v priebehu 20 dni sa najvy-
raznejSia zmena hmotnosti mycélia vzhI'adom ku kontrole
zaznamenala v pociatocnej faze rastu plesne, a to v 5. dni
sledovania. V pritomnosti vSetkych bakterialnych kmenov

VT1

2142

2750

2768

T 1
2775 Shirota
kmen

Obr. 1. Hmotnost’ mycélia Asp. flavus DMF 0802 v priebehu spolo¢nej kultivacie s laktobacilmi pri 30 °C v percentualnom vyjad-
reni vzhPadom ku kontrole; [l 5. den, [ 8. deni, [ 14. deni, [] 20. deft

250

200 +

150 -

100 -

50

kontrola 01 05 154 SF1

VT1 2142 2750 2768 2775  Shirota

kmen

Obr. 2. Hmotnost’ mycélia Asp. parasiticus DMF 0805 v priebehu spolo¢nej kultivacie s laktobacilmi pri 30 °C v percentualnom
vyjadreni vzhPadom ku kontrole; [ll 5. defi, [l 8. defi, [] 14. def, [] 20. deti
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Sledovanie rastu a produkcie aflatoxinu B1 kmetia Asp. flavus DMF 0802 pocas spolocnej kultivécie s laktobacilmi

v tekutom médiu v priebehu 20 dni pri 30 °C

Kulttra Doba Hmotnost’ AFBI1 Kultara Doba Hmotnost’ AFB1
kultivacie mycélia [mg] [ngml™] kultivacie mycélia [mg]  [ng ml™']
[dni] [dni]
5 458+0,6 nd 5 45.8+0,6 nd
Kontrola Kontrola
8 485+0,6 nd 8 48,5+0,6 nd
14 29,5+0,4 nd 14 29,5+0,4 nd
Asp. flavus Asp. flavus
20 24,8 £0,3 nd 20 24,8 £0,3 nd
Y 31,2+0,4 nd Asp i 333+0,4 nd
5P JIAVIS 46,7+ 0,6 nd P JIAVS 49.8 +0,6 nd
14 28,2+0,3 d 14 28,2+0,3 d
Lbc. plantarum Ol R Lbe, plantarum R
20 24,0+0,3 nd 2142 20 23,1+0,3 nd
33,6 +0,4 nd 335+0,4 nd
Asp. flavus Asp. flavus
49,4+ 0,6 nd 49,1 +0,6 nd
) 14 30,2+ 0,4 nd ) 14 26,1 £0,3 nd
Lbc. paracasei OS5 Lbc. casei 2750
20 23,6 +0,3 nd 20 23,3+0,3 nd
Asp. i 293+0,4 nd Asp. 37,8+0,5 nd
P JIAVES 48,9+ 0,6 nd - JIAVES 493+ 0,6 nd
) 14 25,6 + 0,3 nd Lbc. curvatus 14 30,1 + 0,4 nd
Lbc. casei 154
20 243 +0,3 nd 2768 20 23,9+0,3 nd
Asp 26,5+0,3 nd Y 334+0,4 nd
P JIAVS 46,6 + 0,6 nd - JIAVS 48,1 +0,6 nd
. 14 26,7+ 0,3 nd Lbc. curvatus 14 25,3+0,3 nd
Lbc. paracasei SF1
20 243+03 nd 2775 20 26,0+ 0,3 nd
Asp. 1 27,4+0,3 nd Asp i 348 +0,4 nd
5P JIAVIS 483 + 0,6 nd P JIAVS 47,5+0,6 nd
Lbc. rhamnosus 14 28,8+0,3 nd Lbc. casei Shiro- 14 27,4+0,3 nd
VTI1 20 24,4+03 nd ta 20 23,0+0,3 nd

AFBI — aflatoxin B1, nd — pod detegovatelnym limitom 5,0 ng ml™* AFBI

rodu Lactobacillus bol nérast plesne, oproti kontrole, vy-
razne mensi (58—83 %).

NajvyraznejSia zmena sa zaznamenala v 14. dni kulti-
vacie Asp. parasiticus DMF 0805, kde doslo k tomu, ze
v pritomnosti takmer vSetkych kmenov laktobacilov sa
prudko zvysil hmotnostny prirastok mycélia oproti kontro-
le (86—137 %).

Rast Asp. parasiticus sledovany vazenim suchého
mycélia bol spociatku vel'mi rychly v zmesnej kultire, nez
ked’ plesen rastla samotna, ale narast plesne na konci inku-
bacie bol porovnatelny v obidvoch kultivovanych kulta-
rach. Je to mozné tym, Ze bakteridlne metabolity mozu
stimulovat’ rast plesne v po¢iatoénej faze inkubacie™. Asp.
nidulans bol spolo¢ne kultivovany s Lbc. coryniformis
MiLAB 123, u ktorého bol preukdzany mensi inhibicny
efekt®'. Spolo¢na kultivacia s Lbc. coryniformis MiLAB

123 nespoOsobila zmenu morfologie mycélia v tej same;j
miere ako s Lbe. plantarum MiLAB 393 (cit.??).

Z filtratu ziskaného po kultivacii sa nasledne izoloval,
pomocou imunoafinitnej kolony, aflatoxin B1 a jeho kon-
centrécia sa stanovila metdédou HPLC. Pri spolo¢nej kulti-
vacii kmena Asp. flavus DMF 0802 s laktobacilmi nedo-
chadzalo k tvorbe aflatoxinu na rozdiel od pripadu kultiva-
cie Asp. parasiticus DMF 0805, kde sme stanovili prislus-
né koncentracie aflatoxinu B1 v priebehu 20 dni sledova-
nia (tab. II, IIT).

Zo zistenych hodnot koncentracie AFB1 vzhl'adom
ku kontrole, kde nedochadzalo k produkcii AFBI1 (tab. III),
sa domnievame , Ze rast pritomnych laktobacilov spdsobil
tvorbu AFB1 vyvolanim stresovych rastovych podmienok
vyuzivanim nutriénych zloziek média a produkciou urci-
tych metabolitov. Avsak v d’alSich diioch sledovania sme
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Tabul’ka III
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Sledovanie rastu a produkcie aflatoxinu B1 kmeila Asp. parasiticus DMF 0805 pocas spolo¢nej kultivécie s laktobacilmi

v tekutom médiu v priebehu 20 dni pri 30 °C

, Doba  pyotnost AFBI , Doba  potnost AFBI
Kultra kultivacie mycélia [mg] [n ml'l] Kultra kultivacie mycélia [mg] [n ml'l]
[dni] y g g [dni] y g g
5 33,7+0,4 nd 5 33,7+0,4 nd
Kontrola Kontrola
8 50,4 +0,6 nd 8 50,4+ 0,6 nd
. 14 27,5+0,3 nd . 14 27,5+0,3 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
20 293+04 nd 20 293+04 nd
» 44+0,1 nd . 5 5,6 +0,1 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
26,9+0,3 166 £ 6,7 33,4+ 0,4 170 £ 6,9
Lbc. plantarum 14 62,1+0,7 6+02  Lbc. plantarum 14 61,5+0,7 41+1,7
Ol 20 40,9 £0,5 nd 2142 20 38,4+0,5 18+0,7
46,1 £ 0,6 32+13 5 36,4+ 0,4 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
61,4+0,7 169+ 6,8 30,1+0,4 84+34
. 14 57,9+0,7 36 +1,5 . 14 59,3+0,7 40+ 1,6
Lbc. paracasei OS5 Lbc. casei 2750
20 36,7+ 0,4 6+0,2 20 36,5+ 0,4 167+6,8
» 5 259+0,3 25+1,0 . 37,4+0,4 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
8 45,1£0,5 103 £4,2 38,5+0,5 16 £0,6
. 14 56,4 +0,7 23+0,9 14 63,1 +0,8 37+1,5
Lbc. casei 154 Lbc. curvatus 2768
20 38,2+0,5 11+0,4 20 38,7+ 0,5 18 £0,7
» 29,1+0,3 31+£1,3 » 3,9+ 0,05 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
51,4+0,6 23+09 27,5+0,3 196 +7.9
j 14 53,2+ 0,6 18+ 0,7 14 65,3+ 0,8 48+1,9
Lbc. paracasei Lbc. curvatus 2775
SF1 20 36,4+0,4 7+0,3 20 383+0,5 33+13
. 29,8 +0,4 10+ 0,4 . 5 4,1+ 0,05 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
443+0,5 nd 25,1+£0,3 122 +£4,9
Lbc. rhamnosus 14 51,1+ 0,6 33+1,3 L 14 54,8 +0,7 15+£0,6
Lbc. casei Shirota
VT1 20 37,4+ 0,4 14£0,6 20 39,9+0,5 24+1,0

AFBI — aflatoxin B1, nd — pod detegovatelnym limitom 5,0 ng ml™" AFB1

detegovali nizSie koncentracie AFBI. Tento pokles kon-
centracie AFB1 by mohol byt spésobeny prave pritomnos-
tou laktobacilov, kedy mohlo dochadzat’ k degradacii
AFBI na netoxické latky, popripade naviazanie AFB1 na
bunkov stenu baktérii, alebo absorpcia AFB1 bakteridlny-
mi bunkami. V pripade spolocnej kultivacie Asp. parasiti-
cus DMF 0805 s kmeniom Lbc. casei 2750 sme zazname-
nali v 20. dni sledovania zvySenie koncentracie AFB1, ¢o
mohlo byt spdsobené naslednou autolyzou bakteridlnych
buniek a uvol'nenim AFBI1, v nezmenenej forme, do teku-
tého média (tab. III).

Existuju dve teorie, ako dochadza k odstraneniu my-
kotoxinov z vodného média v pritomnosti baktérii mliec-
neho kysnutia (BMK). Prvou je vplyv $truktir v bunkovej
stene, kedy ddjde k naviazaniu mykotoxinu na bunkovu
stenu a tym ddjde k jeho inaktivacii. Druhy pristup pred-

poklada, ze k odstraneniu ddjde produkciou niektorych
antimikrobialnych metabolitov BMK. Haskard a spol.”* vo
svojej praci uvadza, ze vizba je fyzikélnej povahy, neko-
valentna a k vézbe dochadza s hydrofobnymi miestami
v bakterialnej bunkovej stene. V poslednej dobe sa pozor-
nost’ ststred’uje na 3 hlavné body: a) vizba lactobacillus—
mykotoxin; b) stabilita vzniknutého komplexu; c) vplyv
inkubagného &asu na vizbu toxinu®*. Plesne Asp. flavus
a Asp. parasiticus produkujii zmes mykotoxinov, hlavne
aflatoxiny B1, B2, G1 a G2. Aflatoxin B1 je najznamejsi
mykotoxin z obavy pred jeho vysokou toxicitou a karcino-
genicitou. Aflatoxin B1 sa vyskytuje prevazne na podzem-
nici olejnej, kukurici a na d’al$ich obilninach, ako su ryza,
pSenica, cirok a proso. Ak su kravy kfmené krmivom obsa-
hujice aflatoxin B1, toxicky metabolit aflatoxin M1 sa
vyskytuje v ich mlieku a nasledne v d’alsich mliecnych
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produktoch®. Produkcia aflatoxinu plesiiou Asp. parasiti-
cus bola zna¢ne menSia, hlavne po 3. dni inkubacie, ked
Lbc. casei bol pritomny na rozdiel od samotného rastu
plesne bez pritomnosti Lbc. casei’. Viac ako 2 hm.% ky-
seliny mliecnej pritomnej v médiu nepodporoval len rast
Asp. parasiticus, ale ur€itd koncentracia stimulovala bio-
syntézu aflatoxinu®®. Redukcia aflatoxinu bola dosiahnuta
v kontaminovanych araSidovych orieSkoch za kyslych
podmienok po 60 min vo vriacom vodnom kupeli s 10%
roztokom peroxidu vodika®’. Kinetika redukcie AFBI1 na
AFB2 a AFGI1 na AFG2 kyselinou mlie¢nou bola skiima-
na v zriedenom kyslom vodnom roztoku (pH 3,35-4,50)
pri 37 °C. Rychlost’ reakcie prebiehala podla prvého po-
riadku s ohladom na koncentracie kyseliny mliecnej
a aflatoxinov, a nezavisle na koncentracii vodikovych
ionov?®. Efekt mlie¢nanu sodného na produkciu aflatoxinu
je funkciou pociato¢ného pH. Nedisociované organické
karboxylové kyseliny, nez ich ionizovand forma, maji
sklon byt’ transportované cez bunkové membrany a spo-
malit’ alebo zvysit' metabolizmus bunky. Preto pH blizke
neutralnemu je nepriaznivé pre kyselinu mlie¢nu transpor-
tujiicu sa cez membranu, a to moze byt dovod, preco tieto
zlozky stimuluji produkciu aflatoxinu, ked” médium malo
pociatoéna hodnotu pH 4,2 (cit.”).

Zaver

Cielom celého projektu je priprava doplnkovych
zmesnych laktobacilovych kultir pri vyrobe vyrobkov
obsahujtcich mliecnu a ceredlnu zlozku. Snaha je vyrobit
vyrobok obsahujuci protektivnu kultaru, ktora by inhibo-
vala ucinok moznych vyskytujicich sa plesni, najvacsie
uplatnenie tejto technolégie by mohlo byt’ pri vyrobe doj-
Censkej a detskej vyzivy s cerealnou zlozkou. V tejto praci
sme sa zamerali na antifungalnu aktivitu prislusnych lakto-
bacilov proti plesniam rodu Fusarium a Aspergillus, a to
pouzitim zivych buniek a supernatantu. V stvislosti s pro-
dukciou mykotoxinov sme sledovali vplyv pritomnosti
laktobacilov, pocas spolocnej kultivacie s Asp. parasiticus
0805 v tekutom médiu, na koncentraciu aflatoxinu Bl
v priebehu 20 dni spolo¢nej kultivacie. Z uskutocnenych
pokusov boli ziskané pozitivne vysledky, ktoré sa daji
v budtcnosti zohl'adnit’ pri priprave doplnkovych zmes-
nych laktobacilovych kultar. Taktiez vlastnosti laktobaci-
lov by sa dali v budtcnosti pouzit' v technologii vyroby
cerealnych vyrobkov, kde by sa dali pouzit’ ako ochrana
proti vyskytu plesni a produkcii mykotoxinov. Samozrej-
me pri vybere vhodnych kmenov baktérii mliecneho kys-
nutia ako bioochrany je potrebnd urcitd opatrnost’, lebo st
zname i vysledky pokusov dokazujucich stimulaciu rastu
plesni i produkciu toxinov.

Tato praca vznikla s podporou vyskumného zdmeru
CEZ: MSM 6046137305 a projektu CZ — HU 5/2004. Au-
tor dalej dakuje Mgr. Svétlane Sykorovej CSc. za poskyt-
nutie kmeriov plesni rodu Fusarium.
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J. Hudagek?, Z. Zalan®, J. Chumchalova®, and
A. Halasz" (“Department of milk and fat technology, Insti-
tute of Chemical Technology, Prague, © Central Food Re-
search Institute, Budapest, Hungary): Antifungal Effect
of Lactobacilli on Fusarium and Aspergillus Molds

The aim of this project is selection of Lactobacilli
cultures for production of fermented products which in-
clude both milk and cereal components. Antifungal activ-
ity of ten Lactobacilli strains from two culture collections
against Fusarium spp. and Aspergillus spp. was tested by
the agar diffusion method. In the following step the inhibi-
tory effect of Lactobacilli on growth and mycotoxin pro-
duction of Asp. flavus DMF 0802 and Asp. parasiticus
DMF 0805 was determined by common cultivation in lig-
uid media using the method of mycelium weight and afla-
toxin B1 detection by HPLC. The highest activity of Lac-
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tobacilli cells against molds was detected for strains Lbc.
curvatus 2775 and Lbc. curvatus 2768. The supernatants
of strains Lbc. paracasei 05 and Lbc. curvatus 2768 were
the most active. The most significant weight change of the
mycelia of Asp. flavus DMF 0802 compared with control
was observed in the initial growth period of the mould on
day 5 (58-83 %). An important change was detected on day
14 in cultivation of Asp. parasiticus DMF 0805, when the
mycelium weight increased rapidly in the presence of almost
all Lactobacilli strains compared with control (86137 %).
The production of aflatoxin B1 by Asp. flavus DMF 0802
strain was inhibited. The production of aflatoxin Bl by
Asp. parasiticus DMF 0805 strain was detected on day 5 of
joint cultivation with Lactobacilli, and the maximum con-
centration was detected on day 8 (20-200 ng ml™). In the
next days of cultivation, the concentration of aflatoxin B1
decreased.



