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WPLYW METABOLITOW GEOTRICHUM CANDIDUM
NA WZROST FUSARIUM

Streszczenie

Przedmiotem badan byly mikrohodowle 3 gatunkéw grzybéw Fusarium: Fusarium culmorum,
F. graminearum 1 F. avenaceum prowadzone w zautomatyzowanym aparacie Bioscreen C. W
mikrohodowlach oceniano wptyw metabolitéw drozdzy Geotrichum candidum pochodzacych z hodowli
tych drozdzy z dodatkiem biomasy grzybéw Fusarium na wzrost tych grzybéw. W celu zréznicowania
biatkowych i niebiatkowych czynnikéw ptyny pohodowlane drozdzy (supernatanty), dodawano zaréwno
nieinaktywowowane jak i poddane inaktywacji w temp. 95°C przez 20 min. Wykazano antagonistyczna
aktywnos¢ badanych metabolitow G. candidum w stosunku do reprezentantéw 2 gatunkéw:
F. graminearum 1 F. culmorum, natomiast stymulujaca wobec F. avemaceum. Metabolity drozdzy
wydluzaty czas kietkowanie zarodnikéw grzybow (lag-fazg) nawet do 34 godz. w poréwnaniu z hodowla
kontrolng (bez dodatku ptynéw). Réwniez plon biomasy byl znacznie zmniejszony w hodowlach
zawierajacych metabolity drozdzy. Szczep stymulowany (F. avenaceum 1) w obecnosci metabolitéw rdst
znacznie szybciej (do 60%) i efektywniej (do 25%) niz w hodowli kontrolnej. Hamujace dziatanie ptynéw
pohodowlanych moze by¢ wynikiem obecno$ci w nich aktywnych metabolitéw, jak i enzyméw
produkowanych przez drozdze.

Stowa kluczowe: Geotrichum candidum, Fusarium, inhibicja

Wstep

Surowce i produkty zywno$ciowe stanowia doskonate Srodowisko do rozwoju
drobnoustrojéw. Rosnace zainteresowanie i $§wiadomo$¢ spozywania produktéw
spozywczych o jak najlepszej jakosci pociaga za soba konieczno$¢ ciaglej poprawy
bezpieczenstwa zywnos$ci. Poczynajac od surowcow, zwraca si¢ uwage na ewentualna
obecno$¢ w nich zwiazkéw chemicznych pochodzenia mikrobiologicznego o
niekorzystnym lub wrgcz szkodliwym dzialaniu na zdrowie konsumenta. Takimi
zwiazkami sa m.in. mikotoksyny wytwarzane przez grzyby rodzajéw Aspergillus,
Penicillium 1 Fusarium. Grzyby te licznie zasiedlaja ziarna zbdz, w tym ziarna
jgczmienia — podstawowy surowiec do produkcji stodu. Poszukuje si¢ bezpiecznych i
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skutecznych metod ograniczenia rozwoju niepozadanej mikroflory, w tym grzybéw
toksynotworczych.

Od kilku lat, z pozytywnym skutkiem, prowadzi si¢ badania nad wykorzystaniem
drozdzy Geotrichum candidum, jako kultur starterowych w procesie stodowania
jeczmienia. Boivin i Malanda [1] oraz Dziuba i wsp. [2, 3, 4] wykazali, ze drozdze G.
candidum wprowadzone do stodowania jako szczepionki hamowaly wzrost grzybow,
w tym rodzaju Fusarium, co w efekcie wplyngto korzystnie na jako$¢ i zdrowotnosé
stodu. Ograniczenie wzrostu grzyboéw toksynotwoérczych byto wynikiem konkurencji
o sktadniki pokarmowe i przestrzen zyciowa [1, 8, 9, 10, 13]. Natomiast inni autorzy
[7, 15] informuja o antagonistycznym oddziatywaniu metabolitéw wytwarzanych przez
drozdze G. candidum, takich jak: trimetyloamina, kwas D-3-indolilomlekowy i kwas
3-fenylomlekowy, na wzrost bakterii patogennych Listeria monocytogenes oraz
grzyboéw rodzaju Aspergillus, Penicillium i Fusarium. Okebe i wsp. [11] podaja, ze
hamowanie wzrostu grzybow patogennych moze by¢ spowodowane dziataniem
enzyméw litycznych degradujacych biopolimery B-(1,3)(1,6)-glukanéw  $cian
komérkowych grzybéw. Nielsen i wsp. [10] wykazali, ze drozdze G. candidum
ograniczaly wytwarzanie mikotoksyn, takich jak: kwas mykofenolowy, rokefortyna,
chaetoglobozyna i kwas cyklopiazonowy. Grzyby, poza wytwarzaniem
niebezpiecznych dla zdrowia cztowieka mikotoksyn, sa producentami licznych
enzymow hydrolitycznych, ktére moga znacznie podnosi¢ aktywno$¢ enzymatyczna
stodu, szczegdlnie proteolityczna 1 lipolityczna, obnizajac jego jakosé, a w
konsekwencji jakos$¢ piwa.

Celem badan byta ocena wptywu ptynéw po hodowli Geotrichum na wzrost
trzech szczepéw Fusarium, reprezentujacych 3 rézne gatunki.

Materialy i metody badan

Mikroorganizmy

Uzyto szczepdw rodzaju Fusarium: F. avenaceum 1 (F1), F. culmorum M292
(F2), F. graminearum KF375 (F3). Grzyby pochodzity z kolekcji Instytutu
Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego Akademii Rolniczej w Poznaniu.

Ptyny pohodowlane drozdzy Geotrichum candidum

Badaniom poddano 8 szczepéw drozdzy Geotrichum candidum r6znego
pochodzenia, w tym ze stodu: G. candidum SS32B1 (B1), G. candidum SS47D2 (D2),
G. candidum MSK;11 (3-11), z serow z przerostem plesni: G. candiduml (OL), G.
candidum Sc12 (Sc12) G. candidum KBS (X5), G. candidum KB6 (X6) oraz z pior
kurzych: G. candidum PH (PH). Poszczeg6lne szczepy drozdzy hodowano w podtozu
PDA z dodatkiem 0,5% s.s. biomasy kazdego z 3 szczepéw Fusarium. Hodowle
prowadzono w kolbach o poj. 250 ml, w 50 ml podtoza przy 168 rpm na wytrzasarce
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G10-Gyrotory Shaker (New Brunswich Co) przez 7 dni w temp. 28-30°C. Hodowle
odwirowywano, dodatkowo saczono przez saczki 0,2 ul Millipore w celu uzyskania
klarownego i jalowego supernatantu. Do mikrohodowli dodawano supernatant albo bez
inaktywacji, albo po inaktywacji termicznej (95°C/20 min) majacej na celu
wyeliminowanie biatkowych zwigzkéw biologicznie czynnych, szczegdlnie enzymow.

Warunki mikrohodowli grzybow rodzaju Fusarium

Mikrohodowle grzybéw rodzaju Fusarium prowadzono w aparacie Bioscreen C,
zautomatyzowanym urzadzeniu pozwalajacym na ciagle Sledzenie przebiegu procesu,
w 200 hodowlach jednocze$nie, z rownoczesnym wyznaczeniem krzywych wzrostu
badanych mikroorganizméw. Hodowle zawieraty: 300 ul poditoza PDA, 50 pul
supernatantu i 10 pl zawiesiny zarodnikéw Fusarium (wystandaryzowanej przy uzyciu
komory Thoma, do wartosci 10°kom/ml zarodnikéw na poczatku hodowli).
W hodowlach kontrolnych zamiast supernatantu dodawano 50 pl podtoza PDA.

Uzyskane krzywe wzrostu poddano analizie, wyznaczajac wybrane parametry
kinetyki wzrostu: dtugos$ci lag-fazy, maksymalna szybko$¢ wiasciwa wzrostu (1) i plon
biomasy, wyrazony jako pole pod krzywa wzrostu.

W pracy zastosowano skroty okreslajace pochodzenie supernatantéw: np. F10l
oznacza, ze jest to supernatant uzyskany po hodowli wglebnej drozdzy G. candidum 1
(Ol) z dodatkiem biomasy F. avenaceum (F1).

Wiyniki i dyskusja

W pracy badano oddzialywanie metabolitéw Geotrichum candidum na wzrost
wystgpujacych najczg¢sciej na ziarnie zb6z gatunkéw  grzybow:  Fusarium
graminearum, F. culmorum 1 F. avenaceum. Do hodowli drozdzy wprowadzono
inaktywowang termicznie biomas¢ ww. gatunkéw grzybéw, jako induktoréw enzyméw
litycznych [5]. Uzyskane ptyny po hodowli drozdzy, po oddzieleniu biomasy, zaréwno
inaktywowane termicznie, jak i surowe wprowadzano do mikrohodowli grzybéw.
Badano wzrost grzyboéw Fusarium oceniajac parametry kinetyki wzrostu.

Wykazano antagonistyczne oddziatywanie metabolitow drozdzy G. candidum na
wzrost dwoch badanych gatunkéw grzybow: F. graminearum i F. culmorum, natomiast
stymulujace dziatanie na wzrost F. avenaceum. 7. piSmiennictwa wynika, ze dwa
pierwsze szczepy sa producentami deoksyniwalenolu, niwalenolu i zearaelonu, a trzeci
szczep F. avenaceum — moniliforminy [6].

Najbardziej wrazliwym na obecno$¢ metabolitow drozdzy w $rodowisku
hodowlanym okazat si¢ szczep F. graminearum KF 375, w przypadku ktérego
metabolity wszystkich badanych drozdzy wplywaty niekorzystnie na parametry
kinetyki wzrostu tego szczepu, wydluzajac, w poréwnaniu z préba kontrolna, dtugosé
lag fazy, zwigkszajac plon biomasy i maksymalna szybko$¢ wzrostu. Zaobserwowano
wydtuzenie czasu kietkowania zarodnikéw (lag-faze) szczepu F. graminearum KF375
od 1 do 34,5 godz., w por6éwnaniu z czasem kietkowania konidiéw w hodowli
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kontrolnej, zaréwno przy udziale inaktywowanych ptynéw, jak i nie inaktywowanych.
Najbardziej aktywne byly metabolity bez inaktywacji termicznej dwoéch szczepow
drozdzy G. candidum: PH i MSK;11 otrzymane odpowiednio w obecnos$ci biomasy F.
culmorum (F2PH) i F. graminearum (F3_3-11) (tab. 1).

Tabela 1

Czas trwania lag-fazy w zaleznosci od badanego szczepu drozdzy i induktora enzyméw litycznych
[godz.].

The duration time of a lag-phase depending on the yeast strain studied, and on an inductor of lytic
enzymes [h].

- F. avenaceum / (F1) F. culmorum M292 (F2) | F. graminearum KF375 (F3)
g 2 = Hodowla kontrolna — Hodowla kontrolna — Hodowla kontrolna —
£ S E 7 godz 19 godz 18 godz
g | a7 control culture — 7 h control culture — 19 h control culture — 18 h
i A B A B A B
F1OL 7 7 23 21,5 22,5 32
F1B1 7 7 21 22,5 20 18
F1PH 7 7 21,5 24,5 22,5 18
F1D2 7 7 22 19 31,5 34
F1_3-11 7 7 21 21,5 20,5 17,5
F1X5 7 7 19,5 25 17 21,5
F1X6 7 7 20,5 23 17,5 38
F20L 7 7 19 22 23 33
F2B1 7 7 22 19,5 21 23
F2PH 7 7 22 16,5 44 22
F2Sc12 7 7 17,5 18 18 24
F2D2 7 7 19,5 21 29 21
F2_3-11 7 7 22 28,5 29 25
F2X5 7 7 28,5 25,5 26 21,5
F2X6 7 7 23 21 18,5 20
F30L 7 7 20,5 23 20 20
F3B1 7 7 29 20 19,5 21
F3Scl12 7 7 20 19 17,5 29
F3D2 7 7 18,5 18 30 24
F3_3-11 7 7 25 29,5 52,5 20

A — ptyn bez inaktywacji termicznej / liquid without the thermal inactivation performed

B — ptyn po inaktywacji termicznej / liquid after the thermal inactivation performed

Metabolity badanych szczepéw drozdzy zmniejszaly plon biomasy (tab. 2) od 10
do 40% (F3_3-11), a szybkos$¢ wilasciwa wzrostu (tab. 3) F. graminearum nawet od 6
do 80% (F3_3-11) w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi. Silniejsza aktywnoscia
antagonistyczna charakteryzowaly si¢ metabolity bez obrobki termicznej, gléwnie
(F2_3-11), (F2PH) i (F3_3-11), co sugeruje, ze enzymy wystgpujace w supernatancie
mogty mie¢ wplyw na hamowanie wzrostu szczepu F. graminearum KF375. Po
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inaktywacji termicznej (unieczynnione enzymy) obserwowano zwigkszenie plonu
biomasy i szybkosci wlasciwej wzrostu (tab. 2).

Tabela 2

Plon biomasy grzybéw Fusarium w zalezno$ci od badanego szczepu drozdzy i induktora enzymoéw
litycznych w poréwnaniu z hodowla kontrolna [%].
The biomass yield of Fusarium depending on the yeast strain studied, and on an inductor of lytic
enzymes, and compared to the control culture [%].

g & F. avenaceum 1 (F1) F. culmorum M292 (F2) F. graminearum KE375

= 8% (F3)

c% S & A B A B A B
FIOL 113,9 106,5 100,2 109,3 145,5 110,8
FIBI 126,9 111,6 144,1 101,1 176,9 1359
FI1PH 118,1 100,6 99,3 88,5 129,0 141,9
FI1D2 104,2 107,5 112,9 107 91,1 90,2

F1_3-11 111,8 100,1 97,8 96,9 90,6 93,1
FIXS5 1153 112,9 119,7 97,6 127,0 91,1
F1X6 109,5 1184 119,0 100,1 81,8 80,5
F20L 107,7 100,6 107,2 105,3 80,8 93,1
F2B1 114,9 103,9 98,1 99,5 80,7 73,7
F2PH 112,0 109,8 101,2 117,6 68,0 74,6

F2Scl2 118,5 116,1 95,6 99,5 109,5 68,5
F2D2 105,0 90,9 99,0 91,6 90,0 71,0

F2_3-11 118,5 119,3 109,6 107,1 72,9 95,1
F2X5 120,1 119,2 98,4 126,9 88,9 89.4
F2X6 126,7 116,7 102,7 1133 132,1 95,1
F30L 122,4 117,1 108,4 107,0 97,3 97,1
F3B1 113,5 126,0 91,4 99,6 1159 92,2

F3Scl12 124,2 117,5 99,1 117,2 144.5 94,2
F3D2 114,7 113,2 109,0 101,2 90,4 69,3
F3_3-11 116,3 116,9 68,4 81,0 59,9 94,6
A — ptyn bez inaktywacji termicznej / liquid without the thermal inactivation performed
B — plyn po inaktywacji termicznej / liquid after the thermal inactivation performed
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Tabela 3

Maksymalna szybkos¢ wilasciwa wzrostu poszczegélnych szczepdw Fusarium w  zaleznosci od
stosowanego supernatantu i induktora enzymow litycznych w poréwnaniu z hodowla kontrolna [%].

The maximum specific rate of growth of Fusarium strains depending on a supernatant and inductor of
lytic enzyme used, and compared to the control cultures [%].

g o o F. avenaceum 1 (F1) F. culmorum M292 (F2) F- graminearum KE375
E | §E .
g |29 A B A B A B
wn
FIOL 87 137 98 116 89 31
FIB1 122 101 104 86 101 88
FI1PH 127 100 91 86 76 70
F1D2 103 103 108 97 27 31
F1_3-11 104 99 114 78 88 65
F1X5 105 102 129 94 97 76
F1X6 103 100 117 79 63 39
F20L 104 99 97 115 66 30
F2B1 100 101 93 105 76 70
F2PH 102 102 89 117 34 85
F2Scl2 103 102 96 114 121 102
F2D2 99 99 109 124 61 100
F2_3-11 99 108 112 78 55 77
F2X5 123 168 86 134 68 60
F2X6 106 107 112 115 95 94
F30L 104 104 93 89 88 87
F3B1 105 105 94 82 101 89
F3Scl2 107 103 84 122 109 63
F3D2 105 103 112 83 35 77
F3_3-11 102 105 57 65 20 90
A — ptyn bez inaktywacji termicznej / liquid without the thermal inactivation performed
B — plyn po inaktywacji termicznej / liquid after the thermal inactivation performed

Drugi badany szczep: F. culmorum M292 w hodowlach reagowat na obecno$¢
metabolitéw z ptynéw wydtuzeniem fazy spoczynkowej o 1,5-10 godz (F2_3-11,
F2X5, F3_3-11) (tab.1) i nieznacznym zmniejszeniem szybkosci wilasciwej wzrostu
(tab. 3). Plon biomasy w przypadku tego szczepu Fusarium zmniejszaty tylko
metabolity szczepu G. candidum MSK;11 po hodowli z dodatkiem biomasy (F3) (o 19
do 31,6%), natomiast w pozostatych przypadkach metabolity stymulowaty lub nie
miaty wptywu na wzrost F. culmorum (tab. 2)

Metabolity wszystkich badanych szczepéw drozdzy stymulowaly wzrost F.
avenaceum 1, zwigkszajac plon biomasy od 0,1 do 26,7 % (F2X6) (tab. 2) i szybko$¢
wlasciwa wzrostu od 2 do 68% (F2XS5) (tab. 3), natomiast nie miaty wptywu na
kietkowanie zarodnikéw (dtugo$¢ lag-fazy) (tab. 1).
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Wigksze ograniczenie wzrostu badanych szczepdéw grzyboéw Fusarium w
obecnosci supernatantéw drozdzy G. candidum (nie inaktywowanych) moze
sugerowa¢ udzial enzyméw litycznych w mieszaninie aktywnych metabolitéw w
hamowaniu wzrostu wymienionych grzybow.

Powyzsze badania potwierdzity wcze$niejsze obserwacje [13], w ktérych autorzy
udokumentowali udzial konkurencji w hamowaniu wzrostu grzybéw rodzaju
Fusarium. W niniejszej pracy wigksza uwage skierowano na blizsza charakterystyke
czynnikow wplywajacych na zahamowanie wzrostu grzyboéw Fusarium, w tym
biatkowych (prawdopodobnie enzyméw litycznych) bioracych udzial w degradacji
$cian komérkowych grzybéw [11] lub niebiatkowych. Wczedniejsze badania autoréow
tej pracy (dane niepublikowane) wykazaty wplyw biomasy grzybéw Fusarium na
zwigkszenie aktywnodci litycznej drozdzy G. candidum. Liczni autorzy wykazali takze
zdolno$¢ G. candidum do produkcji lotnych metabolitéw [14, 16], majacych
antagonistyczne oddzialywanie na plesnie réznych rodzajéw [15]. Ci sami autorzy
réwnocze$nie zwracaja uwage, ze czgS¢ tych zwiazkéw, stanowigcych zrédio tatwo
przyswajalnego azotu, moze stymulowaé wzrost plesni. Zachowanie badanych
szczepow Fusarium zdaje si¢ potwierdzaé te tezy, szczegdlnie w sytuacji, kiedy
zastosowano ptyny po obrdbce termicznej, a wigc pozbawione czynnych zwiazkéw
biatkowych, a zawierajace czynne zwiazki niebiatkowe.

Wykazano, ze spo$réd badanych szczepdéw drozdzy, szczegdlnie kultury G.
candidum PHI i G. candidum MSK;11 oraz G. candidum SS47D,, mozna wstgpnie
zaproponowa¢ jako kultury starterowe, stanowiace skuteczna biologiczna ochrong
stodu przez rozwojem grzybéw toksynotworczych, a w konsekwencji przed skazeniem
stodu mikotoksynami.

Whioski

1. Drozdze Geotrichum candidum wytwarzalty metabolity o antagonistycznym
dziataniu wobec 2 gatunkéw grzybéw: Fusarium graminearum i F. culmorum
natomiast stymulujacym wobec F. avenaceum

2. Najwigksza wrazliwoscia na metabolity charakteryzowal si¢ szczep F.
graminearum KF375, co objawialo si¢ niskim plonem biomasy i wartosci
maksymalnej szybkosci wtasciwej wzrostu oraz wydtuzeniem lag-fazy.

3. Wigksza aktywno$¢ antygrzybowa z reguly przejawialy metabolity niepoddane
obrébce termicznej, co moze wskazywa¢ na udzial w tym procesie obecnych w
ptynach pohodowlanych drozdzy enzymdw litycznych.

4. Najlepszym induktorem do syntezy zwiazkéw antygrzybowych okazala sig
biomasa F. culmorum M292.

5. Najsilniejszym antagonistycznym  oddzialywaniem wobec Fusarium
charakteryzowaty si¢ metabolity 3 szczepodw Geotrichum: G. candidum MSK;l 1,
G. candidum PH oraz G. candidum SS47D,. Wymienione szczepy moga by¢
wykorzystane jako kultury starterowe w stodownictwie
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THE EFFECT OF GEOTRICHUM CANDIDUM’S METABOLITES
ON THE GROWTH OF FUSARIUM SP.
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Summary

The subject of our analysis was a micro-culture of 3 fungi species: Fusarium sp.: Fusarium culmorum,
F. graminearum, and F .avenaceum. The analysis was performed in an automated apparatus ‘Bioscreen
C’. In the cultures investigated, the effect of G. candidum yeast metabolites on the growth of the
Fusarium fungi was studied and assessed. The yeast metabolites were obtained from a culture of these
yeasts with Fusarium biomass added to the medium. In order to differentiate protein and non-protein
metabolites, two types of supernatants were added: one group of them was not inactivated, and the second
one — inactivated over 20 minutes at a temperature of 95°C. It was proved that the G. candidum
metabolites studied were antagonistically active towards the 2 species: F. culmorum, F. graminearum, and
that they were stimulatingly active towards F. avenaceum. The yeast metabolites prolonged the time of
fungal spore germination (lag-phase) up to 34 hours comparing to the control culture (with no
supernatants added). Additionally, the biomass yield was essentially decreased in the cultures containing
metabolites of yeasts. In the presence of metabolites, the stimulated strain (F. avenaceum 1) grew faster
(to 60%) and more effective (to 25%) than in the control culture. The inhibiting effect of supernatants
could be attributed both to the presence of active metabolites in them, and to the enzymes produced by
yeasts.

Key words: Geotrichum candidum, Fusarium, inhibition



