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POTENCIAL PRODUCTION OF ROQUFORTINE C BY STRAINS PENICILLIUM
ROQUEFORTI ISOLATES

Dana Tancinovd, Zuzana Barbordkova, Zuzana MasSkova

ABSTRACT

The aim of the present work was to isolate Penicillium roqueforti isolates from roquefort type of cheese and test their in
vitro ability to produce roquefortin C. Based on macromorphological and micromorphological characters, we found out that
samples of roquefort type of cheese were not contaminated with any other type of microscopic filamentous fungi such as
Penicillium roqueforti. Obtained strains were tested for the ability to produce rogquefortin C in vitro conditions. Cultivation
for screening roqueforten C was conducted on CYA (Czapek agar with yeast extract) because it is so intracellular toxin.
Inoculated media were incubated at 15+1 °C, 25+1 °C for 7, 14 and 21 days. To determine the presence of roquefortin C, we
used thin layer chromatography (TLC). With the time of cultivation the number of producing strains was growing and after

21 days of incubation all the strains irrespective of cultivation temperature were producing roquefortin C.
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UVOD
Penicillium roqueforti je mikroskopickd huba so
Specifickymi morfologickymi vlastnost'ami

a morfologiou kolonie, ak je kultivovana na $pecifickych
rastovych médiach (Pitt et Hocking, 2009). Schopnost’
produkovat’ roquefortin C popisujii viaceri autori
(Samson et Frisvad, 2004, Rundberget et al., 2004,
Sengun et al., 2008, Rasmussen et al., 2010). Akutna
toxicita roquefortinu C nie je velmi vysoka (Cole et
Cox, 1981), ale je popisovany ako neurotoxin (Altug,
2003, Frisvad et al., 2006, Frisvad et al., 2007).
Cielom stadie bolo vyizolovat kmene Penicillium
roqueforti zo syrov roquefortského typu a testovat’ ich
v podmienkach in vitro na schopnost produkovat
roquefortin C.

MATERIAL A METODIKA

V praci sme testovali 14 kmetiov Penicillium roqueforti.
Kmene sme ziskali zo syrov roquefortského typu, ktoré
boli zakGpené v obchodnej sieti v Nitrianskom regione.
Povod vzoriek: Ceska republika (2 vzorky), Franciizko
(3 vzorky), Litva (1 vzorka), Nemecko (3 vzorky),
Polko (2 wvzorky) a Slovensko (3 vzorky). Pdévod
konkrétnych vzoriek syrov azaroven testovanych
kmenov uvadzame v Tabulke 1. Mikroskopické huby
sme izolovali z miesta syra s viditel'nym rastom. Ako
ockovacie médium sme pouzili MEA (agar so
sladinovym extraktom, Pitt et Hocking, 1997).
Naockované platne sme kultivovali 7 dni, pri teplote
25+1 °C, v tme. Vyrastené kolonie sme preockovali na
odporudané identifikaéné média pre rod Penicillium:
CYA (Czapkov agar s kvasniénym extraktom; Pitt et
Hocking, 1997), MEA, CREA (agar s kreatinom a
sacharézou; Samson et al., 2002) aYES (agar
s kvasniénym extraktom a sacharézou; Samson et al.,
2002). Izolaty sme na Petriho misky ockovali trojbodovo
a kultivovali sme ich pri teplote 25+1 °C, 7 dni, v tme.
Druhovi identifikaciu sme robili podl'a Pitt et Hocking
(1997), Samson et al. (2002) a Samson et Frisvad
(2004b).

Stanovenie toxinogenity

Kmene Penicillium roqueforti sme v in vitro podmienkach
testovali na schopnost’ produkovat roquefortin C metdédou
tenkovstvovej chromatografie (TLC) podla Samson et al.
(2002) upravenou Labudom a Tan¢inovou (2006). TLC je
jednou z najuniverzalnejSich metéod chromatografickej
analyzy. Kultivacia pre skrining roquefortinu C prebiehala
na CYA, pretoze sa jedna o tzv. intracelularny toxin.
Naockované média boli kultivované pri teplotach 15+1 °C,
25+1 °C po dobu 7, 14 a 21 dni. Po uvedenej dobe kultivicie
sme zistovali schopnost’ testovanych kmenov produkovat
roquefortin C. Z kolénii sme vyrezali spolu s kultivatnym
médiom 3 vyseky, kazdy s plochou priblizne 5 x 5 mm.
Vyseky sme nechali extrahovat’ 5 min v 500 ul roztoku
chloroform:metanol (2:1) a premiesali pomocou Vortexu.
Tekuté fazy metabolickych extraktov jednotlivych kmenov
sme naniesli v mnoZstvach 30 - 50 ul na chromatograficka
platiu a nasledne boli vyvijané v chromatografickej sustave
TEF (toluén, etylacetdt, kyselina mravéia; 5:4:1).
Vizualizacia roquefortinu C: po naneseni Ce(SO,),.4H,0
sa roquefortin C vizualizoval ako oranzova Skvrna na Starte
chromatografickej platne.
Nasledne sme vybrali Styri kmene (po 21 dnoch kultivacie
pri 25+1 °C), ktoré sme dalej kultivovali pri teplote 4+1 °C.
Pritomnost’ roquefortinu C sme testovali vy$sie popisanou
TLC metddou.
Tabulka 1: Povod vzoriek syrov a kmetiov Penicillium
roqueforti
Cislo vzorky (kmena)

Krajina povodu
Francuzsko
Nemecko

Slovenska republika
Slovenska republika
Slovenska republika
Pol’'sko

Pol’'sko

Ceska republika
Litva

Nemecko
Francuzsko

Ceska republika
Nemecko
Francuzsko
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Penicillium roqueforti je velmi podobny druhom P.
carneum a P. paneum. Tieto druhy vSak na CYA a YES
netvoria tmavozeleny reverz (Frisvad et Samson, 2004,
O’Brien et al., 2008). Na zdklade mikromorfologickych,
makromorfologickych a kultivaénych znakov sme kmene
identifikovali a zaradili do druhu Penicillium roqueforti.
Produkcia mykotoxinov je zavisla od mnohych faktorov
ako su vodna aktivita, teplota, substrat, kmen huby,
zlozenie substratu, pritomnost’ chemickych konzervantov
a interakcie sinymi mikroorganizmami (Varga et al.,

2005). V nasej studii sme sledovali vplyv teploty a doby
kultivacie na schopnost’ kmeiiov Penicillium roqueforti
produkovat’ roquefortin C. Na stanovenie produkcie
roquefortinu C sme v podmienkach in vitro vyuzili TLC
metodu. TLC metdéda je kvalitativna metoda, ktorou
moézeme detegovat’  pritomnost nami  sledovaného
roquefortinu C vzivhom médiu. Vysledky uvadzame
v Tabul'ke 1. Po siedmych diioch kultivacie sme detegovali
nejasnu pritomnost’ roquefortinu C len pri 3 kmenoch, z toho
Ukmena ¢. 1 pri obidvoch kultivaénych teplotach
aukmetiov 13 al4 len pri teplote 15+1 °C.

Tabul’ka 2: Testovanie kmetiov Penicillium roqueforti na schopnost’ produkovat’ roquefortin C na CYA (Czapkov agar s

kvasni¢nym extraktom) v podmienkach in

vitro V zavislosti

na teplote adobe  kultivacie

7 dni kultivacie

14 dni kultivacie

21 dni kultivacie

Cislo kmena | Roquefortin C

Roquefortin C

Roquefortin C

15+1 °C | 2541 °C

15+1 °C | 25+1 °C

15+1 °C | 2541 °C
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- produkcia nedetegovatel'na

+ produkcia nejasna

+ produkcia zistena
Po 14 dioch kultivacie sme produkciu roquefortinu C
nezistili len u kmetiov ¢. 1 a 2 a to pri kultiva¢nej teplote
25+1 °C. Ostatné kmene roquefortin C produkovali pri
obidvoch kultivaénych teplotach. Po 21 diioch kultivacie
sme zistili 100 % produkciu roquefortinu C ato pri
obidvoch kultivaénych teplotach.  Podobne testovali
Pose et al. (2007) kmene z argentinskych roquefortskych
syrov v podmienkach in vitro na produkciu roquefortinu
C. Z21 testovanych kmenov (kultivacia 16 dni pri
25+1 °C, YES médium) toxin produkovalo 16 kmeiiov.
Tsuyuji et Masakatsu (2000) testovali 37 kmenov

Penicillium  roqueforti ~ (povod  kmetov:  syry
roquefortského  typu). Vsetky testované kmene
produkovali roquefortin C. Penicillium roqueforti

produkuje aj dalSie mykotoxiny ako napr. PR-toxin
a kyselinu mykofenolovi (Rundberget et al., 2004,
Rasmussen et al., 2010 a d’alsi). Po Siestich mesiacoch
skladovania vykultivovanych kmetiov pri teplote 4+1 °C
sme nezaznamenali pritomnost’ roquefortinu C. Pocas
skladovania doslo k odburaniu toxinu na
nedetegovatelne mnozstvo nami pouzitou metodou.
V literatare nie st dostupné informacie o takejto dlhej
dobe skladovania zivnych médii s vytvorenym
roquefortinom C.

ZAVER

V predlozenej §tadii sme zistili, Zze vzorky syrov typu
roquefort neboli kontaminované inym druhom vlaknitej
mikroskopickej huby ako Penicillium roqueforti. Ziskané
kmene sme testovali na schopnost’ produkovat’ roquefortin C
pri dvoch kultivaénych teplotach 15+1 °C a 25+1 °C a
roznej dobe kultivacie. S dobou kultivacie narastal pocet
produkujtcich kmeniov a po 21 dnioch kultivacie uz vsetky
kmene bez ohladu na kultivaéni teplotu produkovali
roquefortin C.
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