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Uvod

Kyslomlieénym baktériam ako potencialnym konzer-
vantom potravin sa venuje vzrastajiica pozornost’. Su §iro-
ko pouzivané ako Startovacie kultiry v priemyselnej vyro-
be fermentovanych mlie¢nych, mésovych, rastlinnych
a cerealnych vyrobkov. Velky vyznam maju tiez ako ne-
Startovacia — doplnkova kultura. Zvlast v mliekarenskom
priemysle narastd zaujem o kmene s probiotickymi vlast-
nostami schopné prezit dostatocne dlhy cas v gastro-
intestinalnom trakte'.

Kyslomliecne baktérie sit zname vd’aka ich antagonis-
tickej aktivite na patogénne baktérie a baktérie sposobuji-
ce kazenie potravin®.

Antimikrobidlna aktivita je sposobend hlavne reduk-
ciou pH prostredia pomocou vyprodukovanych kyselin
(kyselina mlie¢na, kyselina octovd, kyselina jantirova,
kyselina propidonové, kyselina fenylmliecna a i.) atiez
tvorbou dalsich antimikrobidlnych latok (H,O,, diacetyl,
CO, a i.) vratane bakteriocinov bielkovinovej povahy’.

Druh Lactococcus lactis patri medzi kyslomlie¢ne
nepatogénne grampozitivne baktérie Uzko stvisiace
s rodom Streptococcus a bezne pouzivané ako Startovacie
kultary pri vyrobe syrov*.

Zakladnou ulohou kultdr mliecnych Startérov zloze-
nych z kyslomlie¢nych baktérii je riadit’ fermentaény pro-
ces. SucCasne prispievaju k senzorickym vlastnostiam vy-
robkov ak ich bezpecnosti. PouZivanie priemyselnych
Startovacich kultar zniZilo rozmanitost' fermentovanych
mlie¢nych vyrobkov. Tento jav mozno vysvetlit' tym, Ze
komercna dostupnost’ novych zaujimavych Startovacich
kultar je obmedzena. V sucasnej dobe je preto snaha
o hl'adanie potencidlnych Startovacich mikroorganizmov
zo skupiny ,,divokych® kmenov ziskavanych zo surového
mlieka, nedefinovanych kultar alebo z tradicnych vyrob-
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kov pre diverzifikaciu produktov>®.

Tato praca sa zameriava na antibakterialnu a antifun-
galnu aktivitu kmenov Lactococcus lactis izolovanych
z ov¢ich hrudkovych syrov vyrobenych z tepelne neosetre-
ného mlieka pochadzajicich z réznych oblasti Slovenska
atvorbu vybranych antimikrobidlnych  metabolitov
(kyselina mlie¢na, H,O,, diacetyl, CO,).

Experimentalna cast’

Praca sa ststredi na 20 ,,divokych* kmenov Lactococ-
cus lactis izolovanych z ov¢ich hrudkovych syrov vyrobe-
nych zo surového mlieka pochadzajtcich z r6znych oblasti
Slovenska a identifikovanych metédou MALDI-TOF.
Kmene st uvedené v tab. I.

Noéné kultara

Izolované kmene Lactococcus lactis boli pravidelne
preockovavané do M17 bujonu (MERCK, Darmstadt, Ger-
many) a kultivované v termostate pri optimalnej teplote
rastu 30 °C. Pre jednotlivé experimenty bola pouzita vzdy
Cerstva no¢na kultara (16—18 h) v M17 médiu.

Indiké4torové mikroorganizmy

Alternaria alternata CCM 128, Aspergillus flavus
CCM 171, Bacillus cereus DFST, Bacillus subtilis CCM
2216, Cladosporium herbarum CCM 159, Escherichia coli
CCM 3988, Listeria monocytogenes NCTC 4886, Mucor
rouxii CCM 220, Penicillium chrysogenum CCM 432,
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Rhizopus oryzae
CCM 8284, Staphylococcus aureus CCM 3953

Antimikrobiadlna aktivita

Antibakterialna a antifungalna aktivita bola sledovana
paralelne  dvojvrstvovou difiznou metdédou podla
Magnussona’. 100 ul &erstvej no¢nej kultury laktokokov
s koncentraciou 10° KTJ ml™ sa nanieslo pomocou mikro-
pipety na sterilny disk (& 1,2 cm), umiestneny v strede
Petriho misky, s tuhym M17 agarom. Nasledovala kultiva-
cia pri 30 °C 24-48 h za aerdbnych podmienok. Po vyras-
teni laktokokov sa Petriho misky preliali makkym BHI
agarom (MERCK, Darmstadt, Germany) so vstupnou kon-
centraciou indikatorového kmefia baktérii 107 KTJ ml ™,
resp. Sabouraudovym mikkym agarom (IMUNA, Sari$ské
Michalany, SR) (0,8 % agaru) v pripade mikroskopickych
vlaknitych hub so vstupnou koncentraciou 10* spor ml™.
Po 24h aerdbnej kultivacii pri 30 °C (baktérie), resp. 48h
kultivécii pri 25 °C (mikroskopické vlaknité huby) sa vy-
pocitala plocha inhibicie v tvare kruhu (vyjasnena plocha)
z celkovej plochy Petriho misky, kde » [mm] je polomer
kruhu a 7 je Ludolfovo ¢islo.
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Tabulka I

Divoké kmene Lactococcus lactis izolované z ov¢ich hrud-
kovych syrov vyrobenych zo surového mlieka poch4dzaji-
cich z roznych oblasti Slovenska

Izolat Lokalita

1014 Hanigovce

1016 Hanigovce

381 Zamostie

3S3 Zamostie

387 Zamostie

589 Podolinec

5S10 Podolinec

6S3 Lipany

7S3 Bertotovce

7S5 Bertotovce

757 Bertotovce

7S9 Bertotovce

8S3 Vlkanova

9S3 Hrochot’

9S8 Hrochot’

1082 Liptovské Revice
10S4 Liptovské Revuce
10S5 Liptovské Revuce
1283 Cigla

1285 Cigla

Stanovenie tvorby H,0,

Nocna kultira laktokokov sa sterilne naockovala do
9 ml M17 bujonu so vstupnou koncentraciou 10° KTJ ml™.
Po 24h kultivacii pri 30 °C sa vzorka odstredila (20 min,
4000 ot. min™") (Centrifuge MPW — 360, Pol'sko). Po od-
stredeni sa bunky 2x premyli sterilnym fyziologickym
roztokom. Premyté bunky sa nasledne rozpustili v 9 ml
studeného fosfatového pufru (pH 6,5) a inkubovali 24 h pri
5°C. Po inkubacii sa vzorky pretrepali a odstredili. Na
vyhodnotenie sa odobralo 2,5 ml supernatantu, ku ktorému
sa pridalo 0,5 ml chrenovej peroxidazy (Boehringer, Man-
nheim, Nemecko) a 0,05 ml o-dianizidinu (SERVA, Hei-
delberg, Nemecko). Nasledovala inkubacia vo vodnom
kapeli pri 37 °C 10 min. Reakcia sa zastavila pridavkom
0,1 ml 4 N HCI. Po zastaveni reakcie sa merala absorban-
cia pri vlnovej dizke 400 nm. Koncentracia H,O, sa vypo-
gitala z kalibragnej krivky?®.

Stanovenie tvorby CO,
Nocna kultara laktokokov sa naockovala paralelne do

M17 bujonu s Durhamovou skiimavkou tak, aby vstupna
koncentracia buniek bola 10" KTJ ml™'. Nasledovala 24 h
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inkubacia pri optimalnej teplote rastu. Tvorba CO, sa pre-
javila stipcom plynu v Durhamovej skiimavke’.

Stanovenie tvorby diacetylu

Nocna kultira laktokokov sa sterilne naockovala do
9 ml sterilného mlieka (1,5 % tuku) tak, aby vstupna kon-
centrécia bola 107 KTJ ml™'. Nasledovala kultivacia 24 h
pri 30 °C. Po kultivacii sa do skimavky sterilne odpipeto-
val 1 ml vzorky. K tomu sa pridalo 0,5ml 16% KOH
(MIKROCHEM, Pezinok, SR) a 0,5ml 1% a-naftolu
(MERCK, Darmstadt, Nemecko). Po pretrepani sa sku-
mavky inkubovali 10 min pri 30 °C. Nasledne sa hodnotilo
ruzové zafarbenie, ktoré zna¢i pritomnost’ diacetylu'”.

Tvorba organickych kyselin

Tvorba organickych kyselin v polotucnom mlieku
(1,5 % tuku) sa stanovila metdédou HPLC RID.

Nocné kultira laktokokov sa naockovala do 100 ml
sterilného mlieka tak, aby vstupna koncentracia bola 10°
KTJ ml™'. Nasledovala kultivacia pri 30 °C za aerébnych
podmienok. Obsah kyselin sa stanovoval v Case 0., 24.
a 48. h kultivacie. Sucasne sa sledovala aj zmena pH mlieka.

Predanalyticka uprava vzorky

Sfermentované mlieko sa vyc¢irilo pomocou roztokov
Carrez I (K4[Fe(CN)] - 3 H,O) a Carrez I (ZnSO,- 7 H,0O)
anasledne prefiltrovalo. Ziskany filtrdt sa zmieSal
v alikvotnom pomere s mobilnou fazou, prefiltroval cez
mikrofilter (0,2 pm) a nasledne aplikoval na kolonu.

Podmienky analyzy

Vysokotlakova pumpa DeltaChrom™ SDS 030, dav-
kova¢ Rheodyne 7725i, davkovacia slucka 20 ul, kolona
Polymer IEX H* (250 x 8 mm), DeltaChrom™ Tempera-
ture Control Unit (50 + 0,1 °C), mobilna faza 9 mM
H,SO,, prietok mobilnej fizy 1cm’min”', RI detektor
(Knauer K — 2301), zbera¢ dat a vyhodnocovaci program
Clarity.

Meranie pH

Na meranie pH hodnoty mlieka bol pouZity laborator-
ny pH-meter (inoLab Levell WTW, Némecko) so sklen-
nou elektrédou a teplotnym senzorom (Blue Line).

Vysledky a diskusia

Rozliéné studie poukazuju na velky vyznam mno-
hych kyslomlie¢nych baktérii v potravinarskom priemysle
zhladiska inhibicie rastu neziaducich baktérii'"™".

V ramci sledovania antibakterialnej aktivity, z vysled-
kov tejto prace vyplyva, Ze sedem izolovanych kmenov
Lactococcus lactis (357, 559, 5S10, 7S3, 9S3, 10S4,
12S3) inhibovalo rast vSetkych patogénnych indikatoro-
vych baktérii (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escheri-
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Tabul’ka I1
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Antibakterialna aktivita laktokokov izolovanych z ov¢ich hrudkovych syrov vyrobenych zo surového mlieka na indikato-

rové baktérie

Izolat Inhibicia [%]
L. lactis Indikétorovy kmeni
B. cereus B. subtilis E. coli L. monocytogenes P. aeruginosa S. aureus

1014 6,52 0 5,01 4,72 4,84 5,21
1016 5,46 5,33 5,33 5,71 5,21 0
3S1 6,38 0 0 0 0 0
383 6,52 0 0 0 0 0
357 9,26 4,72 6,80 4,84 4,27 7,83
589 6,94 5,46 6,10 5,46 5,09 5,62
5S10 7,38 4,96 6,10 1,06 4,84 5,26
6S3 6,25 0 5,95 4,84 4,84 5,95
783 9,76 3,72 4,48 5,98 4,84 5,53
7S5 4,96 0 5,95 0 5,09 0
787 5,33 5,08 5,84 0 5,46 6,11
789 5,71 3,93 4,96 0 4,73 4,96
8S3 6,38 4,72 6,10 0 4,73 4,73
983 5,71 1,49 6,33 5,21 4,12 5,12
9S8 6,80 0 5,59 5,58 4,97 0
10S2 13,65 4,72 6,94 4,72 7,38 0
1054 14,68 4,49 6,52 4,84 9,94 5,08
10S5 8,29 1,36 3,61 4,96 7,62 0
1253 6,80 4,60 5,01 4,15 5,09 4,84
1285 5,08 0 5,31 0 4,84 4,99

chia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aerugi-
nosa, Staphylococcus aureus). Najvys$iu antibakterialnu
aktivitu  prejavili kmene Lactococcus lactis 10S4
(14,68 %) a Lactococcus lactis 10S2 (13,65 %) na Bacil-
lus cereus. Najmenej aktivne boli izolaty 3S1 a 3S3. Tieto
kmene Lactococcus lactis inhibovali iba rast Bacillus cere-
us (6,38 %; 6,52 %). Ako vyplyva znaSich vysledkov
(tab. II), inhibi€né plochy sa pohybovali v rozmedzi
1,06 % az 14,68 %.

Podobny vyskum uviedli Charlier a spol. (2008), ktori
Studovali antimikrobialnu aktivitu 75 kmeiiov Lactococcus
lactis. Sledovali inhibiény G¢inok na rast Staphylococcus
aureus v mlieku. Vacsina kmenov laktokokov mala silny
antagonisticky ucinok. Vysledky ich prace poukazujl aj na
to, ze aj kmene Lactococcus lactis s nizkou acidifika¢nou
schopnost'ou, pouZivané pri vyrobe mikkych syrov vyro-
benych zo surového mlieka, m6ézu GCinne branit’ rastu
Staphylococcus aureus aj pri pociatocnej kontamindcii
10°KTI ml™" (cit.').

Podl'a naSich vysledkov v ramci sledovania antifun-
galnej aktivity, najcitlivej§ie na metabolity izolovanych
»divokych® kmenov laktokokov boli Mucor rouxii
(inhibi¢né plochy u 17 kmefiov Lactococcus lactis sa po-
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hybovali vrozmedzi 4,73-26,99 %) a Rhizopus oryzae
(inhibi¢né plochy u 15 kmenov Lactococcus lactis sa po-
hybovali v rozmedzi 10,63—17,06 %). Iba kmen Lactococ-
cus lactis 5510 inhiboval rast vSetkych indikatorovych
mikroskopickych vlaknitych hub (Alternaria alternata,
Aspergillus flavus, Cladosporium herbarum, Mucor rouxii,
Penicillium chrysogenum a Rhizopus oryzae). Najodolnej-
Sie boli Alternaria alternata, ktorej rast neinhibovalo
13 kmenov Lactococcus lactis, a Cladosporium herbarum
— 9 kmenov Lactococcus lactis bolo bez inhibi¢nej zony.
Antifungélna aktivita laktokokov je zhodnotena v tab. III.
Kumar a spol. (2010) skamali, ¢i metabolity kyslom-
liecnych baktérii mézu byt pouzivané ako prirodné kon-
zervanty v mliekarenskom priemysle. Podl'a ich Studie,
kmene Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis
ssp. cremoris, Lactococcus lactis var. diacetylactis, Lacto-
bacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidop-
hilus, Lactobacillus helveticus a Lactobacillus casei izolo-
vané¢ z Dahi (indicky jogurt), mlicka, jogurtu, ovocia
a silaze, pri testovani nepreukdzali antifungélne vlastnosti.
V pripade standardnych kultar z Narodnej zbierky mlieka-
renskych kultur (NDRI, Karnal, India), vSetky Styri kmene
Lactococcus lactis ssp. lactis (94), Lactococcus lactis var.



Chem. Listy 108, 226-232 (2014) Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka III
Antifungélna aktivita laktokokov izolovanych z ov¢ich hrudkovych syrov vyrobenych zo surového mlieka na mikrosko-
pické vlaknité huby

Izolat Inhibicia [%]
L. lactis Indikatorovy kmen
A. alternata A. flavus C. herbarum M. rouxii P. chrysogenum R. oryzae
1014 0 7,00 4,73 7,58 7,29 11,85
1016 4,92 0 0 17,06 4,73 13,13
3S1 4,97 7,00 0 9,26 5,13 17,06
3S3 5,21 5,55 0 15,65 5,38 12,35
357 0 9,04 0 21,85 5,81 13,00
559 0 6,71 6,43 12,87 6,81 0
5S10 6,03 7,38 5,93 24,57 6,34 10,63
6S3 0 6,16 5,61 21,04 5,98 12,22
7S3 0 8,09 0 0 5,05 10,63
7S5 0 0 0 4,73 5,89 13,39
757 5,51 9,04 6,07 15,48 5,98 0
759 0 5,98 0 24,28 7,58 11,35
8S3 4,97 0 4,97 22,10 5,55 0
9S3 0 9,94 4,82 6,14 5,05 13,93
9S8 0 0 4,04 0 5,21 10,63
10S2 0 5,55 4,34 7,99 6,16 0
10S4 1,30 6,90 0 11,85 6,34 12,87
10S5 0 11,85 0 0 5,05 0
1283 0 5,21 5,21 26,99 6,43 13,39
1285 0 8,40 4,61 24,28 5,89 11,48
Tabulka IV

Obsah kyseliny mliecnej vyprodukovanej laktokokmi v polotu¢nom mlieku (1,5 % tuku) pocas 48 h kultivicie za aerdb-
nych podmienok pri 30 °C

Izolat Koncentracia kyseliny mliecnej [g dm™] Izolat Koncentracia kyseliny mliecnej [g dm™]
0h 24 h 48 h 0h 24 h 48 h
1014 0,38 6,54 7,30 787 0,4 4,57 7,87
1016 0,32 4,79 6,67 759 0,36 5,48 6,82
3S1 0,31 3,72 6,72 8S3 0,43 2,75 6,52
3S3 0,39 6,28 6,72 9S3 0,57 5,66 7,69
357 0,52 5,21 6,21 9S8 0,57 5,33 7,08
559 0,65 5,49 7,52 10S2 0,29 4,01 5,56
5510 0,54 7,21 7,41 10S4 0,48 7,08 7,80
6S3 0,39 6,10 6,95 10S5 0,33 4,42 4,71
7S3 0,20 3,60 591 1283 0,32 5,56 5,62
7S5 0,42 6,32 8,05 12S5 0,34 4,97 6,54

diacetylactis  (60), Lactobacillus acidophilus (014) hab (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Penicillium
a Lactobacillus acidophilus (015) mali inhibi¢nt aktivitu citrinum, Mucor, Rhizopus; Dairy Science College, Heb-
aspon na jednu alebo dve z mikroskopickych vlaknitych bal, Bangalore)'”.
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Tabul’ka V
Zmena pH hodnoty pocas kultivacie laktokokov v polotu¢nom mlieku (1,5 % tuku) poc€as 48 h pri 30 °C
Izolat pH Izolat pH
Oh 24 h 48 h Oh 24 h 48 h
1014 6,16 4,22 4,19 787 6,16 4,21 4,15
1016 6,18 4,22 4,17 759 6,18 4,24 4,19
3S1 6,14 4,29 4,26 8S3 6,06 4,18 4,19
3S3 6,15 4,26 4,23 9S3 6,10 4,25 4,24
357 6,08 4,49 4,29 9S8 6,03 4,17 4,14
559 6,09 4,23 4,19 10S2 6,18 4,19 4,14
5S10 6,09 4,28 4,26 10S4 6,13 4,22 4,16
6S3 6,18 4,20 4,19 10S5 6,19 4,27 4,26
7S3 6,19 4,59 4,41 1283 6,19 425 4,22
7S5 6,16 425 4,19 1285 6,12 426 4,18
Tabul’ka VI
Tvorba H,0,, CO, a diacetylu kmenmi Lactococcus lactis
Izolat H,0, [ug cm™] CO,* Diacetyl °
1014 0,50 + -
1016 0,46 - -
3S1 1,01 - -
3S3 0,65 + ++
357 0,58 + +-
559 0 + -
5S10 1,07 - -
6S3 0,63 - -
7S3 0,43 + +
7S5 0,23 - -
757 0 - -
7S9 0,35 - -
8S3 0,55 - +/—
9S3 0,84 - -
9S8 1,54 + -
10S2 0,25 - +
10S4 2,41 - -
10S5 4,05 - +++
1283 1,79 + -
1285 3,46 - -

1CO,: + bol produkovany, — nebol produkovany, ° Diacetyl: +++ intenzivne ruzové vyfarbenie, ++ viditené vyfarbenie,
+— nejasné vyfarbenie, — bez vyfarbenia

Kyselina mliecna je cenny produkt kyslomlie¢nych Nedisociovand forma slabych organickych kyselin
baktérii s praktickym vyuZitim v potravinarskom priemys- difunduje cez bunkovli membrénu a je v zavislosti na in-
le ako konzerva¢na latka, pH regulator a zvyrazitoval tracelularnom pH viac alebo menej disociovand vo vnutri
chuti'®. bunky, uvoltiuje H' iény, ktoré okysluju cytoplazmu. Ne-
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disociovand forma molekuly spdsobuje antimikrobidlny
efekt kolapsom elektrochemického protonového gradientu,
¢im vznik4 bakteriostaticky vplyv alebo smrt’ citlivej bak-
térie. Tento efekt je vyraznejsi pri pH < pKa kyseliny, t.j.
ked je kyselina v nedisociovanom stave'”.

Pri sledovani produkcie kyseliny mliecnej v mlieku
izolovanymi kmetimi Lactococcus lactis pri 30 °C za 48 h
kultivacie (tab. IV), najviac kyseliny mlie¢nej vytvoril
izolat Lactococcus lactis 7S5 (8,05 g dm™). U ostatnych
izolatov sa koncentracie kyseliny mlieénej pohybovali
v rozmedzi 4,71-7,87 g dm ™. Najvagsi pokles pH bol po-
zorovany u kmenov Lactococcus lactis 9S8 a 10S2
(pH 4,14) (tab. V).

Nancib a spol. (2009) sledovali produkciu kyseliny
mliecnej kmenom Lactococcus lactis subsp.  lactis
v d’atfovom dzuse pri réznych teplotach. Po 12 h fermen-
tacie pri 30 °C bola kone¢na koncentracia kyseliny mliec-
nej 7,5 g dm™. Pri zvySovani teploty (32 °C, 34 °C, 36 °C)
sa jej vysledna koncentréacia znizovala®.

Peroxid vodika, ktory sa vyznacuje silnym oxidaénym
ucinkom na bakteridlnu bunku a deStrukciou zakladnych
molekulovych §truktir bunkovych bielkovin, produkovali
pri 30 °C vsetky izolované kmene Lactococcus lactis ok-
rem izolatov 7S7 a 5S9. Najvyssia koncentricia bola ziste-
na u kmefa Lactococcus lactis 10S5 (4,05 pg cm ™), ostat-
né kmene Lactococcus lactis tvorili H,O, v rozmedzi 0,23
a7 3,46 pug cm (tab. VI).

Kosova aspol. (2012) pri kvantitativnom stanoveni
tvorby peroxidu vodika u 7 kmenov z rodu Lactobacillus
pochadzajucich znarodnych imedzindrodnych zbierok
zistili, Ze vSetky kmene produkovali peroxid vodika, a to
v intervale 0,10-1,98 ug cm °. Najvyssie koncentracie boli
pozorované u kmenov Lactobacillus casei DMF 30147
(1,9§1 ug cm ) a Lactobacillus paracasei SF1 (1,81 pg cm ™)
(cit.™).

Enitan a spol. (2011) sledovali produkciu H,0,
u 63 kmenov kyslomlieCnych baktérii patriacich do rodov
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus,
izolovanych zo surového a fermentovaného mlieka, pri
roznych teplotach, pH hodnotach, zdrojoch uhlika a N».
Zaroven skamali inhibi¢nt aktivitu vybranych kmenov na
Candida albicans, Escherichia coli a Staphylococcus aure-
us. HyO, bol produkovany vSetkymi kmefimi. Medzi kme-
ne s najvyssou produkciou peroxidu vodika patrili Lacto-
coccus lactis, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus ca-
sei a Streptococcus thermophilus.

Podra ich vyskumu, Lactococcus lactis za 24 h vytvo-
ril pri 30 °C 0,28 pg cm > H,0,, pri teplote 37 °C vytvoril
0,35 pg cm ™, no pri d’alsom zvyseni inkubaénej teploty na
40 °2(23 sa jeho koncentracia znizila na hodnotu 0,27 pg cm™
(cit.™).

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis je
Siroko pouzivany v potravinarskom priemysle vdaka
schopnosti metabolizovat’ citrat na aromatické komponen-
ty a oxid uhli¢ity. Tieto latky zlepSuju organoleptické
vlastnosti fermentovanych potravin a podiel'aju sa na anti-
mikrobidlnom G&inku®.
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Diacetyl je primarne syntetizovany leukonostokmi
a niektorymi laktokokmi.

Koncentricie diacetylu sa v produktoch mliekarenske;j
vyroby pohybujii v rozmedzi 0,5-20 mg kg (cit.?*).

Pri vizualnom kvalitativnom hodnoteni tvorby diace-
tylu 20 kmenmi laktokokov, najviac diacetylu tvoril izolat
Lactococcus lactis 10S5, v menSej miere Lactococcus
lactis 3S3 a Lactococcus lactis 7S3. 14 izolatov Lactococ-
cus lactis diacetyl neprodukovalo (tab. VI),

Lanciotti a spol. (2003) testovali antimikrobialnu
aktivitu diacetylu na Escherichia coli, Listeria monocyto-
genes a Staphylococcus aureus. Z ich vysledkov vyplyva,
ze najcitlivejsia na diacetyl bola Escherichia coli, zatial’ ¢o
Listeria monocytogenes bola najodolnejsia. Zistili, Ze pri-
davok diacetylu v mnozstve 300 ppm predlzuje lag fazu
4,23x pre Escherichia coli, 2,48 pre Staphylococcus au-
reus a 1,52x pre Listeria monocytogenes v porovani s ras-
tom v bujone bez pridavku diacetylu®.

Oxid uhli¢ity produkovany heterofermentativnymi
kyslomlie¢nymi baktériami vytvara anaerobne prostredie,
ktoré inhibuje enzymaticki dekarboxylaciu. Akumulacia
CO, v dvojvrstvovych lipidovych membranach méze spo-
sobit’ dysfunkciu permeability. CO, ucinne inhibuje rast
mikroorganizmov spdsobujucich kazenie potravin, predo-
vSetkym gramnegativnych psychrotrofnych baktérii. Stu-
peil inhibicie z4visi od druhu mikroorganizmu a koncen-
tracie CO,. Koncentracia CO, 20-50 % (v/v) ma silny
antifungalny efekt”.

Pri kvalitativnom sledovani tvorby oxidu uhlicitého
sme zistili, Ze z dvadsiatich testovanych divokych kmenov
laktokokov len 7 kmenov produkovalo CO, (1014, 3S3,
357, 589, 783, 9S8, 12S3) (tab. VI),

Zaver

Kmene Lactococcus lactis izolované z ovéich hrudko-
vych syrov preukazali antibakteridlnu a antifungalnu akti-
vitu a tvorbu metabolitov znamych svojim biokonzervac-
nym ucinkom. 7 izolatov inhibovalo vSetky indikatorové
baktérie, pricom najvyssiu aktivitu prejavili kmene Lacto-
coccus lactis 10S2 a 10S4 na Bacillus cereus. Najvyraz-
nejsia antifungalna aktivita bola sledovana na Mucor rou-
xii a Rhizopus oryzae. Vsetky izolaty tvorili v mlieku pri
30 °C kyselinu mliecnu v rozmedzi 4,71-8,05 gdm’3.
U laktokokov bola potvrdena tiez produkcia peroxidu vo-
dika, diacetylu a oxidu uhli¢itého v zavislosti od izolova-
ného kmena. Testované ,,divoké”“ kmene Lactococcus lac-
tis s antimikrobidlnymi vlasnostami majii potencidl na
vyuzitie v mliekarenskej praxi ako doplnkové Startovacie
kultary.

Zoznam pouzitych skratiek

CCM
DFST

Ceské sbirka mikroorganismt (Brno)
Ustav biotechnologie a potravinarstva (FCHPT,
STU, Bratislava, SR)
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NCTC UK National Collection of type Cultures
M17 agar/bujon podla Terzaghiho
BHI Brain Heart Infusion Agar/Broth (Mozgovo-

srdcovy bujon agar/bujon na kultivaciu citli-
vych baktérif)

Tato praca bola podporena projektom VEGA
1/0879/12.
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M. Greifova (Department of Food Science and Technolo-
gv, Faculty of Chemical and Food Technology, Slovak
University of Technology, Bratislava): Biopreservation
Potential of Wild Lactococcus lactis Strains Isolated
from Lumpy Sheep Cheeses

Antibacterial and antifungal activity of 20 wild lacto-
coccal strains isolated from sheep cheeses against a mi-
croorganism indicator were examined. Lactococci were
also tested for their ability to produce antimicrobial sub-
stances (lactic acid, hydrogen peroxide, biacetyl, carbon
dioxide) in milk or broth.

The highest antibacterial activity was shown by Lac-
tococcus lactis 10S4 and L. lactis 10S2 against Bacillus
cereus (inhibition 14.68 and 13.65 %, respectively).

L. lactis 5S10 inhibited the growth of all the fungi
indicators. The most sensitive fungi were Mucor rouxii
and Rhizopus oryzae. Lactococci produced varying quanti-
ties of lactic acid. L. lactis 7S5 showed the highest final
concentration of lactic acid (8.05 g/L) at 30 °C after 48-h
incubation in milk. Hydrogen peroxide was produced by
all of lactococcal strains except L. lactis 7S7 and 5S9.
L. lactis 10S5 produced the highest amount of hydrogen
peroxide (4.05 pg/mL). Six lactococci produced biacetyl
and seven strains carbon dioxide.



