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HODNOTENIE VYBRANYCH VLASTNOSTI NESTARTOVACICH
BAKTERII MLIECNEHO KYSNUTIA
EVALUATION OF SELECTED PROPERTIES NON-STARTER
LACTIC ACID BACTERIA
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Abstract: The aim of this study was to determinate acidifying activity, proteolytic activity
and ability of growth in an environment with NaCl of two strains of lactobacilli isolated from
raw cow milk. Isolates were identified with commercial biochemical test API 50 CHL and
PCR method, as Lb. paracasei subsp. paracasei. Strain no. 80 showed in an environment with
pH 5.9 higher proteolytic activity than strain no. 83. Proteolytic activity of the strain no. 80
was higher with longer time cultivation (5 - 10 days). The strain no. 83 grew in the
environment with NaCl from 0 to 6 % without significant decline amount.
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UvOD

NSLAB (neStartovacie baktérie mlie¢neho kysnutia) sa vyskytuji prirodzene v mlieku
a v prostredi, st izolované zpodlahy, kanalizacie az povrchov zariadeni pouzivanych
v mliekarenskom prostredi (Fox et al., 2004; Tima, Plockova, 2007). Prispievaju
predovsetkym k rozvoju chuti syrov (Thage et al., 2005). NSLAB ako doplnkové kultury
v syréarstve musia spifiat’ dva zakladné predpoklady. Pouzity kmefi alebo zmes kmefiov nesmii
negativne ovplyviiovat’ proces zrenia a reakcie stvisiace s proteolyzou bielkovin. Po druhé,
doplnkova kultura by mala inhibovat’ rast a u€inky ostatnych NSLAB a po celu dobu zrenia
by mala zostat’ dominantnou kultirou v syre (Burns et al., 2012). NSLAB by sa mali tiez
podiel'at’ po€as vyroby syrov na fermentacii laktozy, pricom by mali rychlo dosiahnut’ pocty
cca 10" KTJ.g" na zadiatku zrenia. Tento podet by sa nemal polas zrenia menit (Téma,
Plockova, 2007). NSLAB maju jedinecnu schopnost’ rdst’ v naro¢nych podmienkach aké su
v zrejucich syroch (pH 4,9 —5,3; teplota 13 — 15 °C, obsah soli je 0 — 6 %, minimum kyslika).
Tieto podmienky zrenia vytvaraju neprijatelné prostredie pre vacSinu mikroorganizmov a su
vhodné pre NSLAB (Wouters et al., 2002). K tejto skupine baktérii najcastejSie patria druhy
rodu Lactobacillus. Napr. Bertier et al. (2001) z celkového poctu 488 izolatov mezofilnych
laktobacilov zo vzoriek mlieka potvrdili prevladajice druhy Lactobacillus paracasei
a Lactobacillus rhamnosus.

Cielom prace bolo izolovat' z mlieka baktérie mlie¢neho kysnutia, identifikovat ich
a preStudovat’ ich vybrané vlastnosti v roznych rastovych podmienkach typickych pre vyrobu
Syrov.
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MATERIAL A METODY
Izolacia laktobacilov 7 mlieka

Pritomnost’ NSLAB sa zist'ovala v cisternovych vzorkach surového kravského mlieka a vo
vzorkach mlieka z mliecneho automatu. V odobratych vzorkach mlieka sa stanovil pocet
laktobacilov kultivaciou na MRS agare (HiMedia Laboratories, India) pri teplote 37 £ 1 °C
po dobu 72 hodin za anaerobnych podmienok. PocitateI'né pocty laktobacilov sa pohybuju
v rozmedzi 15 — 150 KTIL.mI" (STN ISO 27205, 2010).

Rodova identifikacia laktobacilov

Baktérie rodu Lactobacillus vytvaraju na MRS médiu charakteristické kolonie, t.j. biele,
SoSovkovité az hviezdicovité kolonie o priemere 1 az 3 mm.

Vybrané kolonie laktobacilov vyrastené na zivnom médiu MRS sa preockovali ¢iarovanim na
platne MRS agaru. Po kultivacii sa mikroskopicky zistila ich morfoldgia a prislusnost’ podla
Grama. Laktobacily su grampozitivne palicky samostatné resp. vytvarajuce retiazky a su
kataldzanegativne.

Druhova identifikacia laktobacilov

Druhova identifikacia izolatov sa vykonala pomocou komer¢nej biochemickej supravy
API 50 CHL (BioMérieux, France). K identifikacii sa pouzila 24 hodinova kultara, z ktorej sa
pripravila suspenzia s turbiditou rovnajucou sa 2. stupniu McFarlandovej zékalovej stupnice
na pristroji Densilameter (Lachema, Ceska republika). Inkubécia, identifikicia a vyjadrenie
vysledkov sa uskutocnilo podla navodu testu. Izoldty druhovo urené komercénym
biochemickym testom sa potvrdili PCR metédou podl'a Song et al. (2000).

Izolacia bakteridlnej DNA (24 hodinova kultira v MRS bujone) sa uskutoc¢nila pomocou
komeréného kitu peqGOLD Bacterial DNA Kit (Peglab, Germany). Cistota a koncentracia
ziskanej DNA sa zmerala na pristroji NanoDrop 2000c spektrofotometer (Thermo Scientific,
Germany).

K 22 ul reakéného mixu, ktory obsahoval: 100 ul 10 x PCR buffru (Finnzymes, Finland),
20 pl 10 mM deoxynukleozid trifosfat mixu (Carl Roth, Austria), 10 pl 2 U/ul DynaZyme 11
(DNA polymeraza) (Finnzymes, Finland) a 750 ul sterilnej vody sa pridal 1 pl kazdého 10
pmol primeru (Fermentas, Germany) a 1 pl testovanej DNA. Sekvencia Specifickych
primerov  pre Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (312 bp): For
CTAGCGGGTGCGACTTTGTT, Rev GGCCAGCTATGTATTCACTGA. Amplifikacia sa
uskuto€nila na pristroji Thermal cycler C1000 (Biorad, USA). Preinkubacia sa uskuto¢nila pri
teplote 94 °C pocas 2 min. V 30 cykloch sa opakovala denaturacia pri 94 °C 30 sekund,
annealing pri 56 °C 40 sekund a elongacia pri 72 °C 1 min. Zaverecny predlzovaci krok sa
uskutoCnil pri teplote 72 °C pocas 5 min. PCR fragmenty sa ziskali na 2 % agar6zovom géle
pri 80 V a 2000 mA po dobu 50 minut, farbili sa pomocou etidium bromidu a vizualizovali
pod UV svetlom (Song et al., 2000).

Hodnotenie kysacej, proteolytickej aktivity a schopnosti rastu laktobacilov v prostredi NaCl

K hodnoteniu aktivit sa pouzila 24 hodinova kultura izolatu s hustotou 0,5 stupna
McFarlandovej zékalovej stupnice, &o zodpovedalo 10° KTJ.ml™. Kysacia aktivita izolatov
laktobacilov sa sledovala cez zmenu titranej kyslosti naockovaného UHT mlieka pocas 48
hodinovej kultivacie pri teplote 25 °C, 30 °C a 37 °C v pravidelnych ¢asovych intervaloch.
Proteolyticka aktivita sa zistila difiznou metodou na misopeptonovom agare (HiMedia
Laboratories, India) s 10 %—tnym pridavkom obnoveného sterilného odstredeného mlieka
(pH média 5,9). Kultivécia prebehla pri teplote 7 °C, 25 °C, 30 °C a 37 = 1 °C po dobu 10
dni. Schopnost’ rastu laktobacilov v prostredi NaCl sa zistila na MRS médiu (pH = 5,9)
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s pridavkom réznych koncentracii NaCl (0, 2, 4, 6 %) pri teplote 7, 25, 30 a 37 £ 1 °C po
dobu 72 hodin za anaerébnych podmienok (IDF, 2010).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocty laktobacilov vo vysetrovanych vzorkach mlieka kolisali od 5,45.10*> KTJ.ml" do
1,89.10° KTI.ml"'. Z celkového poétu 181 izolatov mlie¢nych baktérii sa na zaklade
prislusnosti podl'a Grama ahodnotenia morfologického charakteru zistilo 91 kmeiiov
laktobacilov. U 2 ndhodne vybranych izolatov ¢. 80 a 83 sa hodnotila kysacia a proteolyticka
aktivita a rast v prostredi NaCl. Podl'a vysledkov biochemického testu API 50 CHL bol izolat
¢. 80 identifikovany ako Lb. paracasei subsp. paracasei 1 aizolat ¢. 83 ako Lb. rhamnosus.
Oba tieto druhy laktobacilov s zaradené do skupiny Lb. casei group, preto vykazuju vysoku
druhovi podobnost’, ktord sa tazko rozliSuje biochemickym testom. Pre spolahliva
identifikaciu sa pouzila metéda PCR, na zéklade ktorej sa oba testované izolaty identifikovali
ako Lb. paracasei subsp. paracasei.

Nieto-Arribas et al. (2009) sa venovali stadiu technologickych vlastnosti tohto druhu a
dokazali, ze 90 % z20 testovanych izolatov kmena Lb. paracasei subsp. paracasei
vykazovalo nizku kysaciu aktivitu. Na obrdzku 1 st zndzornené zmeny titra¢nej kyslosti
mlieka naoCkovaného kmenmi laktobacilov €. 80 a ¢. 83 v zavislosti od ¢asu a teploty.
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Obrazok 1 Priebeh zmeny titracnej kyslosti mlieka v °SH p6sobenim kmena ¢islo 80 a 83
v zavislosti od ¢asu a teploty

Ako vyplyva z obrazka 1 kmen ¢. 80 po 48 hodinach kultivacie dosiahol najvyssiu kysaciu
aktivitu pri teplote 30 °C, kmen €. 83 pri 37 °C. Dosiahnuta zmena kyslosti poukazuje na
slabsiu kysaciu aktivitu izolovanych kmenov. Za zikvasové sa povazuju tie baktérie
mlie¢neho kysnutia, ktoré maju schopnost’ produkovat’ v mlieku pri 30 az 37 °C za 6 hodin
tol’ko kyseliny mlie¢nej, ktora znizi kyslost’ mlieka z pévodného pH asi 6,8 na hodnotu pH <
5,3 (Gorner, Valik, 2004).

Vyssiu schopnost’ proteolyzy vykazoval izolat ¢. 80 v porovnani s izolatom ¢. 83 - tabulka
1. S predlZzujticou dobou kultivacie sa zistovala vysSia proteolyticka aktivita kmena ¢. 80, ¢o
z hl'adiska zrenia syrov je zaujimavé zistenie. Sledovanim proteolytickej a lipolytickej
aktivity kmeniov Lb. paracasei subsp. paracasei sa zaoberali vo svojej §tadii Hoorde et al.
(2010). Sanchez et al. (2005) zistili vysSiu proteolytickt aktivitu kmenov Lb. paracasei
subsp. paracasei (QC28 a QC35) v porovnani s Lb. plantarum.
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Tabulka 1 Proteolyticka aktivita (vel'kost’ zon v mm) izolatu ¢. 80 a 83 v zavislosti od ¢asu a
teploty pri pH 5,9

Proteolyticka aktivita izolatu ¢. 80 | Proteolyticka aktivita izolatu ¢. 83

pH=35,9
5 dni kultivacie 10 dni kultivacie 5 dni kultivacie 10 dni kultivacie
Teplota 0 h* 48 h* 0h 48 h Oh 48 h 0Oh 48 h
7°C |0 0 0 0 0 0 0 0
25°C | 24 30 32 50 0 0 0 0
30°C | 27 31 32 49 0 0 0 0
37°C | 26 32 32 39 0 23 0 39

*0h — izolat naockovany v UHT mlieku bez predkultivacie
48 h —izoladt naockovany v UHT mlieku po 48 hod. predkultivacie

Z tabul’ky 2 vyplyva, ze kmen Lb. paracasei subsp. paracasei ¢. 80 je schopny prezivat’ aj
v prostredi s koncentraciou 6 % NaCl pri teplotach 25 az 37 °C. Kmen €. 83 bol citlivejsi na
rastiicu koncentraciu NaCl, o sa prejavilo poklesom poctov tohto kmena.

Tabul’ka 2 Rast izolatov laktobacilov (¢. 80, 83) v MRS médiu s r6znou koncentraciou NaCl
v zé&vislosti od teploty

Koncentracia NaCl v %
0 | 2 | 4 | 6
Cislo Teplota Potty laktobacilov (KTJ.ml™")
izolatu
7°C |0 0 0 0
25°C | 5,45.10° 1,82.10° 6,90.10° 3,46.10°
80 30°C | 7,27.10° 5,45.10° 5,82.10° 3,36.10°
37°C | 3,64.10° 3,64.10° 5,18.10° 3,27.10°
7°C |0 0 0 0
25°C | 1,09.107 1,55.107 9,00.10° 0
83 30°C | 1,55.10’ 1,46.10" 5,82.10° 1,09.10°
37°C | 1,27.10’ 1,72.10’ 1,07.10’ 0,90.10*

Kask et al. (2003) vo svojej $tadii zaznamenali dokonca nulovy rast Lb. paracasei subsp.
paracasei v prostredi so 6,5 % pridavkom NaCl pri 30 °C. V naSich pokusoch kmen
Lb. paracasei subsp. paracasei ¢. 83 v prostredi so 6 % NaCl nerastol uz pri teplote 25 °C.

ZAVER

Mlieko je jednym zo substratov, v ktorom sa bezne vyskytuju baktérie mlie¢neho kysnutia.
V poslednych rokoch sa zaujem mliekarenskych odbornikov sustred’uje na izolaciu
a charakteristiku vlastnosti novych kmeniov tychto baktérii, okrem in¢ho aj zrodu
Lactobacillus, s cielom ich vyuzitia ako doplnkovych kultar pri vyrobe zrejicich syrov. Aj
naSe vysledky potvrdili, Ze vhodnejSou metodou pre druhovl identifikaciu laktobacilov je
PCR metoda v porovnani s komerénym biochemickym API testom. Identifikované kmene
vykazovali slabu kysaciu aktivitu. Jeden kmen vykazoval proteolyticku aktivitu a schopnost’
rastu v prostredi s NaCl aj pri teplote 25 °C. Tento kmen je vhodny na d’alSie testovanie
a v pripade potvrdenia zdraviu neskodnych vlastnosti aj na testovanie vo vyrobe zrejicich
SYrov.
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