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CHARACTERIZATION OF LACTOCOCCUS STRAINS AND THEIR USING IN
DAIRY TECHNOLOGY

Zuzana Hladikova, Jana Smetankova, Gabriel Greif, Maria Greifova

ABSTRACT

Lactococcus lactis species is one of the most important groups of lactic acid bacteria that are used in the dairy industry.
Lactococci are generally found on plants and the skins of animals. Special interest is placed on the study of Lactococcus
lactis ssp. lactis and Lactococcus lactis ssp. cremoris, as they are the strains used as starter cultures in industrial dairy
fermentation. The major functions of this species in dairy fermentation are the production of lactic acid, formation of
flavour and aroma compounds, development of ripened cheese texture and antimicrobial activity against spoilage bacteria

and moulds.
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UVOD
Konzumacia potravin, ktoré vznikli  Cinnostou
mikroorganizmov, sprevadza cloveka uz niekolko

tisicro¢i. Metodou pokusu aomylu sa Tudia snazili
zabranit neziaducemu kazeniu potravin zivo¢iSneho
a rastlinného pévodu. Na zaklade prirodzenej selekcie bol
tak v priebehu storo¢i podporovany rozvoj pozitivne
posobiacich mikroorganizmov na tukor tych, ktoré
sposobovali kazenie.

V pripade mlieka ¢lovek neuvedomele vyuzival Gcinky
mikroorganizmov, ktoré sa do neho dostali prirodzenou
cestou z prostredia, spdsobovali samovolné skysnutie
mlicka alebo smotany, pripadne d’alSie pochody ako je
rozklad bielkovin a tukov pri vyrobe syra.

Od konca 19. storoCia je problematika kyslomliecnych
baktérii rieSena intenzivne a nepretrzite v celej Sirke,
priCom zahfiia izolaciu novych kmefiov, poznanie ich
vlastnosti, vyber kmetov a ich vhodné kombinacie, vyrobu
roznych foriem zékysovych kultir aich aplikaciu

v klasickej mliekarenskej technologii aj konzervacii
najroznejsich potravinarskych vyrobkov.
Jednou  z najdolezitejSich  skupin  mikroorganizmov

s technologickym vyznamom si mikroorganizmy rodu
Lactococcus. Baktérie patriace do tohto rodu sa
nachadzaji v surovom kravskom mlieku, surovom ov€om
mlieku, ale aj v inych potravinarskych komoditich a uz
dlho sa vyuzivaji ako S$tartovacie kultry v malovyrobe
i vo velkopriemyselnom spracovani.

Konzervacény efekt rodu Lactococcus je spdsobeny
hlavne redukciou pH prostredia pomocou
vyprodukovanych kyselin ako je kyselina mliecna,
kyselina octova, kyselina jantarova, kyselina fenylmlie¢na,
kyselina propidonova ai. atiez tvorbou dalSich
antimikrobialnych latok vratane bakteriocinov
bielkovinovej povahy. Produkty ich metabolizmu maju
uplatnenie nielen v biokonzervacii, ale prispievaji tiez
k dosiahnutiu poZadovanych organoleptickych vlastnosti
produktov tvorbou chutovych latok a enzymov.

ROD LACTOCOCCUS

Pri studiu starSej mlickarenskej literatiry nachadzame
v mliecnej skupine streptokokov ~ pomenovania:
Streptococcus  lactis,  Streptococcus  lactis  ssp.
diacetylactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis
ssp. holandicus, Streptococcus lactis var. maltigenes,
Streptococcus citrovorus, Streptococcus paracitrovorus
a pod..

Dovody zhrnutia niektorych druhov mliecnej skupiny
streptokokov  (rod Lactococcus) do jedného druhu
Lactococcus lactis boli nasledovné: Lactococcus lactis ssp.
diacetylactis (ardmovy streptokok) ma vsSetky hlavné
vlastnosti totozné so species Lactococcus lactis, ale ma
navySe vyznamn vlastnost fermentovat citran na
aromotvornu latku diacetyl a na CO,. Tato vlastnost je
podl'a novsich tdajov regulovana plazmidom, preto nie je
trvald. Napriek novsej systematike sa taxon Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar diacetylactis pouziva nad’alej pre
jeho vynimo¢né vlastnosti v mliekarenskej mikrobiologii
(Gorner a Valik, 2004).

Najvdcsou mierou je vsurovom mlieku, syroch
ainych mlieCnych produktoch zastiupeny Lactococcus
lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris, no
izolovany bol tiez aj Lactococcus garviae (Casalta et al.,
2008; Corroler, Desmasures a Guegen, 1999).

Lactococcus lactis ssp. lactis sa vel'mi dobre rozmnozuje
v Cerstvom, za hygienickych podmienok nadojenom
mlieku, az sposobi skysnutie. Je neodmyslitelnou sucastou
pouzivanych ,Cistych mliekarskych kultar na vyrobu
niektorych kyslych mliek, kyslych smotdn ana vyrobu
vsetkych druhov syrov ako jedind kultara alebo spolu
sinou S$pecifickou kultarou mikroorganizmov. Bunky
maju vajcovity tvar priemeru 0,5 az 1,0 pm, su vacSinou
v paroch alebo v kratkych retiazkach. Rastie v rozmedzi
teplot 10 az 40 °C a jeho optimalna rastova teplota je asi
pri 30 °C. Optimalna teplota pre rézne kmene Lactococcus
lactis je 27-33 °C, optimalna tvorba Kyseliny mlieGnej je
pri 30 °C (Gorner a Valik, 2004; Adamberg et al., 2003;
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Lee, Collins 1976). Charakteristické je, Ze nefermentuje
sachardézu alebo iba v nepatrnej miere. V mlieku tvori
0,8 az 0,9 % kyseliny mliecnej. Menej ako 10 %
metabolitov (pocitané na celkové metabolity) si prchavé
kyseliny, najméd kyselina octova. Tvorbou kyseliny
mlie¢nej pri 20 °C az 30 °C mlieko zrdaza do druhého dna.
Kyselinu citronova nestiepi, netvori acetoin a diacetyl ani
CO, (existyju vSak aromové biovary ako napriklad
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis).
Lactococcus lactis ssp. lactis Stiepi pepton za tvorby
amoniaku, kazein v neutrdlnom prostredi Stiepi iba
nepatrne. V médiu neznasa 6,5 % NaCl, ale pri 4 % NaCl
rastie dobre (Gorner a Valik, 2004).

Odolnost  kyslomlieénych baktérii voc¢i zvySenej
koncentracii NaCl je velmi dodlezitd z hladiska vyroby
mnohych syrov. U rozlicnych kmefiov je vSak rdzna.
Khedid et al. (2009) testovali kyslomliecne baktérie
izolované  zmlieka tavy  dvojhrbej  z Morocca.
Lactococcus lactis ssp. lactis bol najviac zastupenym
vyizolovanym kmenom. Vich $tadii sa uvadza, ze
Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis biovar
diacetylactis dobre tolerovali 4 % — 6,5 % - ny obsah
NaCl. Lactococcus lactis ssp. cremoris toleroval mengj
ako 2 % - ny obsah NaCl.

Lactococcus  lactis ssp. cremoris ma  niektoré
charakteristické vlastnosti, ktorymi sa lisi od Lactococcus
lactis ssp. lactis: ma nizsiu optimalnu teplotu (udava sa
28 °C), tvori meratel'né mnozstvo CO,, laktozu fermentuje
pomalsie, morfologicky sa vyznacuje spravidla vacSimi
bunkami — 0,6 az 1,0 um, ktoré ostavaju pri sebe v smere
ich delenia, preto vznikaju dlhé retiazky zlozené Casto z 20

i viac buniek. Tvorba dlhych retiazok je ale
charakteristickd len pre Ccerstvé kultiry pestované
v mlieku. U starSich kultar sa retiazky rozpadavaju

na pary. Niektoré kmene tvoria sliz. V mlieku tvori asi
0,7 % kyseliny mlie¢nej. Ako homofermentativna baktéria
mlie¢neho kysnutia tvori malo vedlajSich metabolitov,
pricom tvorba CO, je premenlivd. Vytvara aj malo
acetoinu a diacetylu. Rastie eSte v médiu s obsahom 2 %
NaCl, ale nie pri 4 % NaCl. Je preto typickym
smotanovym alebo mlienym streptokokom, nie vSak
univerzalnym syrarskym mikroorganizmom (v syroch su
zvacsa vysSie koncentracie NaCl). Aj podla novsich
taxonomickych §tadii sa ukazuje, ze Lactococcus cremoris
je pribuzny druhu Lactococcus lactis, a preto sa novsie
uvadza ako Lactococcus lactis ssp. cremoris (Gorner a
Valik, 2004).

Viacero autorov skumalo vplyv teploty a pH na rast
Lactococcus lactis. Maximalna S$pecifickd miera rastu
Lactococcus lactis ssp. cremoris bola pozorovana pri pH
hodnote prostredia v rozmedzi od 6,3 do 6,9 (Bibal et al.,
1988).

Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp.
cremoris dosahujii vysoké hodnoty (>10% KTJ/g) tak ako
Vv prvy den vyroby, tak vysoky pocet KTJ sa udrziava aj
pocas zrecej periody mnohych syrov zo surového mlieka
(Corroler, Desmasures a Guegen, 1999).

Pol'ski autori Matuszewski, Pijanowski a Supieska
navrhli v roku 1936, aby kmene Streptococcus lactis, ktoré
maji  schopnost fermentovat' citran (za pritomnosti
fermentovatelného sacharidu) za tvorby acetoinu, CO,
a arobmovej latky diacetylu, dostali vlastné pomenovanie.

V Bergeyovej systematike (r. 1984) bol tento navrh
akceptovany (Gorner a Valik, 2004).

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis (byvaly
Streptococcus lactis ssp. diacetylactis) ma podobné
charakteristiky ako Lactococcus lactis ssp. lactis,
s vynimkou tvorby vécSiecho mnozstva prchavych latok
regulovanej plazmidom. Od Lactococcus lactis ssp. lactis
sa liSi dvomi znakmi: za pritomnosti fruktézy vytvara
hlavne CO; a kyselinu octovu a Stiepi kyselinu citronovu,
pricom v znacnej miere tvori acetoin. Tvorba diacetylu za
tmy neprebieha alebo iba nepatrne. V takejto kulture je
mozné preto lahko dokazovat pritomnost acetoinu.
Diacetyl sa potom z acetoinu tvori oxidaciou vzdusnym
kyslikom. Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylatis
byva v mezofilnych cistych mliekarskych kultarach,
Vv ktorych sa pozaduje tvorba arémy (diacetyl) a tvorba
COsnie je chybou (Gorner a Valik, 2004).

Cachon a Diviés (1994) skamali rast Lactococcus lactis

ssp. lactis biovar diacetylactis pri rozli¢nych hodnotach
pH. Zistili, ze pre rast a produkciu kyseliny mliecnej
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis bola
optimalna hodnota pH 6,5 .
Lactococcus raffinolactis v mliekarskej mikrobiologii nie
je bezny. Ma sérologickl skupinu N. Z fermenta¢ného
hl'adiska sa od Lactococcus lactis 1isi najmé fermentaciou
sachardzy, jeho pdvodnym stanovistom su prirodzene
skysnuté mlieka (Gorner a Valik, 2004).

Status Lactococcus lactis ,,v§eobecne povazovany za
bezpecny”“ (GRAS) ho robi atraktivnym pre produkciu
proteinov pre potravinarsky priemysel alebo terapeutické
ucely. Okrem toho kmene Lactococcus lactis produkujice
heterologne proteiny ako antigény su Studované pre
pouzitie ako zivé mukdzne vakciny (Sirén et al., 2009;
Beresford et al., 2001; Salminem et al., 1998).

LACTOCOCCUS LACTIS AKO PROBIOTICKA
KULTURA

Prinos probiotik je ocefiovany a skimany uz po celé
storo¢ia. Hoci pojem funkéné potraviny bol zavedeny
v davnej minulosti Hippokratom a jeho mottom ,,Dovolte
potravinam byt va§imi liekmi“, ale az nedavno stbor
dokazov zacal podporovat’ hypotézu, ze strava moze hrat’
vyznamnu ulohu v modulécii délezitych fyziologickych
funkcii tela (Vasiljevic, Shah, 2008).

Probiotika su definované ako zivé organizmy, ktoré ak su
konzumované v dostatocnom mnoZzstve, su prospesné pre
zdravie hostitel’a (Vouloumanou et al., 2008).

Medzi vseobecne pouzivané probiotikd patria kmene
rodov Lactobacillus a Bifidobacterium, ktoré boli povodne
izolované z l'udského intestindlneho traktu. Niekol'ko
studii sa zaoberalo probiotickou aktivitou laktokokov,
ktoré su bezne pouzivané ako Startovacie kultiry pocas
spracovania  fermentovanych mliecnych produktov.
Vseobecne sa predpoklada, ze laktokoky neprezivaju
prechod gastrointestinalnym (GI) traktom. Niektoré kmene
laktokokov vSak mozu prezivat v P'udskom i zivo¢isnom
Gl trakte (Kimoto et al., 2003; Klijn, Weerkamp,
de Vos, 1995).

Schopnost’ tolerovat’ ZzICové prostredie je nevyhnutnou
charakteristikou probiotickej kultiry. Mnoho $tadii sa
zaoberalo prezivanim KkyslomlieCnych baktérii v ZICi
a selekciou probiotik s najlepsimi vlastnost’ami
(Garriga et al., 1998; Jin et al., 1998).
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Perrin, Gill a Schneider (2000) uviedli, Ze toxické
ucinky zl¢e moézu byt cCiastoCne zmiernené pridavkom
sacharidu, ktory moze byt metabolizovany niektorymi
kmenmi bifidobaktérii. Tolerancia niektorych kmenov
laktokokov sa odliSuje pouzitim rbéznych druhov
sacharidov v rastovom médiu (Kimoto-Nira et al., 2009).

Kimoto-Nira et al. (2010) testovali kmefi Lactococcus
lactis G50 ako mozného kandidata probiotickej kultary
s imunomodulacnou aktivitou za rozlicnych podmienok.
Vysledky ich prace potvrdili, Ze kmeti Lactococcus lactis
G50 toleruje a preziva v pritomnosti lyzozymu, pri nizkej
hodnote pH prostredia a zl¢e, ale jeho rezistencia variruje
v zévislosti od pouzitého zdroja uhlika. Tiez pozorovali
uprednostiiovanie  urCitych  sacharidov  rozdielnymi
kmenmi kyslomlieénych baktérii atito preferencia
zavisela od kmena a od typu gastrointestinalneho traktu.
Probiotické vlastnosti troch kmenov KMB (Lactococcus
lactis CLFP 101, Lactobacillus plantarum CLFP 238
a Lactobacillus fermentum CLFP 242) izolovanych z ryb
aschopnost’ inhibovat prilnavost 5 patogénnych
mikroorganizmov ryb (Aeromonas hydrophila, Aeromonas
salmonicida, Yersinia ruckeri aVibrio anguillarum)
hostujicich v intestinalnej mukoznej vrstve v in vitro
podmienkach skiimali Balcazar et al. (2008). Vysledky
ukazali, ze len Lactococcus lactis CLFP 101 pdsobil
protiadhézne a antibakteridlne voc¢i vSetkym patogénnym
mikroorganizmom. Vsetky kmene kyslomlie¢nych baktérii
boli schopné prezit pri pomerne nizkych hodnotach pH
prostredia a pri vysokej koncentracii rybacej ZI¢e.

ANTIMIKROBIALNA AKTIVITA

Kyslomlie¢ne baktérie s zodpovedné za fermentaciu

amaju biokonzervacny ucinok vyuzivany v pocetnych
potravinovych a krmovinovych procesoch. Biokonzervacia
slizi na prediZenie trvanlivosti a na zvySenie bezpeénosti
potravin pouzitim prirodzenej alebo pridanej mikroflory
aich antimikrobidlnych produktov. Antimikrobialne
zlozky produkované kyslomliecnymi baktériami zahfiaju
organické kyseliny, peroxid vodika, oxid uhli¢ity, diacetyl,
bakteriociny a nizkomolekularne antimikrobialne latky, ale
niekol’ko §tadii sa venovalo aj ich polysacharidovym
metabolitom, zv1ast’ exopolysacharidom (Wu et al., 2010;
Rohwer a Edwards, 2002).
Mechanizmus posobenia antimikrobidlnych latok nemoéze
byt presne definovany, pretoze ide o komplexnu interakciu
medzi viacerymi zlozkami, mozZeme hovorit
o0 synergickom efekte (Greifova et al., 2008).

Uz roku 1973 Haines a Harmon testovali inhibi¢né
schopnosti 8 druhov baktérii patriacich do rodov
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
a Streptococcus.  Dokézali, Zze  zmesné  kultury
spominanych baktérii v laboratornych podmienkach
s médiom obsahujucim Staphylococcus aureus potlacovali
jeho rast viac ako samotné kultiry (Haines a Harmon,
1973a, 1973Db).

Neskor vroku 2008 Charlier et al. monitorovali 75
kmenov Lactococcus lactis aich potencial inhibovat’ rast
Staphylococcus aureus v mlieku a dokazali, Ze inhibi¢né
vlastnosti tychto vybranych kmetiov boli rézne. VacSina
kmenov Lactococcus lactis (93 %) rast Staphylococcus
aureus inhibovala a niekol’ko kmefiov (7 %) nemalo voci
Staphylococcus aureus ziadny inhibi¢ny u¢inok.

Bolo zistené, ze laktokoky izolované z inych zdrojov ako
z mlie¢nych produktov, preukazovali vyssiu
antimikrobidlnu aktivitu ako kmene izolované z mlie¢nych
produktov, zahffiajic aj priemyselné¢ Startéry. Tento
fenomén mobdze byt vysvetleny tak, Zze schopnost
produkovat’ antibakteridlne latky tymito divokymi kmeiimi
je sposobena konkurenénym bojom o prezitie Sinymi
mikroorganizmami (Wouters et al., 2002).

BAKTERIOCINY

Mnoho mikrobidlnych skupin produkuje bakteriociny
patriace do heterogénnej skupiny peptidov a proteinov
s antimikrobialnym G¢inkom (Castellano et al., 2008).
Bakteriociny niektorych baktérii inhibuju rast pribuznych
mikrobov, zatial ¢o iné inhibuju Sirokd  $kalu
mikroorganizmov, zahffiajicu prirodzenych patogénov
potravin a sporotvornych mikroorganizmov ako su Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
a Clostridium tyrobutyricum (Galvez et al., 2008).
Niekol’ko rodov alebo ich druhov ako st Lactococcus
lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,

Lactococcus lactis ssp. diacetylactis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
curvatus st schopné syntetizovat peptidy alebo

bakteriociny, ktorych cinnost’ je namierena len proti
taxonomicky uzko suvisiacim baktériam (Batish et al.,
1997).

Niektoré z bakteriocinov ~ produkované druhmi
Lactococcus lactis ssp. lactis sa pouZivaju od roku 1950
ako potravinarske pridavné latky. Ako priklad mézeme
uviest nizin, ktory ma antibakteridlny ucinok na
grampozitivne mikroorganizmy a je schopny inhibovat
kli¢enie spor rodov Clostridium a Bacillus (Gonzales et
al., 2007).

Vedecka literatiira ponuka priklady niekol’kych kmenov
kyslomlieénych  baktérii schopnych  produkovat
bakteriociny. V tomto zmysle, uréity kmen Lactococcus
lactis ssp. lactis produkuje nizin, bakteriocin, ktory puta
vo vedeckej oblasti najvacSiu pozornost. Avsak, iné
laktokoky ~ si  tiez ~ vyznamnymi  producentami
bakteriocinov. Napriklad lacticin 481 produkovany
kmetiom Lactococcus lactis ssp. lactis CNRZ 481,
lactococcin B produkovany Lactococcus lactis ssp.
cremoris 9B4, lactococcin G produkovany Lactococcus
lactis LMG 2081 a diplococcin produkovany Lactococcus
lactis ssp. cremoris ai. (Lee et al., 1999).

BIOSURFAKTANTY

Zaujem o biosurfaktanty za posledné roky znacne
vzrastol. Su potencionalnymi kandidatmi pre mnohé
komeréné vyuZitie v ropnom, farmaceutickom,
biomedicinskom a potravinarskom priemysle (lyer et al.,
2010).

Biosurfaktanty si mikrobidlne zliceniny s vyslovene
povrchovou aktivitou, ktoré maji rozmanité chemické
Struktiry ako glykolipidy, lipopeptidy, polysacharidovo-
proteinové komplexy, lipopolysacharidy, fosfolipidy,
mastné kyseliny a neutralne lipidy. S uzitocné nielen ako
antibakterialne, antifungalne a antivirotické latky, ale maju
tiez potencial pre pouzitie ako hlavné imunomodulacné
molekuly, antiadhezivne cinitele a dokonca ako vakciny
(Rodrigues et al., 2006).
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Rodrigues et al. (2004) studovali biosurfaktant
produkovany kmenom Lactococcus lactis 53 s cielom
tento biosurfaktant izolovat’ a identifikovat’, zahfiiajic jeho
molekularne zloZenie. Tento biosurfactant izolovany
z Lactococcus  lactis 53 bol  fyzikalnochemicky
a biochemicky charakterizovany ako mnohozlozkovy
biosurfaktant pozostavajuci z proteinu a polysacharidov,
ktory preukdzal antimikrobialnu aktivitu voci vybranym
baktériam a mikroskopickym vlaknitym hubam
(Rodrigues et al., 2006, 2004a, 2004b).

TECHNOLOGICKY VYZNAM

Acidifikaéné schopnosti

Kvalitna vyziva dojnic je nutnym predpokladom pre
dosahovanie pozadovaného latkového zlozenia
a technologickych vlastnosti mlicka. Odrazom
nedostatocného energetického krytia dojnic je znizena
produkcia mlieka, mlicko vykazuje niz§i obsah bielkovin
(klesa najmé kazeinova zlozka), nizke hodnoty beztukove;j
suSiny a titraénej kyslosti, dochadza k zhorSovaniu
syritenosti a kysacej schopnosti mlieka (Kolosta, 1998).
Specificky typickd chut aaréma tradi¢ne vyrdbanych
druhov syra zavisi od druhu mlieka, jeho mikrobiologicke;j
kvality, stupna okyslenia zrazeného mlicka vo faze
formovania, vyrobnej technologie a podmienok zrenia
(Gonzales et al., 2010).

Lactococcus lactis je pouzivany ako mezofilna
Startovacia kultira pre jeho schopnost’ acidifikovat
mlieko, ¢o vedie ku koagulacii a tvorbe aromovych latok
pocas zrenia. Z tohto dévodu sa kladie doraz na skimanie
parametrov, ktoré ovplyviiuji okyslovanie mliecka
pomocou Lactococcus lactis. Zatial' nie je zname, ako
redukovat’ acidifikacnl lag — fazu azvysit' Zivotnost
buniek po inokulacii (Jeanson et al., 2009).

V tradi¢nej vyrobe syrov sa len zriedka pouziva zmes

mezofilnych  atermofilnych  kultar. Avsak kmen
Streptococcus thermophilus sa stale viac pouZiva
s mezofilnymi Startovacimi kultGrami na  regulaciu

acidifikacie pocas spracovania, formovania, lisovania
askladovania syrov. Okrem toho  Streptococcus
thermophilus moze byt uzitoény proti bakteriofagom
(Champagne et al, 2009; Stokes et al., 2001).
Champagne et al. (2009) sa zaoberali §tadiom interakcii
medzi kultuarami Lactococcus lactis a Streptococcus
thermophilus pri modelovej vyrobe syra Cheddar.
Vysledky ich prace poukazuji na ochranni funkciu
Streptococcus thermophilus voc¢i bakteriofagom, zvySenie
rychlosti  acidifikacie pocCas Cedarizacie, zniZenie
acidifikacie pocas lisovania a skladovania a redukciu
tvorby exopolysacharidov, zatial' ¢o kultiry Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis sa vyznamne
podielaji na tvorbe chuti aaromy. Ak sa pouZije
Startovacia kulttra pre tieto ¢edarové syry zlozena z kultar
Streptococcus thermophilus a Lactococcus lactis, dosiahne
sa optimalna chutnost’, textura a post- acidifikacia.

Proteolyticka a lipoliticka aktivita

Skala a stupei volnych aminokyselin vo fermentovanom
mlieku zavisi od mnohych premenlivych faktorov ako je
druh mlieka, zlozenie Startovacej kultury, pripravnych
a skladovacich podmienok (Juillard et al., 1995).
Lactococcus lactis ako dolezity komponent Startovacich
kultar pouzivany vo vyrobe syrov vyzaduje komplex

aminokyselin a jeho optimalny rast v mlieku zavisi od jeho
velmi zlozitého proteolytického systému zahfnajuceho
bunkovll proteindzu spojeni so stenou, niekol’ko
peptidovych transportnych systémov lokalizovanych
vV membrdne a mnozstvo intracelularnych  peptidaz
(Kunji et al., 1996).

Ak je v mlieku nedostatocné mnozstvo
nizkomolekulovych komponentov, rast Startovacej kultary
zavisi od jej proteolytickej schopnosti hydrolyzovat
kazeiny. Kazeiny st hlavaym zdrojom aminokyselin pre
Lactococcus lactis, zabezpecuju 98 % rastu (Juillard
et al, 1995). Prispevok esencialnych aminokyselin
kazeinmi zavisi od typu proteinazy (lyer et al., 2010).

Katabolizmus aminokyselin zohrdva dolezita rolu
Vv poskytovani prekurzorov pre biosyntézu aminokyselin,
nukleotidov a vitaminov a v produkcii velkého mnoZstva
kla¢ovych arémovych komponentov (Chaves et al.,
2002). Konkrétnejsie, kazeiny st degradované na peptidy
aaminokyseliny atie su hlavanymi prekurzormi pre
prchavé aromatické komponenty (Smit, Smit a Engels,
2005).

Proteolytickou aktivitou sa zaoberali aj Picon et al.
(2010), ktori testovali 24 divokych kmenov Lactococcus
lactis izolovanych zo $panielskeho syra vyrobeného zo
surového mlieka, uktorych bola preukdzand rozdielna
proteolyticka a peptidolyticka aktivita.

Gorner a Valik (2004) vo svojej publikacii uvadzajt, ze
baktérie mlie¢neho kysnutia nemaju vyrazné proteolytické
a lipolytické vlastnosti, ale vo svojom metabolizme predsa
len tvoria zbielkovin Stiepne produkty, peptidy
a aminokyseliny, ktoré slizia ako ziviny naroénym
baktériam mlie¢neho kysnutia ako 'ahko vyuZzitelny zdroj
dusika.

Gonzales et al. (2010) izolovali ztradi¢ného
Spanielskeho syra ,,Genestoso cheese” 24 kmenov
kyslomlieénych baktérii. Zhodnotili ich enzymaticka
aktivitu (acidifikaciu a proteolytické schopnosti
a karboxypeptidazovli, aminopeptidazovti, kazeinolytickl
a esterazovu aktivitu) s cielom selektovat’ povodné kmene
V zdujme spracovania syrov. Tieto kmene boli selektované
na zaklade ich antimikrobidlnej aktivity a identifikované
ako Lactococcus lactis ssp. lactis (13 kmeiov),
Leuconostoc mesenteroides (2 kmene), Leuconostoc
pseudomesenteroides (1 kmei), Lactobacillus paracasei (2
kmene), Lactobacillus plantarum (1 kmen) a Enterococcus
faecalis (5 kmetiov). Kmene Lactococcus sp. preukazali
najvyssi stupen acidifikicie a proteolytickej aktivity.
Bezbunkovy extrakt z kmeiia Lactobacillus paracasei
vykazoval najvyssi stupenn aminopeptidazovej aktivity.
Najvyssi stupen kazeinolytickej aktivity preukazal
bezbunkovy extrakt jedného kmena Lactococcus lactis.
Vysoké hodnoty boli tiez ziskané bezbunkovymi
extraktami Lactobacillus sp. a niektorymi leukonostokmi.
Karboxypeptiddzova aktivita bola celkovo nizka alebo
nepostrehnutelnd u vacsiny kmeniov. NajvysSia miera
esterolytickej aktivity bola detegovana u druhov rodu
Enterococcus.

Kyslomlie¢ne baktérie su malo lipolytické v porovnani s
inymi skupinami baktérii (napr. Pseudomonas, Bacillus,

Achromobacter).  Esterolyticky a lipolyticky  systém
baktérii mliecneho kysnutia zostava slabo
charakterizovany. Esterazy kyslomlie¢nych baktérii,
mikroskopickych  vlaknitych hub  abaktérii  rodu
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Pseudomonas maji za nasledok ovocni prichut
Vv potravinach.  Mikrobidlne  lipdzy aesterdzy su
neodmyslitelné v zlepSovani kvality, urychlujii zrenie
syrov, fermentovanych mésovych vyrobkov a inych
potravin (Reddy et al., 2008).

Exopolysacharidy

Exopolysacharidy (EPS) sG definované ako dlhé
polysacharidy  vylucované mikrobidlnymi  bunkami
(Laws, Gu a Marshall, 2001). Polysacharidy sa

vSeobecne nachadzaju v rastlinach, mikroorganizmoch
(huby abaktérie), riasich a zvieratich. Vdaka ich
dostupnosti  a reologickym vlastnostiam, polysacharidy
reprezentuju  triedu vysoko hodnotnych polymérov
svelkym priemyselnym vyuzitim v potravinarskom,
kozmetickom, textilnom a farmaceutickom priemysle.
Vyuzivaju sa napriklad ako emulgatory, stabilizatory
azlepSovace  textury  V potravinarskom  priemysle
(Krizkova et al., 2006; McCue, Shetty, 2002). Niekol'ko
pokusov bolo vykonanych na riadenie fermentaénych
podmienok kvoli vzrastu produkcie EPS (Macedo et al.,
2002; Grobben et al., 1998), no doteraz je eSte mnoho
nevyrieSenych otazok. Tiez niekol’ko §tudii sa uskutocnilo
na vyuzitie EPS produkovanych kyslomliecnymi
baktériami ako hlavnej funkénej zlozky predovsetkym pri
vyrobe syrov a jogurtov (Folkenberg et al., 2005;
Hassan, Frank a Elsoda, 2003; Hassan et al., 1996).

Tvorba EPS, zda sa, vzrasta so zvySujicim sa obsahom
proteinov v médiu. Ostatné zlozky média ako mineralne
latky, Specifické aminokyseliny, karbohydraty tiez
ovplyvituji zloZenie a vytazok exopolysacharidov (De
Vuyst a Degeest, 1999; Grobben et al., 1998).

Ayala-Hernandez et al. (2009) sledovali G¢inok
pridavku srvatkovych bielkovin na reologické vlastnosti
ultrafiltra¢ného permeatu fermentovaného
exopolysacharidy-produkujiicim  kmetiom Lactococcus
lactis ssp. cremoris JFR1. Mlie¢ne permeaty obsahujiice
8% tuhych latok srozlicnymi pridavkami srvatkovych
bielkovin (0, 2, 4, 6 a 8 %) boli fermentované 12 hod pri
teplote 30 °C. Reologické vlastnosti fermentovanych
vzoriek boli zhodnotené a porovnavané s kontrolnymi
vzorkami fermentovanymi exopolysacharidy-
neprodukujicimi kmenmi. Pozorovanim elektronovym
mikroskopom bola tiez potvrdena existencia interakcii
medzi srvatkovymi proteinovymi agregatmi a EPS.
Pritomnost”  EPS znacne zvySovala  viskozitu
a viskoelastické  vlastnosti média, hlavne u vzoriek
obsahujicich viac ako 2% pridavok srvatkovych
proteinov. Ziskané vysledky nazorne dokazuji vyznam
interakcie v utvarani §truktir EPS-protein a mézu poméoct’
vysvetlit’ viskozitné mechanizmy EPS vo fermentovanych
mliecnych produktoch. Produkcia vysokoviskézneho
materialu by mohla byt potencidlne vyuzivana
v budicnosti ako novd bohatd vlaknitd ingrediencia
v mliekarenskych produktoch.

Mlieko, srvatka alebo produkty znich vyrobené su
vhodnymi substratmi na produkciu EPS kvéli ich
vysokému obsahu laktozy (Macedo et al., 2002).

Za posledné roky sa ¢im dalej, tym viac ukazuje, ze
niektoré polysacharidy izolované z kultivovatelnych
mikroorganizmov majii antioxidaéné vlastnosti a nizku
cytotoxicitu (Krizkova et al., 2006; McCue a Shetty,
2002). Bolo publikovanych mnoho prac prejednavajucich

0 skriningu, izolécii, charakterizacii, biosyntéze
a funk¢énych vlastnostiach exopolysacharidov
produkovanych kyslomlie¢nymi baktériami (Pan a Mei,
2010). Je vnich vela informacii o exopolysacharidoch
produkovanych niektorymi kmefimi Lactococcus lactis
ako aj Lactococcus lactis ssp. cremoris. Avsak o kmenoch
Lactococcus lactis ssp. cremoris nie st publikované §tadie
diskutujice o produkcii, purifikacii, charakterizacii
a biologickych vlastnostiach exopolysacharidov vo vztahu
kich antioxidanym vlastnostiam in vitro ain vivo
(Ayala-Hernandez et al., 2009, 2008; Ruas-Madiedo et
al., 2002).

Antioxidacny potencial exopolysacharidov ziskanych
z Lactococcus lactis ssp. lactis 12 izolovaného z ¢inskej
nakladanej kapusty popisali vo svojej praci Pan a Mei.
Tieto  expolysacharidy preukazali silnd  celkova
antioxidaéni  kapacitu ako aj schopnost inhibovat
hydroxylové radikdly a superoxidovii aniénova aktivitu
(Pan, Mei, 2010).

REZISTENCIA VOCI ANTIBIOTIKAM

Klinické pouzivanie antibiotik dosiahlo vyznamné
znizenie chorob a umrtnosti spojenych s infekénymi
ochoreniami a viedlo k aspesnym chirurgickym zakrokom
a protirakovinovej liecbe. Pouzivanie antibiotik bolo
roz§irené aj vo veterinarnej medicine, kde st vyuZzivané
ako terapeutické faktory, tiez v polnohospodarstve ako
podpora rastu a prevencia ochoreni rastlin (Levy,
Marshall, 2004; Wegener, 2003).

Rezistencia na rozlicné druhy antibiotik je vyznamnou
vlastnostou kyslomliecnych baktérii aje povazovana za
jedno z kritérii pre hodnotenie bezpe¢nosti kmenov
pouzivanych pri vyrobe potravin aj krmovin, pretoze také
mikroorganizmy mozu teoreticky preniest’ rezistentné gény
na patogény (Ammor, Florez a Mayo, 2007; Florez,
Delgado a Mayo, 2005).

Rezistencia kyslomlie¢nych baktérii voéi antibiotikam
moze byt spdsobena mnozstvom rdznych mechanizmov,
zahfiiajuc zniZzent absorpciu antibiotik, inaktivaciu alebo
modifikaciu miesta u¢inku antibiotika ¢i hydrolyzu alebo
modifikaciu antibiotika (Normark a Normark, 2002).

Lactococcus lactis je obycajne citlivy na spektrum
antibiotik  (makrolidy, bacitracin, erythromycin,
lincomycin, novobiocin, teicoplanin a vancomycin),
Sirokospektralne antibiotikd (rifampicin, spectinomycin a
chloramfenikol) a beta-laktamové antibiotika (penicilin,
ampicilin, amoxicilin, piperacilin, ticarcilin a imipenem).
Citlivost’ voc€i tetracyklinu, cefalotinu, nitrofurantoinu,
cefotetanu je variabilna. Vela druhov rodu Lactococcus je
rezistentnych na metronidazol, cefoxitin, trimethoprim,
kyselinu nalidixovii a polymyxin B a aminoglykozidy
gentamicin a kanamycin (Florez, Delgado a Mayo, 2005;
Temmerman et al., 2002; Herrero et al., 1996;).

Ammor, Florez a Mayo (2007) vo svojej praci
poukdzali na rozdielnu senzitivitu rodov KMB na
antibiotika. V ich publikacii je uvedené, ze Pediococcus
sp. je citlivy na gentamicin, netilmicin, erythromycin,
niektoré druhy rodu Lactococcus su rezistentné na
kyselinu nalidixovt a cCitlivé na antibiotika erythromycin
avancomycin a beta-laktdimové antibiotikd penicilin,
ampicilin.
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Tab 1 Mikrobiologické ,breakpoints“ pre Lactococcus lactis (EFSA Journal, 2008)

. E
=] = =] (=] r—}
= = = '3 = = c
£ =S 5 3 2 S s, £ &
I = g £ g g £ =t = =
Antibiotikum = 2 3 = 3 2 < g £
= (=} = 5] =) fa _
g g s 2 & 5 = 2 5
(mg.I")
Lactococcus lactis 2 4 32 64 64 2 4 4 8

Jasne definované hodnoty, ktoré rozlisuji odolné a citlivé
kmene, st zZivotne dolezité. TieZ rozdiel medzi vnutornou
(ne$pecifickou, neprenosnou) a ziskanou rezistenciou je
tiez vel'mi dblezity. EFSA stanovila tzv. mikrobiologické
,oreakpoints® (mg/l) pre jednotlivé KMB, my uvadzame
hodnoty pre Lactococcus lactis. Kmene s minimalnou
inhibi¢énou koncentraciou vy$Sou nez je uvedeny
nbreakpoints“ si povazované za rezistentné (Florez,
Delgado a Mayo, 2005).

BIOGENNE AMINY

Biogénne aminy (BA) st nizkomolekulové alifatické,
aromatické alebo heterocyklické bazické zluceniny
odvodené od aminokyselin. Patria medzi vyznamné

zliCeniny, ktoré sa nachadzaju v zivych organizmoch ako
metabolické medziprodukty a produkty, ktoré vykazuju
biologicku aktivitu (Bover-Cid et al., 2008; Fernandez et
al., 2007; Landete, Ferrer a Pardo, 2007).

Niektoré druhy baktérii (laktobacily, enterokoky a iné) si
pri adaptacii zvySuji suboptimalne pH prostredie
dekarboxylaciou aminokyselin histidinu a fenylalaninu na
histamin a tyramin.

Tvorba biogénnych aminov baktériami moéze byt
ovplyvnend mnohymi vonkaj§imi faktormi, ktoré mozu
ovplyviovat predovsetkym kinetiku dekarboxylazovych
reakcii. Medzi vonkajsie faktory, ktoré ovplyviuju tvorbu
biogénnych aminov u baktérii, patri teplota a pH
prostredia, aero-/anaerobiéza, dostupnost’ zdroja uhlika
(napr. glukozy), pritomnost’ rastovych faktorov, rastova
faza buniek, koncentrdcia NaCl, vodnd aktivita ai.
(Emborg a Dalgaard, 2008; Greif, Greifova a
Karovicova, 2006; Gardini et al., 2005; Santos et al.,
2003; Bover-Cid et al., 2001; Gardini et al., 2001; Greif,
Greifova a Karovitova, 1997).

Koncentracia BA v cerstvom mlieku je nepatrna.
V Cerstvom mlieku, mlie¢nych napojoch a vyrobkoch,
ktoré nie su fermentované, sa nachadzaji aminy
(propylamin, hexylamin, alifatické di- a polyaminy,
histamin a tyramin) v malom mnozstve (menej ako
1 mg.kg") Mnozstvo tyraminu v syre modze dosiahnut
hodnotu 500 mg/kg, ak st pritomné proteolytické enzymy
a tyramindekarboxyldza pozitivne kmene Enterococcus
faecalis ssp. liquiefaciens (Greif a Greifova, 2006).

Buiikova et al. (2010, 2009) sledovali vplyv aerébneho
a anaerobneho prostredia a rozneho obsahu NaCl (2 %,
1 % a bez NaCl) v médiu na produkciu tyraminu u Siestich
kmenov bakteridlneho rodu Lactococcus, ktoré sa
pouzivaju ako Startéry vo vyrobe mlie¢nych produktov. Pri
testovani kmenov Lactococcus lactis ssp. lactis bola
pozorovand najvysSia produkcia tyraminu v médiu

obohatenom 02 % NaCl v anaerébnom prostredi pri
teplote 10 =1 °C (zrecia teplota prirodnych syrov).

Podmienkou vzniku toxického mnozstva aminov
v syroch je proteolyza, ktora je pri zreti syrov povaZovana
za jeden znajdolezitejSich pochodov ovplyviiujucich
kvalitu syra. Na proteolyze mlieénych bielkovin sa
podiel’aji nativne protedzy z mlieka, proteazy zakysovych
kultar, syridlové enzymy, proteazy kontaminujucej
mikroflory, ale hlavne baktérie Startovacich kultar
(Lactococcus lactis, Lactobacillus  delbrueckii  ssp.
bulgaricus, Enterococcus faecalis a Enterococcus
faecium). Startovacie kultiry pouzivané pri vyrobe syrov
na zvysenie stupna proteolyzy tieZ prispievaju k tvorbe BA
(Greif a Greifova, 2006).

Vyuzitim Startovacich kultir v syrarskej technoldgii je
mozné vyznamne znizit koncentraciu histaminu, ale aj
putrescinu a kadaverinu. Nizin produkovany Lactococcus
lactis a Enterococcin EFS 2 a Enterocin 4 produkovany
Enterococcus  faecalis  vyrazne inhibuji  rast
mikroorganizmov  produkujucich  histamin v syroch,
ktorého producentmi st predovsetkym Lactobacillus
buchneri a Lactobacillus brevis (Greif a Greifova, 2006).

ZAVER

Lactococcus lactis ma Siroké vyuzitie v mlie¢nej
produkcii vd’aka svojim pozitivnym vlastnostiam. Znacne
prispieva k organoleptickej kvalite a textlre
fermentovanych ~ produktov ~ chutovymi  a texturu
ovplyviiyjucimi Cinitel'mi, vyprodukovanymi kyselinami
znizuje pH hodnotu prostredia, ¢im dochédza k zrazaniu
mlieka atiez k zamedzeniu rastu neziaducich baktérii.
Ulohou vyskumov je izolovat nové kmene, skiimat’ ich
pozitivne a negativne vlastnosti a po selekcii ich aplikovat
vo vyrobe mlie¢nych produktov.
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