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LACTOBACILLI FROM GOAT’S MILK,
AS POSSIBLE STARTERS

Abstrakt

Fermentované mliecne vyrobky z kozieho mlieka by mali
byt vyrabané az po jeho tepelnom oSetreni, kvoli zdravot-
nej bezpecnosti. V predchadzajucich pracach bola popisana
izolacia, identifikacia (MALDI-TOF MS) a ciasto¢na
charakterizacia troch kmeriov laktobacilov, ktoré boli
ziskané z kozieho mlieka. Predmetom stc¢asného vyskumu
bolo potvrdenie identifikdcie tychto kmenov pomocou
sekvenacie 16S rRNA, doplnenie dalSich technologickych
vlastnosti a otestovanie ich pouZzitia pri kysnuti pasterizo-
vaného kozieho mlieka, ako sucast Startovacich kultur.
Kmene boli identifikované obdobne: ako Lactobacillus
casei (21L10), Lactobacillus johnsonii (KB2-1) a Lacto-
bacillus plantarum (25/1L). Kmene nemali uredzovu akti-
vitu a s vynimkou kmeiia KB2-1 rastli aj v médiu s vyssSou
koncentraciou mocoviny. Na médiu s tributyrinom nevyka-
zovali ziadnu lipolyticku aktivitu. Na médiu s ruténiovou
cervenou vytvarali ruzové koldnie, Cize ich mozZno
povazovat za suspektné "ropy strains'. Kmene 21L10
a predovsSetkym 25/1L fermentovali kozie mlieko (spolu
s kmefiom Lactococcus lactis 33S7) na senzoricky velmi
prijemné kyslomlie¢ne napoje.

Kliacové slova: kysnuté kozie mlieko, laktobacily,
lipolyza, ureaza, exopolysacharidy

Abstract

Fermented dairy products from goat's milk should not be
produced without heat treatment in consideration of their
health safety. In previous studies, isolation, identification
(MALDI-TOF MS) and characterization of three strains
obtained from goat's milk was described. The aim of this
study was to confirm of previous identification of these
strains by 16S rRNA sequencing, add of other processing
properties and analyze their further use in a process of fer-
mentation of pasteurized goat's milk as a component of

starters. The strains were identified as follows: Lacto-
bacillus casei (21L10), Lactobacillus johnsonii (KB2-1)
and Lactobacillus plantarum (25/1L). These strains had not
urease activity - and except the strain KB2-1, they grew
even in a medium with higher concentration of urea. On
a medium with tributyrin, they did not show any lipolytic
activity. On a medium with ruthein red, they formed pink
colonies, therefore they can be considered as suspect ropy
strains. Strains 21L10 and mainly 25/L1 fermented goat's
milk (together with strain Lactococcus lactis 33S7) to
pleasant smell and taste fermented dairy beverages.

Key words: fermented goat's milk, lactobacilli, lipolysis,
urease, exopolysaccharides

Uvod

Chov kd6z mda na Slovensku vzrastajicu tendenciu.
Prevazuju drobni chovatelia, ale existuje aj niekolko pre-
vadzok s velkymi poctami stad (Margetin, 2014). Kozie
mlieko mé oproti kravskému viacero vyhod. Je povazované
za lahSie straviteIné a u niektorych pacientov méze mat
nizsi alergénny potencidl (Spuergin a kol., 1997). Jeho
nevyhodou je, Ze mlieko, vzhladom na volny chov koz,
mdze byt prenaSacom encefalitidy (Maderova, 2005). Preto
sa ma konzumovat az po tepelnom oSetreni. NajcastejSie sa
spracovava ako konzumné mlieko, na syry (Cerstvé,
s plesiiou, tvrdé), ¢i na kyslomlie¢ne napoje. Pri vyrobe
Syrov a napojov sa pouzivaju takmer vylucne komeréne
dostupné kultiry, ¢o je Skoda, pretoze pre spotrebitela sa
tym vyrazne redukuje variabilita dostupnych kyslo-
mlie¢nych baktérii (KMB) a aj rozmanitost chuti finalnych
vyrobkov. Pritom kozie mlieko je tZasnym rezervoarom
divokych KMB, z ktorych viaceré maji zaujimavé vlast-
nosti (Guessas a Kihal, 2004).

Prezentovana praca nadvizuje na doterajSie vyskumy
ohladne izolacie, identifikacie a charakterizacie lakto-
bacilov, izolovanych z kozieho mlieka (Kolosta a kol.,
2014; Klapacova a kol., 2015). Je zamerana na identifika-
ciu vytvorenej zbierky laktobacilov pomocou sekvenacie
16S rRNA, na popis dalSich technologicky vyznamnych
vlastnosti (uredzovej a lipolytickej aktivity a produkcie
exopolysacharidov) a na otestovanie kmenov, ako Starto-
vacich kultdr pri fermentacii pasterizovaného kozieho
mlieka.

Material a metody

Okrem kmeiiov laktobacilov, ktoré si predmetom tejto
studie sa pri fermentacii kozieho mlieka pouzil aj kmen
Lactococcus lactis 33S7, ktory bol izolovany z ovcieho
hrudkového syra (PD Liptovska Luznd, Liptovska Luzna,
Slovensko) a je sucastou zbierky kultir Vyskumného
tstavu mliekdrenského, Zilina, Slovensko.

Identifikéacia pouZzivanych kmeniov bola vykonand nasle-
dovne: gDNA bola izolovand pomocou DNeasy Blood and
Tissue kit (Qiagen, Hiden, Nemecko) a protokolu ur¢eného
pre grampozitivne baktérie. Nasledne bola pomocou PCR
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vykonana amplifikicia génu kdédujiceho 16S rRNA
primery W001 a WO002 (Godon a kol., 1997). Potom boli
amplifikované fragmenty o velkosti 1500 bp precistené
pomocou QIAquick PCR Purification kit (Qiagen).
Fragmenty boli obojstranne sekvenované; ziskané sekven-
cie boli zloZzené v programe DNA Baser a vyhodnotené
pomocou algoritmu BLASTN v génovej banke NCBI.

Uredzova aktivita bola sledovana v médiu Urea, obsahu-
jucom 2 % mocoviny a indikator fenolovu cerveni (MKB
Test, Rosina, Slovensko), po 24 a 48 hodinovej kultivacii
pri teplotich 30°C a 37°C. Posudzoval sa rast a zmena
farby média. (Lanyi, 1987).

Lipolyticka aktivita bola sledovana v médiu DEV
Nutrient agar (MERCK, Darmstadt, Nemecko), do ktorého
bolo pred sterilizaciou pridané 1 % tributyrinu 98 % (Acros
Organics, New Jersey, USA). Nocné kultiry (40 ul) boli
nanesené na disky Rotilabo Test Leaves (Carl Roth,
Karlsruhe, Nemecko) a boli kultivované aerébne po dobu
4 dni pri teplote 37°C. Posudzovala sa tvorba vycirenej
zony (Havlova a kol., 1993).

Tvorba exopolysacharidov (EPS) bola sledovand na médiu
so sachar6zou, obnovenym odtuénenym mliekom a ruténio-
vou ¢ervenou (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA). Po naockovani
nocnymi kultdrami boli Petriho misky kultivované aerébne
pocas 72 hodin pri teplote 37°C. Tvorba sa posudzovala podla
farby vyrastenych kolonii (Stingele a kol., 1996).

Surové kozie mlieko (Abel Plus, Podvysoka, Slovensko)
bolo osetrené nasledovnym spdsobom: Prva pasterizacia:
68°C - 72°C bez vydrZe, homogenizacia, druhd pasteriza-
cia: 92°C - 95°C, po dobu 15 mintit, ochladenie na kulti-
vacnu teplotu. Nasledne bolo mlieko naockované 1 % (obj.)
kultiry, ktord obsahovala bud samotné laktokoky, alebo
pomer laktokokov ku laktobacilom 7:3. Mlieka boli kul-
tivované pri teplotich 30°C alebo 37°C, staticky aerébne
po dobu 20 hodin. Nasledne boli fermentované mlieka
vychladené na teplotu 8°C, rozmixované a umiestnené do
chladnicky. Skisané boli po 7 diioch skladovania.

Pocty prezumptivnych laktokokov boli zistované na M17
tuhom médiu (MERCK, Darmstadt, Nemecko) po aerébnej
kultivacii vhodne nariedenych vzoriek poc¢as 72 hodin pri
teplote 30°C. Pocty prezumptivnych laktobacilov boli
zistované na MRS tuhom médiu (MERCK, Darmstadt,
Nemecko) po anaerébnej kultivacii vhodne nariadenych
vzoriek pocas 72 hodin pri teplote 37°C.

pH bolo merané podla STN 57 0530.

Pri senzorickom hodnoteni sa vyhadzalo z odporicani
ISO 6658.

Vysledky a diskusia

V predchadzajicich pracach (Kolosta a kol., 2014;
Klapacova a kol., 2015) boli kmene laktobacilov identi-
fikované pomocou MALDI Tof MS. Identifikdcia pomocou
sekvencie 16S rRNA ukdzala mierne odliSné vysledky
(u dvoch kmenov), av§ak konzistentné s predchadzajticimi
vysledkami. Porovnanie vysledkov z oboch metdd je uve-
dené v tabulke 1.

Tab. 1 [dentifikdcia zbierky laktobacilov

Maldi
Tof-MS 1

Maldi
Tof-MS 2

Sekvenacia
16S rRNA

Pévod

kmena

21L10 | Kozi syr Lactobacillus Lactobacillus | Lactobacillus
casei paracasei paracasei

KB2-1 | Skysnuté kozie | Lactobacillus Lactobacillus | Lactobacillus
mlieko Jjohnsonii Jjohnsonii gaserii*

25/1L | Skysnuté kozie | Lactobacillus Lactobacillus | Lactobacillus
mlieko plantarum paraplantarum | plantarum

* Skdre pod 2, ¢o je nizsia pravdepodobnost identifikdcie

Nasledne boli kmene charakterizované na dalSie techno-
logické vlastnosti, ureazovu a lipolyticku aktivitu a schop-
nost tvorit exopolysacharidy.

V kozom mlieku sa koncentracie mocoviny mozu pohy-
bovat na trovni 200 mg.l’l (Pazolla a kol., 2011), avSak
v pripade nespravnej vyzivy, ¢i metabolickych poruch
mdzu byt tieto hodnoty aj vyssie. To ma negativny dopad
na vytaznost pri vyrobe syrov, ale aj na aktivitu pouzitych
Startovacich kultdr. Ak maju tieto uredzovu aktivitu - o je
u Startovacich kultir bezné (Mora a kol., 2002), mdZu pro-
dukty rozkladu mocoviny (predovsetkym amoniak) inhibo-
vat ich rast. Kmene 21110 a 25/1L boli schopné rast a pro-
dukovat organické kyseliny aj v prostredi s vySSim
mnozstvom mocoviny, teda nemali uredzovu aktivitu,
pretoZe farba média sa zmenila na zltd. Kmen KB2-1 sice
tieZ nemal ureazova aktivitu, avSak v testovacom médiu
nerastol (Tabulka 2), farba média sa ani po 48 hodinovej
kultivacii nezmenila. Je samozrejme otazne, ¢i pri¢inou
bola vySSia koncentriacia mocoviny, alebo absencia
urcitych rastovych faktorov v danom médiu.

Tab. 2 Rast a ureazova aktivita laktobacilov v médiu
s obsahom mocoviny (2 %)

Kmen Kultivacia 24 hodin Kultivacia 48 hodin
30°C 37°C 30°C 37°C
Rast Ureaza Rast Ureaza Rast Uredaza Rast Ureaza
21L10 | + - + - + - +
KB2-1 | - - - - - - -
25/1L | + - - - + - +

Lipolyticka aktivita znamend rozklad tukov na volné
mastné kyseliny. Tieto mézu podliehat dalSim zmenédm,
ktoré modzu byt senzoricky nepriaznivé (tuchnutie tukov),
ale aj atraktivne (tvorba réznych aromatickych latok, akymi
su estery, ketony, ¢i laktony) - u kozich syrov je to naprik-
lad chut pripominajica vosk (Singh a Cadwallader, 2009).
Vo vSeobecnosti, je lipolyticka aktivita u laktobacilov
nizka. Podla vysledkov API testov (Kolosta a kol., 2014),
Ziadny z testovanych kmenov nevykazoval vyraznu aktivi-
tu lipazy (Cl4), esterazy lipazy (C8) a esterazy (C4).
Takisto na testovacom médiu s tributyrinom sa netvorili
ziadne vycirené zony. Na zaklade toho mozno konstatovat,
7e kmene nemali vyznamnu lipolytickd aktivitu.

KMB, vratane laktobacilov moézu produkovat EPS. Tie
su znacne variabilné, ¢o sa tyka Struktiry a aj mnoZstva.
Vyuzivajui sa ako prirodzené zahustovadla, pri vyrobe kys-
lomlie¢nych nédpojov a tieZz zlepSuji Struktiru syrov.
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Skima sa tiez ich prebioticky ucinok (Badel a kol., 2011).
Vsetky izolované kmene réstli na testovacom médiu,
pri¢om tvorili ruzové kolénie. Mozno ich preto povazovat
za suspektné ropy strains (Mora a kol., 2002). Produkcia
EPS danymi kmeiimi je predmetom dalSieho vyskumu
(tvorba na tekutom médiu s vyS$Sim obsahom disacharidov,
vytaznost a zdkladna chemické Struktira).

Na pokusnt vyrobu kyslomlie¢nych ndpojov boli vybraté
kmene 21L10 a 25/1L, nakolko kmeni KB2-1 vykazoval
predbezni (nepotvrdeni PCR) rezistenciu na tetracyklin
(dosial nepublikované). Ako sucast Startovacej kultiry sa
pouzil aj vlastny izolovany kmen Lactococcus lactis 3357,
bud samostatne - ako kontrola, alebo v zmesnych
kultirach. Z dvoch fermentacnych teplot sa javila ako tech-
nologicky vhodnejsia teplota 30°C, pretoze pri teplote
37°C boli fermentované napoje prezrazané a vyrazne
kyslejsie. Pocty prezumptivnych laktokokov po fermentacii
20 hodin pri teplote 30°C a naslednej tschove 7 dni
v chladni¢ke (4°C - 8°C) boli radovo 10" KTJ/ml,
identicky pocty prezumptivnych laktobacilov boli na
trovni 10° KTJ/ml. pH koaguldtu meraného v tom istom
case bolo 4,19 - 4,26. Zistené pocty laktokokov boli o nieco
vyssie, ako v pripade klasického zakvasu. Da sa to vysvetlit
jednak intenzivnejSim rastom kmenov (aj pH koagulatu
bolo nizsie, ako typické pH 4,4 - 4,6), ale aj metodikou, pri
ktorej nie je striktne mozné rozlisit laktokoky od lakto-
bacilov. Doba tuschovy pri nizkej teplote bola zvolena
preto, aby bolo mozné posudit aj vplyv skladovania na
celkovu kvalitu napojov. Z tabulky 3 je zrejmé, Ze pri zmes-
nych kultirach sa dosiahol priaznivejsi senzoricky profil,
ako iba pri pouZiti kontrolnej kultiry Lactococcus lactis
33S7. Hoci napoje s oboma laktobacilmi boli hodnotené
ako senzoricky velmi prijemné, predsa len pri pouZiti
kmena 25/1L sa dosiahla mierne komplexnejsia a bohatSia
chut. Tieto zistenia potvrdzuji predchadzajicu hypotézu,
Ze hoci kmene 21L10 a 25/1L maju slabSiu laktazovu
aktivitu, pri kokultivacii s kmeniom ktory laktazova aktivi-
tu ma (33S7), prispievaju k celkovej fermentacii mlieka
(Kolosta a kol., 2014; Klapacova a kol., 2015).

Tab. 3 Intenzita kyslomlie¢nej véne, kyslomliecnej chuti
a konzistencie fermentovaného kozieho mlieka
(20 hodin, 30°C), po 7 drioch skladovania
v chladnicke

Pouzita kultira

Kyslomliecna Kyslomlieéna Konzistencia

vona chut
3357 2 3 4
3357 a 21110 (7:3) 4 4 4
3357 a 251L (7:3) 4 5 4

3387 - Lactococcus lactis, 21L10 - Lactobacillus casei, 25/1L - Lactobacillus plantarum
Intenzita jednotlivych vlastnosti bola hodnotend v rozsahu od 1 (najmenej intenzivna)
po 5 (najviac intenzivna)

Zaver

Vysledky prezentované v tejto praci jednoznacne identi-
fikuji zbierku vlastnych izolatov laktobacilov z kozieho
mlieka, ako Lactobacillus casei 211.0, Lactobacillus john-

sonii KB2-1 a Lactobacillus plantarum 25/1L. Dopliaji
tiez uz predtym zistené technologické vlastnosti.

Ani jeden z kmenov nemal uredzovu aktivitu a s vynim-
kou kmena Lactobacillus johnsonii KB2-1 kmene rastli aj
v médiu s vySSim obsahom mocoviny. Teda pripadny
zvySeny vyskyt tejto latky v mlieku by nemal inhibovat ich
rast, ani metabolicku aktivitu.

Nepreukazand lipolyticka aktivita je tieZ vyhodn4,
pretoZe nebude dochadzat k lipolyze mliecneho tuku a teda
k formovaniu neziaducej vone a chute.

Potencidlna tvorba exopolysacharidov vyzaduje dalSie
studie na jej definitivne potvrdenie. Predsa vSak aj pri fer-
mentacii mlieka sa dosahoval hustej$i a homogénny koagu-
1at, Co tieZz moze byt indikatorom produkcie EPS.

Z pohladu technoldgie je vSak najdolezitej$im zistenim,
7e dva kmene Lactobacillus casei 21110 a Lactobacillus
plantarum 25/1L sa osvedc¢ili spolu s kmefiom Lactococcus
lactis 33S7 ako vhodné Startovacie kultiry pri vyrobe kys-
lomlie¢neho népoja z pasterizovaného kozieho mlieka.
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MOZNOSTI VYUZITI VYBRANYCH
KMENU LAKTOBACILU

V TECHNOLOGICKEM
ZPRACOVANI OVCIHO

A KOZIHO MLEKA

Dragounova H., Salakova A.
VWzkumny ustav mlékarensky s.r.o.

Possihilities of selected strains of lactobacilli
in the technological processing of sheep’s and
goat’s milk.

Abstrakt

Cilem prace bylo zhodnotit vybrané kmeny laktobacil
pro jejich spolecné vyuziti se zdkladnimi technologickymi
kulturami pfi zpracovani ovciho a koziho mléka. Do sle-
dovani byly zarazeny kmeny Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus.
U zakysanych mlék byla sledovana kysaci aktivita ocko-
vanych mikroorganismii a posouzen mikroskopicky obraz.
Dale byly zjisStovany biochemické hodnoty zakysanych
mlék. Bylo zjisténo, Ze bakterie testovanych kmentd mohou
byt kultivovany spolecné s technologickymi zakladnimi
kulturami mlé¢ného kvaSeni. Poclty bakterii mlécného
kvaSeni testovanych kmend bakterii mlécného kvaseni
a technologickych mlécnych bakterii neklesly pod
mnozstvi 1,0.10° KTJ/ml a jsou proto vhodné pro vyrobu
fermentovanych produktt z koziho nebo ovéiho mléka.

Klicova slova: Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus rhamnosus, kozi mléko, ovcéi
mléko.

Abstract

The aim of the study was to test selected strains of lacto-
bacilli and their use together with the basic technological
cultures in goat and sheep milk during lactation. In the
study were included strains Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus.
Acidification, microscopic slides and other biochemical
parameters were observed in fermented milks. It was found
that tested strains may be cultured together with basic tech-
nological LAB. Count of tested strains and basic techno-
logical LAB didn” t decrease below 1,0.10° CFU / ml and
are suitable for the manufacture of fermented products
from goat or sheep milk.

Keywords: Lactobacillus helveticus, Lactobacillus para-
casei, Lactobacillus rhamnosus, goat's milk, sheep's milk.

Uvod

Miléko je nedilnou soucasti lidské stravy predevSim
v mladi. S vy$§im vékem je vhodna konzumace mlécnych
vyrobkl s obsahem bakterii mlééného kvaSeni, které
napomahaji organismu ke zlepSeni traveni, potlaceni
hnilobnych mikroorganismi v travicim traktu, obnoveni
mikrofléry stfev po 1é¢bé antibiotiky, chemoterapeutické
1é¢bé nebo stfevnich zanétech. Nékteré bakterie mlécného
kvaseni jako napf. Lactobacillus paracasei fermentovany
v mléce prokazuje antikarcinogenni ucinky na bunécnych
kulturach. Mohou pfimo reagovat s nadorovymi burikami
v kultufe a inhibovat jejich rast (Hronek a kol., 2005).
Uslechtilé bakterie mlé¢ného kvaSeni mohou byt kul-
tivovany také v jinych druzich mléka, nez v mléce
kravském. Vhodnou alternativou miZe byt mléko kozi
a ovéi. Pro testovani vhodnosti vyuZiti bakterii rodu
Lactobacillus v kozim a ovéim mléce byly vybrany kmeny
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus paracasei a Lacto-
bacillus rhamnosus, které by mohly byt vyuZzité k symbio-
tické kultivaci se zdkladnimi technologickymi kulturami.
Uplatnéni testovanych laktobacilti by mohlo byt vhodné pri
vyrobé fermentovanych napoju, zmrzliny nebo syrd, kde
bakterie prezivaji dohfivani syfeniny a podili se dale pfi
zrani syri.. Pro vyrobu syra s vysokodohfivanou syfeninou
je vhodny Lactobacillus helveticus, ktery se tadi mezi
homofermentativni mikroorganismy, je tvofen kratkymi az
dlouhymi grampozitivnimi tyc¢inkami. Tvofi kyselinu
mlécnou, rozklada bilkoviny aZ na aminokyseliny a tim
prispiva k inhibici patogennich mikroorganismii v travicim
traktu. Lactobacillus helveticus BGRA43 izolovany z lid-
skych stfev vykazuje antimikrobidlni aktivitu vaci alimen-
tarnim patogentim, kdy v pribéhu mlécéného kvaseni
tmi. Bylo zjisténo, Ze kmen BGRA43 vykazuje anti-
mikrobialni aktivitu proti lidskym patogentim Yersinia
enterocolitica, Shigella sonnei, Shigella flexeneri a Strep-
tococcus pneumonie. Kmen je schopen prezit simulované
zaludeCni Stavy a je stabilni také v simulovanych stfevnich
podminkach. Mimo tyto vlastnosti ma tento kmen schop-
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