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Spektrofotometrick6 sledovanie tvorby diacetylu pri kultiviciach
mikroorganizmov Lactococcus lactis ssp. /acfls

JANKA KoRENOVA MARTAJENDRICHoVSKA

Suhrn. Navrhli sme metodu spektrolotometrick6ho stanovenia diacetylu v mikrobiolo-
gicklch kultivadnlch p6dach a v mlieku. Metoda zahfia destildciu vodnou parou, reakciu
s kreatinom v aikalickom prostredi v pritomnosti l-naftolu a meranie absorbancie pri
525 nm. Met6du sme odsk[5ali pri sledovani produkcie diacetylu kulturou Lattococt'us lattis
ssp. /actl.s.

Diacetyl (2,3-but6ndion) je prchav6 l6tka, ktor6 doddva fermentovanym
rnliednym vyrobkom (smotana, jogurty, syry) charakteristickri maslovir a orie5-
kovo-mliednu ar6mu. Diacetyl produkujir niektor6 mliedne bakt6rie, napr. Lac-
tococcus lactis, L. cremoris a d'alSie []. Cielom n65ho pracoviska je izolovat'
mliedne bakt6rie s vySSou produkciou diacetylu, ktore by sa uplatnili pri fermen-
t6cii mliednych vyrobkov. Prvym krokom bol vyber vhodnej analytickej met6dy
na stanovenie diacetylu, ktor6 by sluZila na porovnanie jeho produkcie pri
pribliZne sedemdesiatich kultirrach v zbierke mikroorganizmov VLIP. Zaviedli
sme met6du spektrofotometrickeho stanovenia diacetylu. ktoril je vhodnd pre
pouZitie v komplexnjrch kultivadnfch medi6ch a vo fermentovanom mlieku.
Metoda je modifik6ciou spektrofotometrick6ho stanovenia diacetylu v ZivodiS-
nych tkanivich l2l, ktor6 sa v porovnani s podobnymi metodami stanovenia
diacetylu [3] a kreatinu [4] u,kdzala ako najspolahlivej5ia. Jej principom je
oddestilovanie diacetylu z kvapaln6ho prostredia vodnou parou, a n6sledn6
reakcia destil6tu s kreatinom v alkalickom prostredi, ktorou vznikd ruZovo
sfarbend zludenina. Intenzita sfarbenia je zvy5en6 a stabilizovan6 pridavkom
1-naftolu. Metodu sme odskuiali na sledovani produkcie diacetylu kulturou
Lactococcus lactis ssp. lactis.
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Materiil a met6dy

Chemikalie a roztoky. Chemik6lie pouZite na pripravu roztokov boli iistoty
p.a.a poch6dzali z Lachemy Brno, diacetyl poch6dza z podniku Astrid Praha.
Roztoky- 3,5 7o l-naftol, 3 7o NaOH, I 7o kreatin a20 a2100 mg.l-r diacety-
lu boli pripravene v destilovanej vode.

PouZili sme derstvti kravske mlieko, sterilizovane autokl6vovanim.
Mikroorganizmus a kultivaina p6da. Lactococcus /actls ssp. /nctls kmei l6

(produkujrici diacetyl) a kmei 31 (neprodukujuci diacetyl) zo zbierky mikroor-
ganizmov VOP, pracovisko Modra, sme kultivovali staticky pri 30 oC v citr6na-
novej p6de [5].

Prlstroje. Diacetyl sme z kvapalneho prostredia oddestilovali vodnou parou
v destiladnej jednotke pristroja Kjeltec 1002 (Tecator, Sv6dsko).

Absorbanciu sme namerali spektrofotometrom Spekol 1l (Carl Zeiss, Jena,
Nemecko).

Vfsledky

Postup stanovenia.20 ml vzorky (napr. roztok diacetylu, odstreden6 kultivad-
n6 medium alebo mlieko) sme napipetovali do destilainej skumavky pristroja
Kjeltec, destilovali 4 min do odmernej banky a doplnili destilovanou vodou do
200ml.3,5o/o l-naftol sme zmieiali s 3% NaOH v pomere l:1. l,5ml tohto
alkalick6ho roztoku I -naftolu a 3,5 ml I 7o kreatinu sme pridali k 5 ml destil6tu.
Po 30 min pri laboratornej teplote sme vzorku premieiali sa zmerali jej absor-
banciu pri 525 nm oproti destilovanej vode.

Zostrojenie kalibratnej iiary. Pripravili sme roztoky diacetylu v destilovanej
vode koncentrdcie 20 aL 100 mg . I - ' . Roztoky sme spracovali uvedenym postu-
pom. Na zaklade nameranych absorbancii sme met6dou line6rnej regresie
zostrojili kalibradnir diaru. Kalibradn6 diara bola v uvedenom intervale koncen-
tr6cii line6rna s parametrami a : 6,23. l0-', b : 0,105, r :0,9975: sr:2,0 az
5,1oA,'As25: a.c fmg.l-'] + A (r je koreladny koeficient, s, smerodajn6 odchff-
ka). Koncentr6ciu diacetylu teda moZno vypoditaf pomocou vzorca

. , ra ,4.r. - 0, 105
Clms.l'l:-.' 6.23. l0-l
Stanovenie v kultivatnej p6de. Do citr6nanovej p6dy sme pridali diacetyl do

koncentrilcie20 ai.100 mg.l-' a naodkovali sme kulturu Lactococcus /aois ssp.

lactis 31, ktor6 neprodukuje diacetyl. Po narasteni kultury do zadiatku stacio-
n6rnej f6zy sme mikroorganizmus odcentrifugovali. Supernatanty sme spraco-
vali uvedenym postupom a pomocou vzorca sme vypoditali koncentr6ciu diace-
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tylu. Pri koncentr6ciach 20 aZ 50mg.l-' sme stanovili 97 aLl037o skutodne
pridan6ho mnoZstva diacetylu. Pri koncentrdci6ch 50 aZ 100 mg.l-r sme stano-
vili 9l aL 97 o/o skutodne pridaneho mnoZstva diacetylu.

Stanovenie v mlieku. Do mlieka sme pridali zname mnoZstvo diacetylu a dast'

vzoriek sme okyslili l0% HCI na pH 4,7, do je izoelektricky bod mliednej
bielkoviny kazeinu. Vzorky sme scentrifugovali a v supernatante sme stanovili
diacetyl opisanfm postupom. Vfsledky tvadza tab. l.

Tabulka l. Stanovenie zndmeho mnoZstva diacetylu pridaneho do kravskeho mlieka, pH
vzoriek sme upravili na 4,7 pomocou l0% HCl.

Table L Determination of the known amount oldiacetyl added to cow milk. pH was adjusted

Priklad pouiitia navrhnutiho postupu. Navrhnuti postup stanovenia diacety-
lu sme odskir5ali kultiv6ciou kmeia Lactococcus /actls ssp. lactis 16, ktory
produkuje diacetyl na citr6nanovej p6de. Vfsledky uv6dza obr6zok l.

Diskusia

Vfskum mliednych bakt6rii produkujircich diacetyl vyZaduje rfchlu a tech-
nicky nie priliS n6rodnir met6du stanovenie diacetylu v r6znych kultivadnych
m6di6ch vrdtane fermentovan6ho mlieka. Navrhnut6 spektrofotometrick6 me-
t6da spiia tieto poZiadavky pre beZnu charakteriz6ciu kultirr mliednych bakt6-
rii. Percentu6lne mnoZstvo diacetylu stanoven6 v kultivadnom m6diu i v mlieku
postaduje pre tento iriel. Pre absolirtne analytick6 stanovenie diacetylu odporir-
dame Specidlnu kalibr6ciu pre kaLd€ pouZit6 m6dium.

Met6da stanovenia diacetylu po destil6cii sa uk6zala ako dostatodne repro-
dukovateln6 a spolahlivd. Stanovitelni koncentr6cia diacetylu vo vzorke je
l0-l50mg.l-'. Roztok l-naftolu treba pripravovaf derstqf pred kaZdfm
stanovenim, lebo na svetle rychlo tmavne, roztoky kreatinu a diacetylu treba
tieZ chr6nif pred svetlom a uchov6vaf v chlade maxim6lne I tyiZdei.

t2t

to 4.7 with l0% HCI

Vzorka mlieka' pH
Pridavok
diacetylu:

lmg.l-'l

Stanoveny
diacetyll

lmg.l-'

l//o

P6vodn6a
Upraven65
P6vodnia
Upraven65

6.5

4.7
6,5

4;7

0

0

4l,5
4l ,5

0

0

37,5

35,3

90,36
85,06

'Sample of milk; 2Diacetyl added; rDiacetyl determined; lOriginal; 5Adjusted
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Obr. l. Statickri kultivricia kmeia Lactococcus lactis ssp. /actls l6 na citr6nanovej p6de pri
30oC poias 20 h, z6vislosf pH, rastu kultriry vyjadren6ho ako absorbancia a koncentrdcie diace-

tylu na dase.
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Fig. l. Statical cultivation olthe strain Lactococcus /aclrs ssp. lactisin citrat medium at 30"C

during 20 h, time dependence of pH, culture growth expressed as absorbance and diacetyl con-
centration.

Zaradenie kroku destilicie vodnou parou zaruduje dostatodnri selektivitu
metody oproti inym podobnlim metabolitom s vySsou teplotou varu, ked diace-
tyl m6 teplotu tvaru 88oC a, napriklad, acetoin l48oC. PouZitie destiladnej
jednotky pristroja Kjeltec vyrazne urlichluje tirto operdciu a umoZiuje spraco-
vanie vdd5ieho podtu vzoriek,

Literatura

l. BOTTAZZ| V., In: Biotechnology, Vol. 5 (G. Reed, Ed.). Weinham, Veriag Chemie, 1983,
s. 352.

2. MATTESSICH, J.-COLLINS, E. B., Anal. Biochem., 180, 1989, s. 349.
3. TEPLV, M.: eist6 ml6kaisk6 kultury. Praha, SNTL 1984, s. 175.

4. DAVIDEK, J.: Laboratorni piirudka analyzy potravin. Praha, SNTL 1981. 219 s.

5. HARVEY, R. J.-COLLINS, E. B., J. Bacteriol., 82, 1961, s.954.

Do redakcie doilo 6. 2. 1992

t22



...............-.--.-------_Coo

m9' l) _roo
Spectrophotometric determination of diacetyl produced during the cultivation

of the microorganisms Lactococcus lactis ssp. lactis

Summary

A method for spectrophotometric determination of diacetyl in microbiological culture media
and in milk is described. The method involves distillation with steam. reaction with creatine in
alkaline environment in the presence of l-naphtol, and measurement of absorbace at 525 nm. The
method was tested by monitoring diacetyl production by a strain Lactococcus lactis ssp. lactis.

Cnenrpo$oroMerp[qecroe Ha6,uoreilfle 3a o6pa3oBauneM .q[auer[na
npll KynbrllBaullfl M[r(poopraHH3MoB Lactococcus lactis ssp. lactis

PesrcNae

Mu patpa6oraJ'ru Meroa cnerrpoSorouerpnqecxoro ofipeaeneHr.rr a]rauernJla a rrarrpo6no-
.rornqecKux nr{TarerbHbrx cpeaax r{ B MonoKy. Meroa ax,'r}o.raer a ce6c /IecrxJ'r.irguuro BoaHbrM

napoM, peaxunlo c (pearuHoM s ueiroqHofi cpeae B npncyrcrBuu l-naSrora H H3MepeHHeM

norJ.roureHnr npn 525 Hv. Meroa Mbr npoBepn!,-ru nprl na6;ro.qanxlr ra o6patonaHreM Arrauerilna
uraMoM Lactococcus lactis ssp. lactis.
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