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Spektrofotometrické sledovanie tvorby diacetylu pri kultivaciach
mikroorganizmov Lactococcus lactis ssp. lactis

JANKA KORENOVA—MARTA JENDRICHOVSKA

Sthrn. Navrhli sme metodu spektrofotometrického stanovenia diacetylu v mikrobiolo-
gickych kultiva¢nych podach a v mlieku. Metdda zahrna destilaciu vodnou parou, reakciu
s kreatinom v alkalickom prostredi v pritomnosti 1-naftolu a meranie absorbancie pri
525 nm. Metodu sme odskusali pri sledovani produkcie diacetylu kultarou Lactococcus lactis
ssp. lactis.

Diacetyl (2,3-butandion) je prchava latka, ktora dodava fermentovanym
mlie¢nym vyrobkom (smotana, jogurty, syry) charakteristicku maslovu a ories-
kovo-mlie¢nu aromu. Diacetyl produkuji niektoré mliecne baktérie, napr. Lac-
tococcus lactis, L. cremoris a dalSie [1]. Cielom nasho pracoviska je izolovat
mliecne baktérie s vysSou produkciou diacetylu, ktoré by sa uplatnili pri fermen-
tacii mlie¢nych vyrobkov. Prvym krokom bol vyber vhodnej analytickej metody
na stanovenie diacetylu, ktord by slizila na porovnanie jeho produkcie pri
priblizne sedemdesiatich kultlirach v zbierke mikroorganizmov VUP. Zaviedli
sme metodu spektrofotometrického stanovenia diacetylu, ktora je vhodna pre
pouzitie v komplexnych kultivacnych médiach a vo fermentovanom mlieku.
Metoda je modifikaciou spektrofotometrického stanovenia diacetylu v zivo¢is-
nych tkanivach [2], ktora sa v porovnani s podobnymi metdédami stanovenia
diacetylu [3] a kreatinu [4] ukéazala ako najspolahlivejsia. Jej principom je
oddestilovanie diacetylu z kvapalného prostredia vodnou parou, a nasledna
reakcia destilatu s kreatinom v alkalickom prostredi, ktorou vznika ruzovo
sfarbena zlucenina. Intenzita sfarbenia je zvySena a stabilizovana pridavkom
I-naftolu. Metdédu sme odskusali na sledovani produkcie diacetylu kultirou
Lactococcus lactis ssp. lactis.
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Material a metody

Chemikalie a roztoky. Chemikalie pouzité na pripravu roztokov boli Cistoty
p.a. a pochadzali z Lachemy Brno, diacetyl pochadza z podniku Astrid Praha.
Roztoky — 3,5 % 1-naftol, 3 % NaOH, 1 % kreatin a 20 az 100 mg .1~ diacety-
lu boli pripravené v destilovanej vode.

Pouzili sme cCerstvé kravské mlieko, sterilizované autoklavovanim.

Mikroorganizmus a kultivacnd péda. Lactococcus lactis ssp. lactis kmen 16
(produkujuci diacetyl) a kmen 31 (neprodukujuci diacetyl) zo zbierky mikroor-
ganizmov VUP, pracovisko Modra, sme kultivovali staticky pri 30 °C v citrona-
novej pode [5].

Pristroje. Diacetyl sme z kvapalného prostredia oddestilovali vodnou parou
v destila¢nej jednotke pristroja Kjeltec 1002 (Tecator, Svédsko).

Absorbanciu sme namerali spektrofotometrom Spekol 11 (Carl Zeiss, Jena,
Nemecko).

Vysledky

Postup stanovenia. 20 ml vzorky (napr. roztok diacetylu, odstredené kultivac-
né médium alebo mlieko) sme napipetovali do destilacnej skimavky pristroja
Kjeltec, destilovali 4 min do odmernej banky a doplnili destilovanou vodou do
200 ml. 3,5 % 1-naftol sme zmiesali s 3 % NaOH v pomere 1 :1. 1,5 ml tohto
alkalického roztoku 1-naftolu a 3,5 ml 1 % kreatinu sme pridali k 5 ml destilatu.
Po 30 min pri laboratdrnej teplote sme vzorku premiesali sa zmerali jej absor-
banciu pri 525 nm oproti destilovanej vode.

Zostrojenie kalibracnej ciary. Pripravili sme roztoky diacetylu v destilovane;j
vode koncentracie 20 az 100 mg.1~'. Roztoky sme spracovali uvedenym postu-
pom. Na zaklade nameranych absorbancii sme metodou linearnej regresie
zostrojili kalibrac¢nu Ciaru. Kalibracna Ciara bola v uvedenom intervale koncen-
tracii linearna s parametrami a = 6,23.1073, b = 0,105, r = 0,9975: 5, = 2,0 az
5,1 %, Asys = a.c[mg.17"] + b (r je korelaény koeficient, s, smerodajna odchyl-
ka). Koncentraciu diacetylu teda mozno vypocitat pomocou vzorca

_ Ags— 0,105

c[mg.17! .
(meg ] 6,23.107°

Stanovenie v kultivacnej pode. Do citronanovej pody sme pridali diacetyl do
koncentracie 20 az 100 mg . 1" a naockovali sme kultaru Lactococcus lactis ssp.
lactis 31, ktora neprodukuje diacetyl. Po narasteni kultary do zaciatku stacio-
narnej fazy sme mikroorganizmus odcentrifugovali. Supernatanty sme spraco-
vali uvedenym postupom a pomocou vzorca sme vypocitali koncentraciu diace-
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tylu. Pri koncentraciach 20 az 50 mg.1~' sme stanovili 97 az 103 % skutocne
pridaného mnozstva diacetylu. Pri koncentraciach 50 az 100 mg.1~' sme stano-
vili 91 az 97 % skuto¢ne pridaného mnozstva diacetylu.

Stanovenie v mlieku. Do mlieka sme pridali zname mnozstvo diacetylu a Cast
vzoriek sme okyslili 10 % HCI na pH 4,7, ¢o je izoelektricky bod mliecnej
bielkoviny kazeinu. Vzorky sme scentrifugovali a v supernatante sme stanovili
diacetyl opisanym postupom. Vysledky uvadza tab. 1.

Tabulka 1. Stanovenie znameho mnozstva diacetylu pridaného do kravského mlieka, pH
vzoriek sme upravili na 4,7 pomocou 10 % HCL
Table 1. Determination of the known amount of diacetyl added to cow milk. pH was adjusted
to 4.7 with 10% HCl

Pridavok Stanoveny
Vzorka mlieka' pH diacetylu? diacetyl® %
[mg.171] [mg.17!
Povodna’ 6,5 0 0 —-
Upravena’ 4,7 0 0 —
Povodna* 6,5 41,5 37.5 90,36
Upravena® 4,7 41,5 353 85,06

'Sample of milk; >Diacetyl added; *Diacetyl determined; *Original; *Adjusted.

Priklad pouzitia navrhnutého postupu. Navrhnuty postup stanovenia diacety-
lu sme odskusali kultivaciou kmena Lactococcus lactis ssp. lactis 16, ktory
produkuje diacetyl na citronanovej pode. Vysledky uvadza obrazok 1.

Diskusia

Vyskum mlie¢nych baktérii produkujucich diacetyl vyzaduje rychlu a tech-
nicky nie prili§ naro¢nu metddu stanovenie diacetylu v roznych kultivacnych
médiach vratane fermentovaného mlieka. Navrhnuta spektrofotometricka me-
toda spina tieto poziadavky pre beznii charakterizaciu kultur mlieénych bakté-
rii. Percentualne mnozstvo diacetylu stanovené v kultivacnom médiu i v mlieku
postacuje pre tento ucel. Pre absolutne analytické stanovenie diacetylu odpori-
¢ame Specialnu kalibraciu pre kazdé pouzité médium.

Metdda stanovenia diacetylu po destilacii sa ukazala ako dostatoéne repro-
dukovatelna a spolahliva. Stanovite[na koncentracia diacetylu vo vzorke je
10—150 mg.1~'. Roztok I-naftolu treba pripravovat &erstvy pred kazdym
stanovenim, lebo na svetle rychlo tmavne, roztoky kreatinu a diacetylu treba
tiez chranit pred svetlom a uchovavat v chlade maximalne 1 tyzden.
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Obr. 1. Staticka kultivdcia kmefia Lactococcus lactis ssp. lactis 16 na citronanovej pode pri
30°C pocas 20 h, zavislost pH, rastu kultury vyjadreného ako absorbancia a koncentracie diace-
tylu na case.
pH Asge0 Cpa

Fig. 1. Statical cultivation of the strain Lactococcus lactis ssp. lactis in citrat medium at 30°C
during 20 h, time dependence of pH, culture growth expressed as absorbance and diacetyl con-
centration.

Zaradenie kroku destilacie vodnou parou zaruéuje dostatoénu selektivitu
metddy oproti inym podobnym metabolitom s vy$Sou teplotou varu, ked diace-
tyl ma teplotu tvaru 88°C a, napriklad, acetoin 148 °C. Pouzitie destila¢nej
jednotky pristroja Kjeltec vyrazne urychluje tuto operaciu a umoziuje spraco-
vanie vacsieho poctu vzoriek.
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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 1-naphtol, and measurement of absorbace at 525 nm. The
method was tested by monitoring diacetyl production by a strain Lactococcus lactis ssp. lactis.

CnexTpodoromMeTpHyeckoe Hab.1oneHHe 3a 00pa3oBaHHeM JHALETHIA
NpH KYJbTHBAIIHH MHKpoopranu3mos Lactococcus lactis ssp. lactis

Pesome

Mpl pa3paboTanu MeTOa CeKTPOHOTOMETPHYECKOTO OMpE/Ie/IeHUsl AHAlETHIA B MUKPOOHO-
JIOTHYECKHX MUTATEIbHBIX CPEAax M B MOJIOKY. MeToa BK/ItOYaeT B cedst AeCTULIALMIO BOIHBIM
MapoM, peaklUHIo C KpPeaTHHOM B ILEJIOYHOW cpelae B MPUCYTCTBUHH |-HadTona M M3MEpEeHHEM
MOTJIONIEHHS IPU 525 HM. MeToa MbI TPOBEPUIIM NpH HaOII01aHHU 32 0Opa3OBaHHEM QHALIETHIIA

wtaMoM Lactococcus lactis ssp. lactis.
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