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Use of whey as a growth medium for nisin
producing bacteria

Abstrakt

Nisin je nejstarSim a nejvice prostudovanym bakterioci-
nem patficim do skupiny lantibiotik. Vyrabi se komercné
a je schvdlen Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
jako tzv. potravinarské konzervacni aditivum. Predmétem
studie bylo otestovat produkci nisinu u souboru péti kment
laktokokti (CCDM 414, 416, 418, 71 a 731) ze Sbirky
mikroorganismii Laktoflora®, u kterych jiz byla prokazéna
pritomnost nisinového operonu. Produkce nisinu byla
testovana agarovou difuzni metodou, pri¢emz, sledovana
byla zévislost na rastovém médiu, pH, teploté a n¢kterych
dalSich podminkach. Z rastovych médii se jevil jako
nejvhodnéjsi BHI bujon (resp. agar), kultivacni teplota
30 °C a podminky kultivace s provzdusnovanim. Z péti
testovanych kmenu druhu Lactococcus lactis subsp. lactis,
pouze 2 kmeny aktivné produkovaly nisin, a to kmeny
CCDM 71 a CCDM 731. U téchto dvou kment byl sle-
dovan jejich rist v sladké a kyselé syrovatce. Sladka
syrovatka byla vyhodnocena jako velmi dobry riistovy sub-
strat pro oba testované kmeny.

Klicova slova: nisin, laktokoky, syrovatka, nisin pro-
dukéni kmeny

Abstract

Nisin is one of the most-studied bacteriocins belonging
to the group of lantibiotics. It is produced commercially
and is approved by the World Health Organisation (WHO)
as a food preservative. The aim of this study was to test the
nisin production in a group of five strains of lactococci
(CCDM 414, 416, 418, 71 and 731) from the Collection of
dairy microorganisms Laktoflora®. In these strains, the
presence of nisin operon, using PCR methods, has been
demonstrated previously. The agar diffusion method was
used for nisin production testing, wherein, different culti-
vation conditions (temperature, pH, growth media etc.)
were tested. The best cultivation conditions were evaluated
as follows: BHI broth as a growth medium, temperature of
30 °C and culture conditions with aeration. Only two
strains of Lactococcus lactis subsp. lactis (CCDM 71 and
CCDM 731) were able to actively produce nisin. In these

strains, the growth in both sweet and sour whey was tested.
Sweet whey was evaluated as very good growth substrate
for both strains tested.

Key words: nisin, lactococci, whey, nisin producing
strains

Uvod

Syrovatka je stile z velké casti nedostatecné vyuzivana,
ackoli obsahuje vyznamné nutri¢ni latky a je vybornym fer-
menta¢nim médiem pro fadu mikroorganismi, predevsim
téch, které utilizuji laktézu. Pfedmétem této aktivity je
vyzkum fermenta¢niho procesu mikroorganismi, které
jsou schopné vyuzivat syrovitku jako rstové médium
k produkci antimikrobidlnich latek, konkrétné nisinu.
Produkce téchto latek a jejich aktivita je vyznamné
ovlivnéna podminkami kultivace produkénich mikroorga-
nismu. Jedna se predevsim o optimélni teplotu, pH, délku
kultivace, sloZeni rustového média, faze rustu, koncentraci
testované a indikatorové kultury apod. Bakteriociny pred-
stavuji antimikrobidlni substance produkované nékterymi
bakteriemi mlécného kvaseni (BMK). Bakteriociny se
vyuzivaji v mediciné, ddle mohou byt aplikovany v potra-
vinarstvi ke konzervaci potravin (pfi vyrobé syrt apod.).
V soucasnosti je nejznaméjSim bakteriocinem nisin, ktery
je zéaroven jako jediny ze skupiny bakteriocini povazovan
za bezpecny (GRAS - generally recognized as safe) podle
FDA (FDA, 2001). Nisin patfi do skupiny lantibiotik a je
produkovan nékterymi kmeny Lactococcus lactis subsp.
lactis. Vykazuje antimikrobidlni aktivitu vici grampozi-
tivnim bakteriim rodu Listeria, Micrococcus, Staphy-
lococcus, Streptococcus, Bacillus, Clostridium a dal$im
(Montville a kol., 1999). Existuje nékolik forem nisinu, a to
Nisin A, Z, F a Q, které jsou produkované druhy
Lactococcus lactis a Nisin U a U2 produkované druhy rodu
Streptococcus sp. (Piper a kol., 2010). Nisin je u¢inny vici
vySe zmiflovanym grampozitivnim bakteriim, zatimco na
gramnegativni bakterie, viry, kvasinky a plisné pfimo nepu-
sobi (Li a kol., 2005). Jeho pouZiti v potravindch upravuje
Nafizeni komise ¢. 1129/2011, které povoluje nisin (E234)
jen v nékterych vyrobcich a omezuje i maximalni koncen-
traci. Z chemického hlediska se jedna o latku bilkovinné
povahy, polypeptid (Stoyanova a kol., 2005), ktery zput-
sobuje rozruSeni cytoplazmatické membrany citlivych bak-
teridlnich bunék (Roces a kol., 2012). Nisin se vyrabi
komer¢né, a to fizenou fermentaci kmenu laktokokt druhu
Lactococcus lactis subsp. lactis za regulovanych podminek
(De Vuyst a Vandamme, 1994). Optimalni podminky pro
biosyntézu nisinu (rdstové médium, pH, kultivacni pod-
minky, pfidavek suplementt atd.) jsou v odborné literature
hodné diskutovany. V ramci feseni projektu Mze ¢. QF3163
(2003-2007), jehoz cilem bylo hledani producentti nisinu
s detekei nisinového operonu (vyuzitim PCR) u kment lak-
tokokli pochazejicich ze Sbirky Laktoflora® (CR), bylo
vybrano 7 kment druhu Lactococcus lactis u kterych se
pritomnost genu odpovédného za produkci nisinu potvrdila
(Duskova a kol., 2009). Pritomnost samotného operonu
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vSak nemusi zdkonité znamenat, Ze ve skutecnosti dany
kmen nisin produkuje, pfip. ne za jakychkoliv okolnosti.
Cilem této prace bylo pomoci agarové difuzni metody
otestovat skuteénou produkci nisinu a vytipovat aktivni
nisin-produkujici kmeny laktokokti. V dalsi aktivité byly
odzkouseny sladka a kysela syrovatka, jako ristova média
pro bakterie s ohledem na produkci nisinu.

Material a metodika

PouZité kmeny

Seznam pouzitych kment je uveden v tabulce 1. Kmeny
laktokokti pochézeji ze Sbirky mikroorganismt Lakto-
flora® (CR) a kmeny mikrokokii byly obstardny ze Sbirky
mikroorganismi v Brn& (CR).

Tab. 1 Seznam pouZitych kmend

Shirkoveé cislo Druh Poznamka

CCDM 71 Lactococcus lactis subsp. factis | pritomny nisin® gen
CCDM 731 Lactococcus lactis subsp. lactis | pritomny nisin® gen
CCDM 418 Lactococcus lactis subsp. factis | pfitomny nisin* gen
CCDM 414 Lactococcus lactis subsp. factis | pritomny nisin® gen
CCDM 416 Lactococcus lactis subsp. factis | pritomny nisin® gen
S 32 Lactococcus lactis subsp. factis | pouZiti jako negativni
kontrola, nisinovy
operon neni pritomny
ATCC 10240 Micrococcus luteus referenéni grampozitivni
kmen, nisin-sensitivni
CCM 732 Micrococcus luteus referenéni grampozitivni
kmen, nisin-sensitivni

Testovdni souboru laktokokii z hlediska produkce
nisinu

Tvorba nisinu byla sledovdana pomoci agarové difuzni
metody (Chumchalova a kol., 1995; Tramer a Fowler,
1964; Dodd a kol., 1996). Tato metoda se zaklada na inhibi-
ci ristu indikatorového grampozitivniho kmene
Micrococcus luteus nisinem, produkovanym testovanymi
kmeny laktokokii za vzniku inhibi¢nich zén ristu. Cerstvé
narostla suspenze kmene Micrococcus luteus byla smicha-
na se zivnym agarem v Petriho misce. Do ztuhlého agaru
byly sterilni Spickou vytvofeny jamky, do kterych byly
napipetovany supernatanty (50 pl), ziskané ze suspenzi
testovanych kment. Suspenze testovanych kmenti byla
pfipravena po kultivaci v M17 bujonu (Merck, Némecko)
pri teploté 30 °C po dobu 24 hod. Po kultivaci bylo riistové
médium okyseleno ptfidavkem HCI tak, aby se pH média
pohybovalo v rozmezi 2-3. Nésledné byla smés tepelné
osetfena pti 98 °C po dobu 5 min a odstfedéna (6 000 g,
7 min). Spolecné s takto ziskanymi suspenzemi byla do
jamek odpipetovana koncentracni fada nisinového prepara-
tu "Nisin from Lactococcus lactis" (Sigma-Aldrich, CR)
o deklarované sile preparatu 1000 000 IU/g. Pfipraveny
byly roztoky o sile 10* - 10° IU/g rozpusténim preparatu ve
sterilni vodé. Misky byly nasledné uloZeny do lednice pfi
4 °C po dobu 2 hod a poté kultivovany v termostatu pfi
37 °C/ 24 hod. Po inkubaci byly odecitiny praméry
inhibi¢nich z6n (uvadény v mm).

Stanoveni podminek rustu laktokoki

Za ucelem stanoveni optimélnich podminek pro produk-
ci nisinu u jednotlivych kment byl odzkousen vliv riznych
podminek (médium, pH, teplota, doba kultivace apod.). Pro
kultivaci byla odzkouSena kultivacni média M17 bujon
(Merck, Némecko) a BHI bujon (HiMedia, Indie).
Laktokoky byly kultivovany na tfepacce a v promyvacce
pii 36 °C a 30 °C po dobu 24 hod, a to inokulaci 1 klicky
Cerstvé narostlé kultury do 100 ml pomnoZovaciho média.
Déle byly kmeny testovany dle vySe uvadéného postupu, tj.
agarovou difuzni metodou a také metodou aplikaci diski
na povrch kultivaéniho média. Disky byly ponofeny do
pripravenych ockovacich médii s laktokoky a nisinem, po
zatuhnuti agaru s indikatorovym kmenem M. luteus ATCC
10240 byly aplikovany na povrch kultivaéniho média,
uloZeny do lednice pfi 4 °C po dobu 2 hod a poté kul-
tivovany v termostatu pti 37 °C/ 24 hod. Kvili moznému
inhibi¢nimu ucinku byl otestovan i vliv pfidavku HCI. Do
10 ml destilované vody bylo ptfiddno 350 ul HCI a poté
sterilizovano v autoklavu pti 100 °C/5 min. Do jamek bylo
nasledné aplikovano 0,2 ml suspenze, misky byly uloZeny
do lednice na 2 hod a poté kultivovany v termostatu pri
37 °C/24 hod.

Testovdni produkce nisinu v syrovdtce

Pro testovani produkce nisinu v syrovatce byly vybrany
na zéakladé vysledki predchozi aktivity dva aktivni nisin-
produkéni kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
71 a CCDM 731. Jako rastové substraty byly pouzity slad-
ka a kysela syrovatka, bez pridavku suplementi a jako
srovnavaci médium byl pouzit M17 bujon (Merck,
Némecko). Do pfislusnych substratt byly zaockovany oba
testované kmeny laktokokd (inokulum 2%) nachézejicich
se v exponencidlni rustové fazi. Kultivace probihala pfi
teploté 30 °C/24 hod.

Vysledky a diskuze

Testovdni laktokoku 7 hlediska produkce nisinu
Vysledky produkce nisinu u souboru testovanych lak-
tokokil za pouziti referen¢niho kmene ATCC 10240 jsou uve-
deny v Tabulce 2. Testovany byly dva typy agart, a to M17
a BHI agar. Produkce nisinu byla testovdana za pouZiti vyse
zminéné agarové difuzni metody, pficemZ do jamek byly
aplikovany jak tepeln€ neupravené supernatanty bakterialnich
suspenzi, tak okyselené (pomoci HCl) a nasledné tepelné
osetfené supernatanty. Testované kmeny laktokoki mohou
produkovat i jiné typy bakteriocintl nez nisin, piip. latky s anti-
mikrobidlnimi Gcinky, jako napf. organické kyseliny (kys.
mlécna), lysozym a dalsi, které v kone¢ném dtisledku mohou
také zptsobit rozpad grampozitivnich bakteridlnich bunék.
Z tabulky 2 je zfejmé, Ze ze souboru testovanych kment
laktokokti vykazovaly inhibi¢ni uc¢inek pouze dva kmeny,
subsp. lactis CCDM 731
a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 71. Praméry
inhibiénich z6n (v mm) dosahovaly vysSich hodnot za
pouziti BHI agaru, ve srovnani s M17 agarem. Ostatni

a to Lactococcus lactis
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Tab. 2 Produkce nisinu u souboru laktokoki
(Udaje jsou vyjadreny jako priméry inhibiénich zén
v mm ze 3 méreni = SD)

M17 agar M17 agar  BHI agar BHI
supernatant okyseleny supernatant okyseleny
supernatant supernatant

$32
CCDM 416 - - - -
CCDM 731 12,0 £ 35 12017 | 16,7 £4.2 13715
ccbm 71 1,7+15 | 11,715 | 190+44 | 147+23
CCDM 418 - - - -
CCDM 414

kmeny (CCDM 416, CCDM 418 a CCDM 414) rostly
pomalu nebo viibec a opakovanou kultivaci prestaly riist i pri
provzdusiiovani v promyvacich lahvich. Kmen S32 slouzil
jako negativni kontrola, inhibi¢ni z6ny pozorovany nebyly.

Z vysledku je také patrné, Ze po okyseleni a nasledném
tepelném oSetfeni bakteridlnich suspenzi jsou vzniklé
inhibi¢ni z6ny mensi ve srovnani se zénami vzniklymi
kolem tepelné neoSetfenych supernatant. L.ze predpokla-
dat, Ze aktivita kment v pfipadé neoSetfenych supernatan-
tl byla zplisobena jinymi bakteridlnimi metabolity nezZ je
nisin, napf. organickymi kyselinami. U okyselenych
a tepelné osetfenych supernatantti byly tyto metabolity
eliminovany a z tohoto diivodu byly i priméry z6n mensi.
Pouzita metodika agarové difuzni metody s vyuzitim cen-
trifugace, okyseleni a tepelného oSetfeni supernatantu
testované bakteridlni suspenze je zaloZena na principu sta-
bility nisinu v kyselém prostiedi (Garcera a kol., 1993).

Co se tyka vybéru kultivacniho média a postupu kulti-
vace laktokokd, v testovanych kultivacnich bujonech (M17
a BHI) byly pocty laktokokt vyssi v BHI bujonu.
Srovnanim kultivace laktokokt (KTJ/ml) na tfepacce
a v promyvacich lahvich byly prokdzany mnohem lepsi
vysledky v promyvacich lahvich za stalého provzdusinovani
ristového média a to pfi teploté 30 °C. Rozdily ve velikosti
inhibi¢nich z6n u kmene CCDM 731 povareného ve vodni
lazni a v autoklavu byly nepatrné. Je ziejmé, Ze nedoslo
k Zadnym vyraznym zméndm mezi pouZitymi postupy.
Rovnéz nebyly pozorovany zmény mezi pouZzitim centrifu-
gace 4000 nebo 8000 ot/min.

Kmeny upravené kyselinou chlorovodikovou vykazovaly
0 néco mensi inhibicni zony. Je vSak nutno dodat, Ze inhibi¢ni
z6ny zpusobené HCl nebyly ve srovnani se suspenzi
s nisinem tak priizrané jasné a oste ohranicené. Presto se da
z vysledkl usuzovat, Ze pouziti HCl k upravé testovanych
kment L. lactis miZe mit vliv na velikost inhibi¢ni z6ny.

Produkce nisinu v syrovdtce

Prokysani substrati v zavislosti na poklesu hodnot pH je
uvedeno v tabulce 3. U obou testovanych kment laktokokt
bylo nejnizStho pH dosazeno v sladké syrovatce
(4,27 u kmene CCDM 71 a 4,16 u kmene CCDM 731).
Nepatrné slabsi pokles byl dosaZen po 24-hodinové kulti-
vaci v bujonu M17 (4,79 a 4,83), zatimco nejmensi pokles
pH byl zaznamenan v kyselé syrovatce, kde hodnoty pH
zlstaly tésné nad hodnotou 5. Vychozi pH bylo upraveno

na hodnotu 6 jak u kyselé, tak u sladké syrovatky. Z vysled-
ku lze konstatovat, ze sladka syrovatka se jevi jako vhodny
rustovy substrat pro oba testované kmeny laktokoka.

Tab. 3 pH médii po 24-hodinové fermentaci

71-8§ 4,27
731-SS 4,16
731-KS 5,05
71-KS 518
71-M17 4,79
731-M17 4,83

KS - kyseld syrovétka, SS - sladkd syrovatka, M17 bujon
731, 71 - kmeny laktokoki (CCDM 71 a CCDM 731)

Obrazek 1 Znazornéni produkce nisinu pomoci agarové
difuzni metody u kmene CCDM 71 v sladké
syrovatce (centralni jamka) ve srovnani
s koncentracni fadou nisinového preparatu
o sile 10°-10° IU/ml

Zaver

Zavérem lze konstatovat, Ze ze souboru péti testovanych
laktokokt druhu Lactococcus lactis subsp. lactis pouze
2 kmeny aktivné produkuji bakteriocin nisin, a to CCDM 71
a CCDM 731. V dalsich pokusech a aplikacich budou tedy
vyuzivany zejména tyto kmeny. Pro kultivaci kment lak-
tokok je nejvhodnéjs$i BHI bujon (resp. agar), teplota kul-
tivace 30 °C a podminky kultivace s provzdusiovanim. Pro
testovani inhibi¢nich Gc¢inkd je moZné vyuzit jak metodu
difdznich jamek, tak metodu pomoci diskd. Z indiké-
torovych kmeniti bude pro dal§i experimentdlni aktivity
pouzivan kmen Micrococcus luteus ATCC 10240, u kterého
byla potvrzena vyssi citlivost vici nisinu. Vysledky na-
znacuji, ze sladkd syrovatka se jevi jako vhodny ristovy
substrat pro oba testované kmeny zkoumanych laktokoki.
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PLOTNOVA DIFUZNI METODA
PRO STANOVENI REZIDUI
INHIBICNICH LATEK V MLECE
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THE PLATE DIFFUSION METHOD
FOR DETERMINING INHIBITORY SUBSTANCE
RESIDUES IN MILK

Souhrn

Pro ochranu zdravi spotfebitele i pro zajiSténi kvalitni
suroviny pro vyrobu mléénych vyrobku je nezbytna kon-
trola pfitomnosti rezidui inhibi¢nich latek v mléce.

Plotnova difuzni metoda zaujima po fadu let vyznamné
postaveni v systému kontroly rezidui antimikrobidlnich
latek v surovinach a potravinach Zivoci§ného pivodu v CR
i ve svété. Clanek poskytuje informaci o historii vyvoje
plotnovych metod a o jejich vyuZiti v souc¢asnosti.
Klicova slova: plotnova difuzni metoda, vyuziti, princip

Summary

To protect the health of a consumer and to ensure the
quality of raw milk in the production of dairy products, it is
necessary to monitor the presence of inhibitory substance
residues in milk. The plate diffusion method holds an
important position in the monitoring system for antimicro-
bial substance residues in raw materials and foodstuffs of
animal origin in the Czech Republic and in the world. This
article provides information about the historical develop-
ment of the plate diffusion method and informs about its
current use.

Key words: plate diffusion method, use, principle

Uvod

Z historického hlediska je analyza rezidui antimikrobidl-
nich latek v potravinich relativné mlada disciplina. Prvni
znepokojeni vztahujici se k pfitomnosti rezidui antibiotik
v potravinach bylo vysloveno zpracovateli mléka, ktefi si
vsimli, Ze mléko kontaminované antibiotiky inhibuje rtst
startovacich kultur pouZzivanych v mlékarenském pramyslu
a také ovliviiuje vysledek testu s metylenovou modfi.
Impuls pro vyvoj a zavedeni metod pro kontrolu rezidui
inhibi¢nich latek (RIL) vySel od zpracovateli mléka.
V obdobi 1947-1967 se intenzivné pracovalo na vyvoji
metod a nasledné byla fada metod pro detekci RIL v mléce
uvedena do praxe. K prvnim metoddm vyuZitym pro kon-
trolu pritomnosti rezidui antimikrobidlnich latek v potravi-
nach patfily mikrobiologické metody, i kdyZ byly ptivodné
vyvinuty pro aplikaci v klinické mediciné. Do skupiny
mikrobiologickych inhibi¢nich metod fadime plotnové
difuzni metody, které zaujimaji od 60. let 20. stoleti
dilezité postaveni v systému kontroly rezidui antimikro-
bidlnich latek v surovinach a potravinich ZzivociSného
puvodu (Mitchell a kol., 1998, de Brabander a kol., 2009).

JiZ v roce 1952 byl aplikovan prvni mikrobiologicky
inhibi¢ni test s testovacim kmenem Bacillus subtilis. V roce
1978 byla vyvinuta standardni plotnova metoda s kmenem
Bacillus stearothermophilus (Mitchell a kol., 1998)
a v roce 1980 byla v Némecku predstavena Bogaertsem
a Wolfem 4-plotnova metoda, kterd se dodnes vyuziva a je
soucasti multi-plotnovych metod. IDF se koncem 70. let
20. stoleti zacala intenzivné vénovat problematice RIL
v mléce. V roce 1987 bylo vydano specialni ¢islo bulletinu
(Bulletin 283/1993) zaméfené na vyznam RIL v mléce
a metody detekce RIL. Plotnové difuzni metody byly
zatazeny mezi screeningové metody a doporuceny i jako
post-screeningové konfirmacni metody. Na zaklade
doporuceni IDF byly v praxi aplikovany nasledujici plot-
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