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Semi-continuous fermentation of sweet whey
by strain Lactoccocus lactis subsp. lactis
CCDM 731 to produce nisin

Abstrakt

V této studii byla ověřována semi-kontinuální fermentace
sladké čerstvé a obnovené syrovátky pro produkci nisinu za
udržování konstantního pH. K fermentaci syrovátky byl
použit kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731
s vysokou produkcí nisinu. Vliv provzdušňování na pro-
dukci bakteriocinu nebyl při předchozí vsádkové fer-
mentaci potvrzen, proto při semi-kontinuální fermentaci
nebylo provzdušňování aplikováno. Substrát byl v pra-
videlných intervalech odebírán a analyzován na aktivitu
nisinu pomocí agarové difuzní metody. Úbytek fermentu
byl vždy nahrazen čerstvou syrovátkou. Souběžně se semi-
kontinuální fermentací byla provedena jako srovnávací fer-
mentace vsádková. Bylo zjištěno, že za optimalizovaných
podmínek (30 °C a přídavku 0,1 % Tweenu 80) byla pro-
dukce nisinu maximální již po 6 hodinách a poté již byla
konstantní. 

Klíčová slova: Nisin, laktokoky, sladká syrovátka, semi-
kontinuální fermentace

Abstract

The production of nisin in semi-continuous fermentations
of fresh and reconstituted sweet whey was tested in this
study. The selected nisin-high-producing strain Lactococcus
lactis subsp. lactis CCDM 731 was used for these fermen-
tations realized at constant pH. The effect of aeration was
not confirmed during batch fermentation and therefore aera-
tion was not further applied. In semi-continuous process,
a portion of the culture was withdrawn at regularly intervals
and analysed on nisin activity by agar diffusion metod.
Culture depletion was always substituted by fresh medium.
The parallel batch fermentation was performed to compare
the effect on the production of nisin. Higher nisin produc-
tion was investigated in semi-continuous fermentation and
the maximum nisin activity was reached for 6 hours at opti-
mised conditions: 30°C, addition of 0.1% Tween 80. The
nisin activity stayed constant after this time.

Keywords: Nisin, lactococci, sweet whey, semi-conti-
nuous fermentation

Úvod

Nisin je přírodní bakteriocin přidávaný do potravin, far-
maceutických a dentálních výrobků pro jejich konzervaci.
Inhibuje klíčení spór bakterií rodu Bacillus a Clostridium
a růst některých gram-pozitivních a gram-negativních bak-
térií. Bakteriocin nisin je produkován určitými kmeny
Lactoccocus lactis subsp. lactis (Ross a kol., 2002). 

Ačkoliv je nisin již komerčně vyráběn, celá řada
výzkumných prací se zabývá problematikou, jak ho vyrobit
levně a efektivně. Nedostatečně využitým vhodným
levným médiem je syrovátka. Syrovátka obsahuje řadu výz-
namných nutrientů: laktózu, syrovátkové bílkoviny, mine-
rální látky a vitaminy, a proto je vhodným kultivačním
médiem pro celou řadu bakterií utilizujících laktózu.

Produkce nisinu je však významně ovlivněna vhodným vý-
běrem vysokoprodukčních kmenů i kultivačními podmínkami
fermentace – pH, teplotou, mícháním a provzdušňováním,
dále substrátem, nutričními suplementy a produktovou
inhibicí, tj. adsorpcí nisinu na produkční buňky a enzyma-
tickým štěpením (Parente a Ricciardi, 1999). Mall uvádí
(Mall a kol., 2010), že maximální produkce nisinu byla při
teplotě 30 °C, zatímco optimální teplotou pro nárůst bio-
masy byla teplota 37 °C. Obecně platí, že pH 6,0 vede
k adsorpci nisinu na buňky a pH 2,0 podporuje jeho maxi-
mální separaci od buněk (Yang a kol., 1992). Dále na pH
roztoku závisí rozpustnost, stabilita a biologická aktivita
nisinu. Při fermentaci za pH pod 6,0 je více než 80 % vypro-
dukovaného nisinu volně v médiu, při pH nad 6,0 je většina
nisinu navázána na buněčné membrány, ne však cytoplas-
mu. S klesajícím pH významně roste rozpustnost i stabilita,
naopak v neutrální a alkalické oblasti je nisin z větší části
nerozpustný (Vessoni a kol., 2005). 
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Materiál a metody

Laboratorní stolní bioreaktor Labfors 4, pracovního
objemu 1,5 l, s X-DDC jednotkou a s řídicím PC soft-
warem pro otáčky, teplotu a udržování nastaveného pH,
s poloautomatickým odběrem vzorků a dávkováním
ingrediencí, stolní pH-metr WTW, přenosný pH-metr zn.
SPEAR, třepačka GFL 3017, SRN; vzorkovnice plastové
2 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, Erlenmayerovy baňky,
lahve pro sterilaci, termostat 30 °C, pipety a běžné
vybavení laboratoře.

Tween 80, Sigma Aldrich; hydroxid sodný p. a.; kmen
Lactoccocus lactis subsp. lactis CCDM 731, Sbírka
mlékařských mikroorganismů Laktoflora®; suspenze byla
připravena po kultivaci v M 17 bujonu (Merck, Německo)
při teplotě 30 °C po dobu 24 hod., indikátorový kmen
Microccocus luteus ATCC 10240, Sbírka mikroorganismů
v Brně, kultivace na BHI agaru (Merck, Německo), stan-
dard Nisin, 1 g odpovídá 1 000 000 IU, Sigma Aldrich ČR;
půda MRS, MILCOM a.s., Tábor. 

Vsádkové fermentace pro zjištění vlivu aerace
Byly provedeny 2 souběžné vsádkové fermentace po

dobu až 42 h, jedna (A) se simulací aerace pomocí třepačky
vedle kontrolní (B) bez třepání substrátu. Médiem byla
sterilizovaná obnovená sladká syrovátka, očkovací dávka
byla 1 % a inkubace při 30 °C. Výsledky jsou uvedeny
v tabulce 2 a na obrázcích 1 a 2.

Následovaly dvě fermentace v bioreaktoru. Substrátem
ve fermentaci č. 1 byla čerstvá syrovátka odebraná při
prvním odpouštění při výrobě Eidamu 30 % t.v s. v závodě
MADETA a.s., Planá n. Lužnicí, ve fermentaci č. 2 byla
médiem obnovená sladká syrovátka, výrobce sušené
syrovátky Moravia Lacto a.s., závod Jihlava.

Semi-kontinuální fermentace č. 1 sladké syrovátky
kmenem CCDM 731

Čerstvá syrovátka nebyla filtrována nebo odstřeďována,
ale zpracována podle tohoto postupu: Do 2 litrů syrovátky
rozdělených po 1 litru bylo přidáno 0,1 % Tweenu 80
a zahřáto na 50 °C pro jeho rozpuštění, pH syrovátky bylo
upraveno po zchlazení na 6,45 a poté vše sterilováno při
110 °C / 20 min. Do 1,5 litru syrovátky určené k udržení
konstantního objemu vždy po odběru 100 ml vzorku po
3 hodinách bylo přidáno 0,1 % Tweenu 80, rozplněno po
100 ml do 300 ml lahví a sterilováno 110 °C/ 20 min. Po
vychlazení po sterilaci bylo přidáno do každého litru 1 %
(10 ml) kultury CCDM 731. 1 litr byl použit pro stacionární
kontrolní fermentaci a 1 litr pro vsádku fermentoru. Obě
fermentace byly spuštěny současně.

Parametry semi-kontinuální fermentace:
• Otáčky míchadla: 60 ot. / min.
• Provzdušňování: ne
• Teplota: 30 °C, chlazení pitnou vodou 
• pH: udržováno na 6,1 úpravou 0,5 M NaOH při pokle-

su o 0,1 pH (pH syrovátky v čase 0 bylo 6,45), celková
spotřeba 0,5 M NaOH / 24 h byla 323 ml

• doba fermentace: 24 h
• odběr vzorků: po 3 hodinách á 100 ml pro stanovení ni-

sinu agarovou difuzní metodou (skladováno v chladu při
2 °C až 8 °C) a ke koncentraci a čištění (odstředěním,
vysolováním, zahušťováním aj.), skladováno při - 20 °C.

Parametry kontrolní vsádkové fermentace:
• Míchání: ne
• Teplota: 30 °C, termostat
• pH: neudržováno, měřeno každé 3 hodiny 
• doba fermentace: 24 h
• odběr vzorků: po 3 hodinách 1 ml pro stanovení nisinu

agarovou difuzní metodou (ADM)

Semi-kontinuální fermentace č. 2 obnovené sladké
syrovátky kmenem CCDM 731

• Byly připraveny 4 litry obnovené sladké syrovátky
(7,5 g do 92,5 ml vody) 

• Složení substrátu po obnovení: tuk 0,04 %; protein
1,1 %; laktosa 6,04 %; celková sušina 7,62 %.

• 1 litr byl určen do fermentoru a 3 litry na doplňování po
odebrání vzorků, přičemž do každé části bylo přidáno
0,1 % Tweenu 80 a vysterilováno při 0,12 MPa/15 min,
společně s 0,5 litrem 1 M NaOH rozplněného do tří
200 ml lahviček k automatické úpravě pH. 1 litr steril-
ního substrátu byl vytemperován na 30 °C a zaočkován
1 % CCDM 731. 

• Pro urychlení fermentace byla vsádka předkultivována
při 30 °C po dobu 3,5 h. Měřením pH syrovátky byly
zjištěny hodnoty: po předkultivaci 5,7, před sterilací
6,5, po sterilaci 6,1.

• Byly odebírány 100 ml vzorky vždy po 1 h. Po každém
odběru bylo doplněno 100 ml čerstvé syrovátky.
Současně bylo udržováno pH pomocí 1 M NaOH na
hodnotě 6,0 a teplota 30 °C.

• Na začátku fermentace bylo pH 5,56. Otáčky míchad-
la: 60 ot. / min. Stejně jako ve fermentaci č. 1 nebylo
použito provzdušňování. 

• Skutečná celková spotřeba 1 M NaOH zjištěná odmě-
řením zbytku louhu po skončení fermentace byla 59 ml. 

• Vzorky byly ihned vychlazeny a poté zamraženy do
doby analýzy metodou ADM, výsledky jsou uvedeny
v tabulce 5. 

Tvorba nisinu byla sledována pomocí agarové difuzní meto-
dy ADM (Kunová a kol., 2014; Chumchalová a kol., 1995).
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Číslo vzorku Čas odběru 1M NaOH* pH
/h/ /ml/

1 1 17,8 6,03
2 2 22,6 6,00
3 3 29,7 6,00
4 4 37,1 6,00
5 5 45,3 6,00
6 6 54,3 5,99
7 7 63,2 5,98

Tab. 1 Parametry fermentace č. 2

* digitální výstup PC
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Výsledky

Vliv aerace a doby kultivace na tvorbu nisinu

agarové difusní metody odpovídající koncentraci přítom-
ného nisinu. 

Vzorky byly ihned vychlazeny a poté zamraženy do doby
analýzy metodou ADM.

Produkce nisinu po 12 hodinách již dále nestoupala,
proto opakovaná fermentace č. 2 byla provedena s kratší
dobou kultivace, kvůli standardnosti substrátu s obnovenou
sladkou syrovátkou a s nově připravenými kulturami

21MLÉKAŘSKÉ LISTY 158, Vol. 27, No. 5

VĚDA, VÝZKUM

Vzorek Čas Vsádková Semi-kontinuální 
číslo /h/ fermentace fermentace č.1

pH zóna spotřeba zóna
/mm/ 0,5 M NaOH /mm/

/ml/
0 0 5,80 18 0 18
1 3 5,75 20 3,8 20
2 6 5,0 21 23,2 22
3 9 4,50 21 65,8 22
4 12 4,30 21 116,1 22
5 15 4,20 20 162,5 22
6 18 4,16 20 211,0 22
7 21 4,12 20 260,7 22
8 24 4,10 20 269,0 22

nisin 23 23
103 IU.ml-1

nisin 28 28
104 IU.ml-1

Tab. 4 Porovnání vsádkové a semi-kontinuální fermentace
č. 1 a inhibiční zóny podle ADM

kultivace pH inhibiční zóna
/h/ /mm/
0 5,50 28
2 5,36 29
4 5,13 30
6 4,67 30
8 4,44 30

Tab. 3 Vsádková fermentace, kultura CCDM 731,
očkováno 1 %, médium sterilizovaná syrovátka,
inkubace 30 °C

Kultivace Kultivace A s protřepáváním Kultivace B stacionární - bez aerace
/h/ pH KTJ/ml inhibiční zóna /mm/ pH KTJ/ml inhibiční zóna /mm/
8 4,84 3,2.108 29 4,61 3,4.108 29
16 4,34 4,6. 108 28 4,33 5,6. 108 29
24 4,37 5,6. 108 28 4,26 5,4. 108 28
30 4,24 5,5. 108 28 4,13 4,6. 108 28
42 4,22 4,1. 108 28 4,10 4,3. 108 28

Tab. 2 Vsádkové fermentace pro ověření vlivu provzdušňování, kultura CCDM 731, očkováno 1 %, médium sterilizovaná
sladká syrovátka, inkubace 30 °C

Obr. 1 Inhibiční zóny nisinu po kultivaci CCDM 731  
8 h a 16 h v sladké syrovátce

Obr. 2 Inhibiční zóny nisinu po kultivaci CCDM 731  
24 h a 42 h v sladké syrovátce

Z výsledků je patrné, že aerace neměla vliv na tvorbu ni-
sinu, a proto byly další kultivace, včetně kontinuálních,
prováděny bez provzdušnění. Na základě analýzy ode-
braných vzorků metodou ADM bylo zjištěno maximum
tvorby nisinu již po 8 hodinách, proto bylo rozhodnuto fer-
mentovat syrovátku a sledovat produkci nisinu v rozmezí
0 až 8 hodin. 

Podle výsledků uvedených v tabulce 3 vyplývá, že za
daných podmínek se maximum nisinu tvořilo již mezi 4. až
8. hodinou kultivace.

Semi-kontinuální fermentace č. 1 sladké syrovátky
kmenem CCDM 731

V tabulce 4 jsou zaznamenané důležité parametry této
fermentace spolu s parametry souběžně provedené vsád-
kové fermentace a zjištěné zóny jednotlivých vzorků podle
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CCDM 731 a Micrococcus luteus. Podmínky kultivace
byly stejné jako u fermentace č. 1. 

Semi-kontinuální fermentace č. 2 sladké syrovátky
kmenem CCDM 731

Pokračováním studie bude zkoncentrování a izolace
nisinu z fermentátu vzniklého za výše uvedených opti-
malizovaných podmínek za účelem přípravy preparátu
s obsahem antimikrobiálních látek, nikoliv čistého 
nisinu.

Závěr

Na základě optimalizace podmínek stacionární fermen-
tace sladké syrovátky jako zdroje živin pro nisin-produku-
jící kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731 byly
odzkoušeny kontinuální fermentace v bioreaktoru s regulo-
vanou hodnotou pH 6,0 a při teplotě 30 °C, za míchání, ale
bez provzdušňování. Produkce nisinu vzrůstala do 6. ho-
diny procesu a s přibývajícím časem byla již konstantní, jak
bylo prokázáno v průběžně odebíraných vzorcích metodou
agarové difuzní metody. Nezbytným návazným krokem je
však výzkum a aplikace dalších separačních postupů
vedoucích k získání koncentrovaného preparátu o vyšší
antimikrobiální aktivitě. 
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Popis vzorku Zóny koncentrace nisinux

/mm/ /mg . l-1/
Standard nisinu 102 IU/ml 19 2,5
Standard nisinu 103 IU/ml 28 25
Standard nisinu 104 IU/ml 32 250

Vzorek 0 h 26,5 23-24*
(předkultivovaný substrát s kulturou)

Vzorek 1 h 27 25*
Vzorek 2 h 27 25*
Vzorek 3 h 27 25*
Vzorek 4 h 27 25*
Vzorek 5 h 27 25*
Vzorek 6 h 27 25*
Vzorek 7 h 27 25*

Tab. 5  Inhibiční zóny vzorků ze semi-kontinuální fermentace
č. 2, metoda ADM

x přepočet 1 mg.l-1 = 40 IU.g-1 

*orientační hodnoty 

Při semi-kontinuální fermentaci č. 2 byla zjištěná aktivi-
ta nisinu pomocí metody ADM v porovnání s fermentací
č. 1 vyšší, průměr zón dosáhl 27 mm. Bylo zde použito
obnovené syrovátky pro lepší opakovatelnost pokusu
a zároveň jsme použili předkultivování substrátu, což obojí
zřejmě mělo příznivý vliv na kvantitu nisinu. Koncentrace
nisinu zůstala od 4. až 5. hodiny (se započtením předkulti-
vace) stabilní a potvrdil se obdobný výsledek z fermentace
č. 1, že nejvyšší produkce nisinu je do 6. hodiny kultivace
a pak zůstává konstantní.

Diskuse

Na základě stacionárních fermentací s kulturou CCDM
731 při fermentaci sladké syrovátky při 30 °C jsme zjistili,
že aerace neměla vliv na tvorbu nisinu, a proto byly další
kultivace v syrovátce prováděny bez ní. Na základě výsled-
ků dosažených při stacionární fermentaci s maximem
tvorby nisinu do 8 hodin byly uskutečněny dvě semi-kon-
tinuální fermentace s udržováním konstantního pH 6,0
v bioreaktoru a doplňováním čerstvé syrovátky za fermen-
tát odebíraný v pravidelných intervalech. Některé zdroje
(Nagalakshmia kol., 2013; Senan a kol, 2016) doporučují
pro fermentační podmínky i pH 6,5 nebo teplotu 37 °C,
popř. i vyšší otáčky míchadla. 

Produkce nisinu v první fermentaci s čerstvou syro-
vátkou po 12 hodinách již dále nestoupala, proto další fer-
mentace byla provedena s kratší dobou kultivace a kvůli
standardnosti substrátu s obnovenou sladkou syrovátkou
při zachování podmínek kultivace. Antimikrobiální 
aktivita však nemusí být výsledkem aktivity pouze bakte-
riocinu nisinu, může být ovlivněna i působením dalších
složek. 
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