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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 ovéfovana semi-kontinudlni fermentace
sladké Cerstvé a obnovené syrovatky pro produkci nisinu za
udrzovani konstantniho pH. K fermentaci syrovétky byl
pouzit kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731
s vysokou produkci nisinu. Vliv provzdusiovani na pro-
dukci bakteriocinu nebyl pii predchozi vsadkové fer-
mentaci potvrzen, proto pfi semi-kontinudlni fermentaci
nebylo provzdusiovani aplikovano. Substrat byl v pra-
videlnych intervalech odebiran a analyzovan na aktivitu
nisinu pomoci agarové difuzni metody. Ubytek fermentu
byl vZdy nahrazen Cerstvou syrovatkou. Soubézné se semi-
kontinuélni fermentaci byla provedena jako srovnavaci fer-
mentace vsadkova. Bylo zji§té€no, Ze za optimalizovanych
podminek (30 °C a pridavku 0,1 % Tweenu 80) byla pro-
dukce nisinu maximéalni jiZ po 6 hodinach a poté jiZ byla
konstantni.

Klicova slova: Nisin, laktokoky, sladkd syrovatka, semi-
kontinualni 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a portion of the culture was withdrawn at regularly intervals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

Uvod

Nisin je prirodni bakteriocin pridavany do potravin, far-
maceutickych a dentalnich vyrobku pro jejich konzervaci.
Inhibuje kli¢eni sp6r bakterii rodu Bacillus a Clostridium
a rust nékterych gram-pozitivnich a gram-negativnich bak-
térii. Bakteriocin nisin je produkovan urcitymi kmeny
Lactoccocus lactis subsp. lactis (Ross a kol., 2002).

Ackoliv je nisin jiZ komercné vyrabén, celd rada
vyzkumnych praci se zabyva problematikou, jak ho vyrobit
levné a efektivné. Nedostatecné vyuzitym vhodnym
levnym médiem je syrovatka. Syrovétka obsahuje fadu vyz-
namnych nutrienti: laktézu, syrovatkové bilkoviny, mine-
ralni latky a vitaminy, a proto je vhodnym kultivaénim
médiem pro celou fadu bakterii utilizujicich laktézu.

Produkce nisinu je vSak vyznamné ovlivnéna vhodnym vy-
bérem vysokoprodukénich kment i kultivaénimi podminkami
fermentace — pH, teplotou, michdanim a provzdusiovanim,
dale substratem, nutricnimi suplementy a produktovou
inhibici, tj. adsorpci nisinu na produkéni buiiky a enzyma-
tickym Stépenim (Parente a Ricciardi, 1999). Mall uvadi
(Mall a kol., 2010), Ze maximalni produkce nisinu byla pfi
teploté 30 °C, zatimco optimalni teplotou pro nardst bio-
masy byla teplota 37 °C. Obecné plati, ze pH 6,0 vede
k adsorpci nisinu na buiiky a pH 2,0 podporuje jeho maxi-
malni separaci od bunék (Yang a kol., 1992). Déle na pH
roztoku zavisi rozpustnost, stabilita a biologicka aktivita
nisinu. Pfi fermentaci za pH pod 6,0 je vice nez 80 % vypro-
dukovaného nisinu volné v médiu, pfi pH nad 6,0 je vétSina
nisinu navazéna na bunééné membrany, ne vSak cytoplas-
mu. S klesajicim pH vyznamné roste rozpustnost i stabilita,
naopak v neutrdlni a alkalické oblasti je nisin z vétsi casti
nerozpustny (Vessoni a kol., 2005).
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Material a metody

Laboratorni stolni bioreaktor Labfors 4, pracovniho
objemu 1,5 1, s X-DDC jednotkou a s fidicim PC soft-
warem pro otiacky, teplotu a udrZovani nastaveného pH,
s poloautomatickym odbérem vzorki a davkovanim
ingredienci, stolni pH-metr WTW, pfenosny pH-metr zn.
SPEAR, tfepacka GFL 3017, SRN; vzorkovnice plastové
2 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, Erlenmayerovy baiiky,
lahve pro sterilaci, termostat 30 °C, pipety a béZné
vybaveni laboratore.

Tween 80, Sigma Aldrich; hydroxid sodny p. a.; kmen
Lactoccocus lactis subsp. lactis CCDM 731, Sbirka
mlékarskych mikroorganismii Laktoflora®; suspenze byla
pripravena po kultivaci v M 17 bujonu (Merck, Némecko)
pri teplot¢ 30 °C po dobu 24 hod., indikdtorovy kmen
Microccocus luteus ATCC 10240, Sbirka mikroorganismu
v Brné, kultivace na BHI agaru (Merck, Némecko), stan-
dard Nisin, 1 g odpovida 1 000 000 IU, Sigma Aldrich CR;
pida MRS, MILCOM a.s., Tabor.

Vsddkové fermentace pro zjisténi vlivu aerace

Byly provedeny 2 soubézné vsadkové fermentace po
dobu a7 42 h, jedna (A) se simulaci aerace pomoci tfepacky
vedle kontrolni (B) bez tfepani substritu. Médiem byla
sterilizovana obnovena sladka syrovatka, ockovaci davka
byla 1 % a inkubace pii 30 °C. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 2 a na obrazcich 1 a 2.

Nasledovaly dvé fermentace v bioreaktoru. Substratem
ve fermentaci ¢. 1 byla Cerstva syrovatka odebrana pfi
prvnim odpousténi pfi vyrobé Eidamu 30 % t.v s. v zavodé
MADETA a.s., Plana n. LuZnici, ve fermentaci ¢. 2 byla
médiem obnovena sladka syrovatka, vyrobce suSené
syrovatky Moravia Lacto a.s., zdvod Jihlava.

Semi-kontinudlni fermentace ¢. 1 sladké syrovdtky
kmenem CCDM 731

Cerstva syrovitka nebyla filtrovdna nebo odstiedovana,
ale zpracovana podle tohoto postupu: Do 2 litrG syrovatky
rozdélenych po 1 litru bylo pridano 0,1 % Tweenu 80
a zahtato na 50 °C pro jeho rozpusténi, pH syrovatky bylo
upraveno po zchlazeni na 6,45 a poté vse sterilovano pfi
110 °C / 20 min. Do 1,5 litru syrovatky urc¢ené k udrZeni
konstantniho objemu vZdy po odbéru 100 ml vzorku po
3 hodinach bylo pfiddno 0,1 % Tweenu 80, rozplnéno po
100 ml do 300 ml lahvi a sterilovano 110 °C/ 20 min. Po
vychlazeni po sterilaci bylo pfidano do kazdého litru 1 %
(10 ml) kultury CCDM 731. 1 litr byl pouZit pro stacionarni
kontrolni fermentaci a 1 litr pro vsadku fermentoru. Obé
fermentace byly spustény soucasné.

Parametry semi-kontinualni fermentace:

* Otacky michadla: 60 ot. / min.

* Provzdu$iiovani: ne

* Teplota: 30 °C, chlazeni pitnou vodou

* pH: udrZovano na 6,1 tpravou 0,5 M NaOH pfi pokle-

su o 0,1 pH (pH syrovatky v case 0 bylo 6,45), celkova
spotieba 0,5 M NaOH / 24 h byla 323 ml

e doba fermentace: 24 h

e odbér vzorki: po 3 hodinach 4 100 ml pro stanoveni ni-
sinu agarovou difuzni metodou (skladovano v chladu pfi
2 °C az 8 °C) a ke koncentraci a ¢isténi (odstfedénim,
vysolovanim, zahustovanim aj.), skladovano pri - 20 °C.

Parametry kontrolni vsadkové fermentace:

* Michani: ne

* Teplota: 30 °C, termostat

* pH: neudrZovéano, méfeno kazdé 3 hodiny

* doba fermentace: 24 h

* odbér vzorkil: po 3 hodinach 1 ml pro stanoveni nisinu
agarovou difuzni metodou (ADM)

Semi-kontinudlni fermentace c. 2 obnovené sladké
syrovdtky kmenem CCDM 731

e Byly pfipraveny 4 litry obnovené sladké syrovatky
(7,5 g do 92,5 ml vody)

* SloZeni substratu po obnoveni: tuk 0,04 %; protein
1,1 %; laktosa 6,04 %; celkova susina 7,62 %.

¢ | litr byl uréen do fermentoru a 3 litry na dopliiovani po
odebrani vzorkd, pficemZ do kazdé casti bylo pridano
0,1 % Tweenu 80 a vysterilovano pri 0,12 MPa/15 min,
spolecné s 0,5 litrem 1 M NaOH rozplnéného do tfi
200 ml lahvicek k automatické upravé pH. 1 litr steril-
niho substratu byl vytemperovan na 30 °C a zaockovan
1 % CCDM 731.

* Pro urychleni fermentace byla vsadka predkultivovana
pti 30 °C po dobu 3,5 h. Méfenim pH syrovatky byly
zjiStény hodnoty: po predkultivaci 5,7, pred sterilaci
6,5, po sterilaci 6,1.

* Byly odebirdny 100 ml vzorky vzdy po 1 h. Po kazdém
odbéru bylo doplnéno 100 ml cerstvé syrovatky.
Soucasné bylo udrzovano pH pomoci 1 M NaOH na
hodnoté 6,0 a teplota 30 °C.

* Na zacatku fermentace bylo pH 5,56. Otacky michad-
la: 60 ot. / min. Stejné jako ve fermentaci ¢. 1 nebylo
pouzito provzdusnovani.

e Skute¢na celkova spotieba 1 M NaOH zjisténa odmé-
fenim zbytku louhu po skonceni fermentace byla 59 ml.
* Vzorky byly ihned vychlazeny a poté zamraZeny do
doby analyzy metodou ADM, vysledky jsou uvedeny

v tabulce 5.

Tvorba nisinu byla sledovana pomoci agarové difuzni meto-
dy ADM (Kunova a kol., 2014; Chumchalova a kol., 1995).

Tab. 1 Parametry fermentace ¢. 2

CGislo vzorku  Casodbéru 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 5 453 6,00
6 6 54,3 5,99
7 7 63,2 5,98

* digitalni vystup PC
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Vysledky

Vliv aerace a doby kultivace na tvorbu nisinu

Tab. 2 Vsdadkové fermentace pro ovéreni vlivu provzdusriovani, kultura CCDM 731, o¢kovano 1 %, médium sterilizovana
sladka syrovdtka, inkubace 30 °C

Kultivace Kultivace A s protiepavanim Kultivace B stacionarni - hez aerace
/h/ pH KTJ/ml inhibiéni zéna /mm/ pH KTJ/ml inhibiéni zéna /mm/
8 4,84 3,2.10° 29 4,61 3,4.10° 29
16 4,34 4,6.10° 28 4,33 5,6.10° 29
24 4,37 5,6.10° 28 4,26 5,4.10° 28
30 424 5,5.10° 28 413 4,6.10° 28
42 422 41.10° 28 410 4,3.10° 28

Obr. 1 Inhibi¢ni zdny nisinu po kultivaci CCDM 731
8 h a 16 h v sladké syrovatce

Z vysledki je patrné, Ze aerace neméla vliv na tvorbu ni-
sinu, a proto byly dalsi kultivace, vcetné kontinualnich,
provadény bez provzdu$néni. Na zdkladé analyzy ode-
branych vzorkii metodou ADM bylo zjiSt€éno maximum
tvorby nisinu jiZ po 8 hodinach, proto bylo rozhodnuto fer-
mentovat syrovatku a sledovat produkci nisinu v rozmezi
0 az 8 hodin.

Tab. 3 Vsadkova fermentace, kultura CCDM 731,
ocCkovdno 1 %, médium sterilizovana syrovatka,

Obr. 2 Inhibi¢ni zdny nisinu po kultivaci CCDM 731
24 h a 42 h v sladké syrovatce

agarové difusni metody odpovidajici koncentraci pritom-
ného nisinu.

Vzorky byly ihned vychlazeny a poté zamraZeny do doby
analyzy metodou ADM.

Produkce nisinu po 12 hodinach jiz dale nestoupala,
proto opakovand fermentace ¢. 2 byla provedena s kratsi
dobou kultivace, kvuli standardnosti substratu s obnovenou
sladkou syrovitkou a s nové pripravenymi kulturami

Tab. 4 Porovnani vsadkové a semi-kontinualni fermentace

inkubace 30 °C ¢. 1 a inhibiéni zény podle ADM
kultivace inhibiéni zéna Vzorek  Cas Vsadkova Semi-kontinudlni
h/ /mm/ ¢islo /n/ fermentace fermentace ¢.1
0 5,50 28 pH zona spotrebha z0na
2 536 29 /mm/ 0,5 /M Il/lal]H /mm/
' m
g 22; gg 0 0 5,80 18 0 18
8 4’44 30 1 3 5,75 20 38 20
‘ 2 6 5,0 21 23,2 22
Podle vysledkd uvedenych v tabulce 3 vyplyvd, Ze za 3 9 4,50 2 65.8 22
danych podminek se maximum nisinu tvofilo jiZ mezi 4. aZ 4 12 4,80 21 116,1 22
8. hodinou kultivace. 2 5 e 20 162,5 22
6 18 4,16 20 211,0 22
Semi-kontinudlni fermentace ¢. 1 sladké syrovdtky ; gl :15 Eg ;Zg; ;g
kmenem CCDM 731 risin ' 55 : s
V tabulce 4 jsou zaznamenané dulezité parametry této 10° |U.mI
fermentace spolu s parametry soubézné provedené vsad- nisin 28 28
kové fermentace a zjisténé zény jednotlivych vzorki podle 10°1U.mi"
MLEKARSKE LISTY 158, Vol. 27, No. 5 21
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CCDM 731 a Micrococcus luteus. Podminky kultivace
byly stejné jako u fermentace ¢. 1.

Semi-kontinudlni fermentace . 2 sladké syrovdtky
kmenem CCDM 731

Tab. 5 Inhibi¢ni zény vzorkd ze semi-kontinualini fermentace
¢. 2, metoda ADM

Popis vzorku Zony koncentrace nisinu*
[mm/ /mg . I/
Standard nisinu 102 IU/ml 19 2,5
Standard nisinu 10° 1U/ml 28 25
Standard nisinu 10* IU/ml 32 250
Vzorek 0 h 26,5 23-24*
(predkultivovany substrat 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*

* prepocet 1 mg.l" = 40 1U.g”"
*orientacni hodnoty

Pfi semi-kontinudlni fermentaci ¢. 2 byla zjisténa aktivi-
ta nisinu pomoci metody ADM v porovnani s fermentaci
¢. 1 vyssi, pramér zén dosahl 27 mm. Bylo zde pouzito
obnovené syrovatky pro leps$i opakovatelnost pokusu
a zaroven jsme pouZili pfedkultivovani substratu, coz oboji
zfejmé mélo pfiznivy vliv na kvantitu nisinu. Koncentrace
nisinu zistala od 4. aZ 5. hodiny (se zapoc¢tenim predkulti-
vace) stabilni a potvrdil se obdobny vysledek z fermentace
¢. 1, Ze nejvyssi produkce nisinu je do 6. hodiny kultivace
a pak zistava konstantni.

Diskuse

Na zakladé stacionarnich fermentaci s kulturou CCDM
731 pii fermentaci sladké syrovatky pri 30 °C jsme zjistili,
Ze aerace neméla vliv na tvorbu nisinu, a proto byly dalsi
kultivace v syrovatce provadény bez ni. Na zdkladé vysled-
ki dosazenych pii stacionarni fermentaci s maximem
tvorby nisinu do 8 hodin byly uskute¢nény dveé semi-kon-
tinudlni fermentace s udrZzovanim konstantniho pH 6,0
v bioreaktoru a dopliiovanim cCerstvé syrovatky za fermen-
tat odebirany v pravidelnych intervalech. Nékteré zdroje
(Nagalakshmia kol., 2013; Senan a kol, 2016) doporucuji
pro fermentacni podminky i pH 6,5 nebo teplotu 37 °C,
popt. i vyssi otacky michadla.

Produkce nisinu v prvni fermentaci s Cerstvou syro-
vatkou po 12 hodinéch jiz dale nestoupala, proto dalsi fer-
mentace byla provedena s kratsi dobou kultivace a kvuli
standardnosti substratu s obnovenou sladkou syrovéatkou
pii zachovani podminek kultivace. Antimikrobidlni
aktivita vSak nemusi byt vysledkem aktivity pouze bakte-
riocinu nisinu, miZe byt ovlivnéna i plisobenim dalSich
sloZek.

Pokracovanim studie bude zkoncentrovdni a izolace
nisinu z fermentatu vzniklého za vyse uvedenych opti-
malizovanych podminek za tcelem pripravy preparatu
s obsahem antimikrobialnich latek, nikoliv cistého
nisinu.

Zaver

Na zékladé optimalizace podminek stacionarni fermen-
tace sladké syrovatky jako zdroje Zivin pro nisin-produku-
jici kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731 byly
odzkouseny kontinualni fermentace v bioreaktoru s regulo-
vanou hodnotou pH 6,0 a pfi teploté 30 °C, za michéni, ale
bez provzdusiovani. Produkce nisinu vzristala do 6. ho-
diny procesu a s pribyvajicim ¢asem byla jiz konstantni, jak
bylo prokazano v pribézné odebiranych vzorcich metodou
agarové difuzni metody. Nezbytnym ndvaznym krokem je
vSak vyzkum a aplikace dalSich separacnich postupi
vedoucich k ziskdni koncentrovaného preparatu o vyssi
antimikrobidlni aktivité.
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