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hodnoty CPM zjisténé prakticky druhy den po odbéru jsou
varujici v pfipadé, Ze mléko zakoupené spotiebitelem je
Casto konzumovano az druhy den, a to bez tepelného
osetreni, jak uvadeéji Hasorovd a kol. (2016).

Zaver

Teplota pri skladovani i ¢as jsou vyznamnymi faktory
ovliviiujicimi mikrobiologickou jakost mléka. Z vysledkl
pokusu vyplyva, zZe syrové mléko v mléénych automatech
spliiuje pozadavek na celkovy pocet mikroorganismi dany
pravnimi predpisy. Je tfeba si vSak uvédomit, Ze nardst
mikroorganismil je proces trvaly, navic Casto podpofeny ze
strany spotiebitele nevhodnou manipulaci.
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VLIV NISINU NA SMETANOVE
KULTURY A POROVNANI JEHO
UCINKU S NISIN PRODUKCNIMI
LAKTOKOKY PRI VYROBE SYRU

Sérka Havlikovd, Eva Kvasniékovd, Irena Némeékova,
Martin Miclo
Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o.

Influence of nisin on mesophilic starters
and the comparison of its effect
with nisin-producing lactococci
in the manufacturing of cheeses

Abstrakt

Cilem prace bylo porovnat vliv rizného piidavku nisinu
na jednotlivé smetanové kultury a otestovat pridavek nisinu
a nisin produkujicich laktokokil pfi poloprovozni vyrobé
nizkodohtivanych syrd. Vodivostni metodou bylo zjisténo,
Ze prokysavani jednotlivych smetanovych kultur bylo pfi
pouZitych koncentracich nisinu rdzné opozdéno. V polo-
provoznich vyrobach byla pouzita smetanova kultura
DCC 232, nisin v podobé pfidavku Nisaplinu, dva kmeny
nisin produkujicich laktokoku, enterokoky produkujici
enterocin a jako indikatorovy kmen Clostridium tyrobu-
tyricum ST. Zvolena nizka davka Nisaplinu nebo
zaockovani mléka nisin produkénimi kmeny laktokoka
vedle smetanové kultury zcela potlacily rust klostridii
a dufeni syrt za soucasného dostatecného prokysani syra
pred solenim. Vyuziti nisin produkujicich laktokoki se jevi
jako mozné za predpokladu vybéru vhodné smetanové kul-
tury a aplikaci pfimérené davky.

Klicova slova: nisin, laktokoky, Clostridium tyrobu-
tyricum, nizkodohfivané syry

Abstract

The aim of this work was to compare the influence of
nisin preparation in various concentrations on several
mesophilic starters and to test the addition of nisin prepa-
ration and nisin-producing lactococci in the manufacturing
of semi-hard cheeses. Using a conductivity method, we
found out that acidification by the mesophilic starters was
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slowed down depending on the concentration of nisin
preparation. In a pilot scale production, mesophilic starter
DCC 232, nisin praperation Nisaplin, two strains of nisin-
producing lactococci, enterocin-producing enterococci and
Clostridium tyrobutyricum ST as a control strain were used.
The selected low concentration of Nisaplin or the addition
of nisin-producing strains to milk together with the
mesophilic starter entirely supressed clostridial growth and
cheese blowing without any deterioration of acidification in
cheeses before brining. The application of nisin-producing
lactococci seems to be possible providing that a suitable
mesophilic starter is selected and a reasonable amount
is used.

Keywords: nisin, lactococci, Clostridium tyrobutyricum,
semi-hard cheeses

Uvod

Nisin patfi do I. tfidy lantibiotik typu A, coZ jsou malé
peptidy s pozitivnim ndbojem produkované nékterymi kme-
ny Lactococcus lactis ssp. lactis, a jeho antimikrobidlni
aktivita se projevuje tvorbou pord v bakteridlnich membra-
nach (Chen a Hoover, 2003). Je Casto srovnavan s povr-
chové aktivnimi kationtovymi detergenty, protoze adsorpce
na povrch bunééného obalu je nezbytnym prvnim krokem
poruseni bunééné membrany, nasleduje inaktivace sulthyd-
rylovych skupin a zruSeni gradientu pH a membranového
napéti. Je Gcinny proti dalezitym grampozitivnim pato-
genim a technologicky Skodlivym bakteriim - entero-
koktim, listeriim, stafylokokim, bacilim a klostridiim.
Zaroven ale pasobi i proti technologicky vyznamnym bak-
teriim jako jsou laktobacily, laktokoky a leukonostoky.
Nepiisobi na gramnegativni bakterie, kvasinky a plisné, ale
i ty mohou byt citlivé na jeho plisobeni v pfipadé, Ze jejich
vnejSi membranova vrstva je néjakym zptsobem posko-
zena, napf. subletdlnim zdhfevem, mrazenim nebo
chelatacnimi ¢inidly. Producentské buiiky laktokoku jsou
samy chranény dvéma imunitnimi systémy (Mc Auliffe
a kol., 2001, Saris a kol., 1996).

Nisin je schvalen jako potravinarské aditivam ve vice nez
50 zemich jako bezpecny s velmi nizkou toxicitou (FDA,
2006) s oznac¢enim E 234. Jeho SirSimu vyuziti v mlékdren-
skych vyrobcich brani pravé ta skutecnost, Ze pisobi i proti
bakteriim v mlékarenskych technologiich vyuZivanym,
a tudiZ maZe ovliviiovat Zadouci procesy jako je dostatecné
prokysavani syrd. PouZiti kultur s ovéfenou produkei nisinu
(Duskova a kol., 2009, Kunova a kol., 2014) k ochrané
mlékarenskych produktt je tak vlastné omezeno na prida-
vek nakultivovanych bakterii do hotového fermentovaného
vyrobku nebo do vyrobkd, u nichZ neprobihd zadna fer-
mentace. Dal§i moznosti je pouZiti samotného nisinového
pripravku do tavenych syrd, kde muze zabranit jejich
nadouvani (Davidson a kol., 2005, Fuquay, 2011).

Nasim cilem bylo otestovat, jak citlivé jsou vuci nisinu
jednotlivé smetanové kultury a do jaké miry ovliviiuje
pouziti nisinu spolecné se smetanovymi kulturami
prokysavani mléka v pocatecnich fazich vyroby. Dale jsme

chtéli ovérit v poloprovoznim méfitku, zda je mozné nisin
produkéni kmeny bez zasadnich zmén v technologickych
postupech vyuzit proti klostridiim jako pivodcim pozd-
niho dufeni syrii a porovnat vysledky s pouzitim pridavku
nisinového piipravku.

Material a metody

* Nisaplin: nisinovy preparat (nisin z Lactococcus lactis
ssp. lactis, deklarovand a¢innost > 1 mil. IU/g, Danisco,
DK)

* nisin produkujici kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis
CCDM 731 a CCDM 71 (CCDM Laktoflora®, CR)

e kmen Enterococcus faecium CCDM 945 produkujici
enterocin (CCDM Laktoflora®, CR)

e izolat ze syra Clostridium tyrobutyricum 5T (VUM
s.r.o, CR)

e obnovené odstfedéné mléko Laktino (RSM) (ARTIFEX
Instant s.r.0., CR)

Smetanové kultury:

* FD, S62, S31 expedi¢ni kultury MILCOM a. s. (Lakto-
ﬂora®, CR)

e RSF 323, YY88 (Chr. Hansen’s, DK)

» MO32R a DCC232 - poskytnuté z (CCDM Laktoflora®,
CR)

» stanoveni vodivosti pristrojem RABIT Bentley Czech
& Don Whitley Czech (DWS, UK)

e stanoveni titracni kyselosti (°SH) a aktivni kyselosti pH
metrem inoLab pH 720 (WTW, Weilheim, D)

» stanoveni niz§ich mastnych kyselin izotachoforetickym
analyzatorem EA 02 (VILLA Labeco, SK) SOP ¢. 23
MILCOM a. s.

1. Sledovdni vlivu nisinového pripravku

na prokysdvdni mléka na pristroji RABIT

Pro stanoveni vlivu pfipravku Nisaplinu na kysaci schop-
nost pouzitych smetanovych kultur a pro testovani
autoimunity laktokokovych kmenti produkujicich nisin
byla pouzita pfima vodivostni metoda pomoci pfistroje
RABIT. Do obnoveného mléka (RSM) zaockovaného 1 %
pfisluSné smetanové kultury nebo nisin produkujicim
kmenem CCDM 71 a CCDM 731 byl pfiddn nisinovy
preparat v davkach 0; 0,02; 0,1 a 0,2 g/l mléka. Takto
pripravené mléko bylo rozpipetovano do tub pro pfimou
metodu stanoveni, tuby vloZeny do cel v kultiva¢énim bloku
pristroje RABIT a kultivovany 48 h pti 30 °C. Stejnym zpt-
sobem byly pfipraveny dvé tuby s kontrolnim vzorkem
(RSM-KONTROLA bez inokula) pro kontrolu sterility
zivného média. Pokud se pribéh dvojice vodivostnich
krivek nelisil, byla vysledna kfivka primérem hodnot ze
dvou soubéZznych méfeni.

2. Sledovdni vlivu nisinovéeho pripravku a nisin
produkcénich kmenii v pokusnych poloprovoznich
vyrobdch syri
Technologicky postup byl zvolen tak, aby byl

jednoduchy a opakovatelny a pfitom zachovaval principy
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Tab. 1 Seznam testovanych kmenud pfidanych

do jednotlivych sérii
¢islo série  testovany kmen/ preparat

7 Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 71

8 Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 71 a CCDM 731,
Enterococcus faecium CCDM 945

9 Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 731

10 Enterococcus faecium CCDM 945

11 Enterococcus faecium CCDM 945, Nisaplin

klasické vyroby. Po celou dobu vyroby a zrani
byly syry sledovany tak, aby byly zachyceny

kou vypusténa do lisovacich forem a 1 hodinu byly syry
lisovany za postupné se zvySujiciho tlaku. Celkova doba
vyroby syrt do konce lisovani byla 250-260 minut.
Prokysané syry byly soleny 3,5 hodiny v 20 % solné 1azni
pti teploté 14 °C, osuSeny a zabaleny do smrStitelné folie.
Syry zraly pri teploté 15 °C. Vzorky byly odebirany pftib-
lizn€ 1., 30., 60. a 90. den po vyrobé€ a byly u nich prove-
deny fyzikalné chemické rozbory a stanoveno zastoupeni
jednotlivych skupin mikroorganismii (Havlikova a kol.,
2016). Veskeré vysledky uvedenych rozbora jsou k dis-
pozici u autord.

vSechny zmény ve sloZeni a v zastoupeni jed-
notlivych skupin mikroorganismi (laktokoky,
enterokoky, halotolerantni, fakultativné hetero-
fermentativni laktobacily a klostridia). U syra
byly provedeny fyzikalné-chemické rozbory:
pH, °SH, suSina, vodni aktivita (a), obsah soli
a nizSich mastnych kyselin. Pokusné vyroby
byly provedeny s indikdtorovym kmenem ST
izolovanym ze zdufelého syra a identifikovanym
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jako Clostridium tyrobutyricum (Chramostova
a kol., 2014). V jedné sérii byla vzdy prvni kon-

Obr. 1 Viiv pfidavku Nisaplinu na rist smetanové kultury FD

trolni vyroba pouze se smetanovou kulturou,
druhd vyroba s pfidavkem testovaného bakterio-
cin-produkéniho kmene ¢i jejich kombinaci, teti
vyroba s pridavkem indikdtorového kmene
spoleéné s bakteriocin-produkénim kmenem ¢i
jejich smési a Ctvrtd vyroba pouze s pridavkem
indikatorového kmene klostridii. Vybér testo-
vanych kmentl, pfipadné pouZiti preparatu
Nisaplinu, do jednotlivych sérii je uveden
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v tab. 1. V této préci jsou zarazeny vysledky az
od série ¢. 7. V predchozich sériich byl jako

Obr. 2 Viiv Nisaplinu na smetanovou kulturu S62

indikatorovy kmen pouzit jiny izolat, ktery vSak
velmi malo sporuloval, v syrech rostl pomalu
a dosahoval jen nizSich pocétd. Kmen
Enterococcus faecium CCDM 945 byl do
testovani zarazen, protoze néktefi autori (Galvez
a kol., 2007) uvadéji synergicky tcinek nisinu
a enterocinu a tento kmen vykazoval proti
klostridiim ucinek v laboratornich testech
v "cheese-slurry"- syrové hmoté (data dosud
nepublikovana).
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Obr. 3 Viiv Nisaplinu na smetanovou kulturu S31

0,3 ml/l chloridu vapenatého, zaockovéano tekutou
mezofilni smetanovou kulturou (10,34-10,98 log
CFU/ml) a vybranymi kmeny a v jednom pfipadé
(série ¢. 11) i s pridavkem 0,02 g/l nisinového
preparatu. Pri teploté¢ 32-33 °C bylo mléko
zasyfeno tekutym chymozinovym syfidlem o sile
1:15 000. Doba od piidavku CMK do odtaZeni
syrovatky byla 120 minut. Po odtaZeni 1/3
syrovatky byl pfidan stejny objem praci vody
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dobu 40 minut. Pak byla smés zrna se syrovat-

Obr. 4 Vliv Nisaplinu na smetanovou kulturu RSF 323
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Vysledky a diskuse

1. Sledovdni vlivu nisinového pripravku na
prokysdvdni mléka na pristroji RABIT

A. Testovani smetanovych kultur s pridavkem
nisinu

Zména vodivosti méfend piimou metodou
zachycuje pomérné presné zménu obsahu orga-
nickych kyselin v mléce. Na obrazcich 1-7
jsou uvedeny kysaci kfivky z priméru dvou
soubéznych méfeni prokysavani mléka s riznymi
smetanovymi kulturami bez pfidavku a s pfi-
davkem nisinu ve formé pripravku NISAPLIN ve
trech koncentracich 0,02; 0,1 a 0,2 g/l mléka.
Doporucené davkovani pro pouZity nisinovy
preparat je vyrobcem uvadéno v rozmezi 0,025 -
0,5 g/l(kg) potraviny. Presto jsme zvolili nizsi
polovinu tohoto intervalu, pficemZ jsme vy-
chazeli ze zkuSenosti z predchazejicich praci
a vysledkt jinych autord, ktefi popisuji inhibici
kysani nisinem (Dall Bello a kol., 2013, Davidson
a kol., 2005). Rezistence zdkysovych kultur vici
bakteriocinim je v literatufe uvadéna jako
klicovy faktor pro moznost vyuziti bakteriocint
pro ochranu fermentovanych vyrobkt proti
nezadoucim bakteriim (Gélvez a kol., 2007).

Ze zaznamu prubéhu kysacich ktivek (Obr. 1-7)
je zfejmé, Ze jednotlivé smetanové kultury se
v citlivosti na nisin obsaZzeny v aplikovaném
pripravku znacné 1isi. Davka 0,1 a 0,2 g/l mléka
zpomalovala prokysavani ve vSech piipadech,
kysaci kfivky jsou casové posunuté a v pripadé
smetanové kultury FD a YY88 s pfidavkem 0,2 g/l
i jejich strmost mensi oproti kysacim kfivkdm bez
pridavku nisinového prepardtu k testovanym
smetanovym kulturdm. Rovnéz vysSka kfivek,
kterd odpovida celkovému obsahu vytvorenych
organickych kyselin je ve srovnani s kfivkou
zaoCkovaného mléka bez nisinu nizsi. Pfi davce
Nisaplinu 0,02 g/l mléka je zfejmy nejnizsi rozdil
v prubéhu kysacich kfivek u smetanovych kultur
RSF 323 a MO32R, kde ¢asovy rozdil v dosazeni
maxima ktivky byl v fadu minut. VEtSi zpozdéni
prokysavani bylo zaznamendno u smetanovych
kultur DSCC 232, S31 a S62 a nejvétsi u FD
aYY88.

B. Testovani autoimunity laktokokovych

kmeni produkujicich nisin

Za stejnych podminek byly testovany i oba
nisin produkéni kmeny laktokokt. Vysledné
kysaci kiivky jsou uvedeny na obr. 8 - 9. Je ziej-
mé, Ze nisin ve formé Nisaplinu v Zadné z apliko-
vanych koncentraci nebrzdil prokysavani mléka,
krivky vodivosti jsou prakticky totoZné s kontrol-
nimi, kde nisinovy preparit nebyl pfitomen, coz
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Obr. 5 Viiv Nisaplinu na smetanovou kulturu YY88
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Obr. 6 Vliv Nisaplinu na smetanovou kulturu MO32R
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Obr. 7 Vliv Nisaplinu na smetanovou kulturu DCC 232
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Obr. 8 Viiv Nisaplinu na Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 71
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Obr. 9 Vliv Nisaplinu na Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 731
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potvrzuje imunitu bakteriocin produkcénich kment
(McAuliffe a kol., 2001, Klein a kol., 1994).

2. Sledovani vlivu nisinového pripravku a nisin
produkcnich kmenii v pokusnych poloprovoznich
vyrobdch syru
Zatimco v mléce zaockovaném smetanovou kulturou

s pridavkem Nisaplinu zastdva veSkery bakteriocin

v méfeném mléce, situace v syrech je odliSna v tom, Ze pfi

pfidavku Nisaplinu ¢ast bakteriocinu v ném obsaZena pfi

zpracovani zrna odejde do syrovatky a v syru zidstava jen
ur¢ity podil. Pfi zaockovani mléka nisinovou kulturou
soucasné se smetanovym zakysem sice dojde rovnéz ke
ztratdm nisinu naprodukovaného v prvnich fazich kysani,
ale bakterie jak smetanového zakysu tak nisin produkéni
kultury ztstavaji zachyceny v syrovém zrnu, kde pokracu-
je jejich rust a vzajemné interakce. Nisin produkujici lak-
tokoky kromé tvorby nisinu pfispivaji tvorbou kyseliny

mlééné i k prokysani syra a mohou nahradit pfedpokladané
Castecné potlaceni smetanové kultury v této fazi vyroby,
viz vysledky testd uvedené v ¢asti 1-A.

Vysledky poloprovoznich vyrob potvrzuji, Ze pfi
zaockovani smetanovou kulturou DCC232, ktera byla pro
pokusné vyroby zvolena pravé pro jeji ¢astecné omezenou
kysaci schopnost v pfitomnosti Nisaplinu spole¢né s jed-
nim nebo druhym kmenem nisin produkénich laktokoki
i jejich smési nedoslo k omezeni prokysani syrti. Vysledné
hodnoty obsahu kyseliny mlé¢né a pH po vyrobé syri jsou
uvedeny v tab. 2. Syry s pfidavkem nisin produkéniho
kmene prokysaly stejné jako kontrolni syry. Kone¢na kon-
centrace nisinu ve vyrobeném syru byla pfi nejnizsi pouzité
koncentraci pfidavku Nisaplinu 0,02 g/l mléka a pfi
zaoCkovani mléka nisin produkénim kmenem laktokoki ¢i
jejich kombinaci dostateéna k potlaceni klostridii kmene
Clostridium tyrobutyricum 5T - syry oznalené C. série -
3/stafi (dny) (Obr. 10). Je tfeba podotknout, Ze ztraty nisinu
prfidaného ve formé pfipravku
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a vytvoreného burikami laktokoki
v syrovatce nelze porovnat. Vliv
pridavku enterocin produkujiciho
kmene Enterococcus faecium
CCDM 945 se v sérii ¢. 10 nepro-
jevil. Lze proto predpokladat, Ze
potlaceni rustu indikatorového
kmene klostridii v sérii ¢. 8 bylo
zpusobeno pouze vlivem nisin pro-
dukénich kment laktokoki CCDM
731 a CCDM 71 a v sérii €. 11
pouze vlivem piidavku nisinu ve
formé Nisaplinu.
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U sedmi testovanych druht
smetanovych kultur jsme zjistili
rozdilnou reakci na pritomnost ni-
sinu. Pro vyuziti nisinového
pfipravku i1 nisin produkujicich
kment laktokokl ve vyrobé syri je
tedy nutné provéfit nejprve citlivost
pouZzivané smetanové kultury na
pritomnost nisinu.
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DCC 232 lze konstatovat, Ze pro-
dukce nisinu témito kmeny jed-
notlivé i ve smési byla dostate¢na
k potlaceni dufeni nizkodohfti-
vanych syrd, zpusobeného indi-
katorovym kmenem Clostridium
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Obr. 10 Fofografickd dokumentace syr série ¢. 7 aZz &. 11 béhem zrani

tyrobutyricum ST. Zaroven nedoslo
k omezeni prokysavani syrti béhem
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Tab. 2 Porovnani obsahu kys.mlécéné a pH v syrech prvni
den po vyrobé z jednotlivych séril

vzorek kys.mlééna pH
mg/100g
7-11 1340 5,07
7-2/1 1291 5,06
7-3/1 1343 5,05
7-4/1 1328 5,12
8-1/1 1129 5,14
8-2/1 1182 512
8-3/1 1174 512
8-4/1 1246 5,11
9-1/1 1068 5,14
9-2/1 1123 5,09
9-3/1 1097 513
9-4/1 1204 5,11
10-1/1 1141 5,12
10-2/1 1089 514
10-3/1 1143 5,15
10-4/1 1113 5,15
11-11 1047 5,18
11-2/1 1093 5,05
11-3/1 1139 5,10
11-4/1 1028 5,15

oznaceni vzorku: ¢. série-G. vyroby/stari

vyroby. Obdobného vysledku bylo dosazeno pfi aplikaci
nizké davky (0,02 g/l) nisinového pripravku Nisaplin do
mléka pred vyrobou syrt. Pouziti nisin produkénich kment
k potlaceni klostridii u nizkodohfivanych syrd je tedy
mozné za predpokladu vybéru vhodné smetanové kultury.
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Influence of sanitation solutions on yeasts
contaminating dairy plants and on their
biofilms

Abstrakt

Kvasinky patfi mezi vyznamné puvodce kaZeni
mlékarenskych vyrobkl. A pfestoze napf. v mediciné byla
jiZ jejich schopnost tvofit biofilmy, jakoZto zdroje konta-
minace, prostudovédna, v mlékarenstvi tyto poznatky dosud
chybéji. Jak ukazala detekce biofilmi na mikrotitraénich
destickach pomoci krystalové violeti, intenzita tvorby
biofilmu kvasinkami je kmenové specifickd. Schopnost
tvofit biofilm zdstdva zachovana i u kvasinek prezivsich
sanitaci, pficemz sniZeni denzity kvasinek procesem sani-
tace muZe prispét ke zpomaleni tvorby biofilmu. Jestlize
jsou sanitacni roztoky pritomny pouze ve velmi nizké kon-
centraci, mohou tvorbu biofilmu kvasinek jak stimulovat,
tak inhibovat. Na tomto efektu mohla spoluptsobit fada
faktorti. Rozdily mezi sanitacnimi roztoky byly zjistény
i z dalSich thlt pohledu. Nejsilnéjsi antimikrobidlni u¢inek
mély roztoky na bazi alkylpolyglykosidi, nejslabsi roztoky
na bazi kyselin. Pfi odstrafiovani biofilmu kvasinek byly
nejucinnéj$i roztoky na bazi hydroxidd ¢i chlornand,
nejméné ucinné roztoky na bazi kyselin. Tato studie mize
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