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Abstrakt

Nisin je polypeptid vyznamny pro svoji antibakteridlni
aktivitu. U vybraného kmene Lactococcus lactis subsp.
lactis CCDM 731 produkujiciho nisin byl testovan prida-
vek riznych zdroji dusiku a uhliku na produkci nisinu.
Byly odzkouSeny ptidavky peptonu, sojového peptonu
a kyselého kaseinového hydrolyzatu v davce 2 % a laktoza
a maltodextrin v ddvce 5 % a 10 %. Produkce nisinu byla
sledovana agarovou difuzni metodou. Jako indikétor
inhibice ristu byl pouZzit kmen Micrococcus luteus ATCC

10240. Soucasné byly provedeny paralelni pokusy se v§emi
kombinacemi ve sladké a sladké demineralizované
syrovatce. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno u varianty
kysely kaseinovy hydrolyzat 2 % a maltodextrin 10 %.
Vyssi vytéZnost nisinu byla stanovena u sladké deminera-
lizované syrovatky.

Klicova slova: syrovatka, demineralizovana syrovatka,
nisin

Abstract

Nisin is a polypeptide important for its antibacterial
activity. Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731 was
selected as nisin-producing strain. It was tested by the addi-
tion of various sources of carbon and nitrogen for the pro-
duction of nisin. It was selected addition of peptone, soya
peptone and acid hydrolysate of casein at 2 %, and lactose
and maltodextrin at 5 % and 10 %. Production of nisin was
monitored by agar diffusion method. Micrococcus luteus
ATCC 10240 strain was used as an indicator of growth
inhibition. Parallel experiments were performed with all
combinations in sweet whey and sweet demineralized
whey at the same time. The best results were obtained with
the acid hydrolysate of casein 2 % and 10 % maltodextrin.
Higher yield of nisin was determined for sweet deminera-
lized whey.

Keywords: whey, demineralized whey, nisin

Uvod

Syrovatka vznika jako vedlejs$i produkt pii vyrobé syrd,
tvarohu a kaseinu. Je snaha co nejvice syrovatku vyuZivat,
a tim zajistit lepsi ekonomickou bilanci vyroby. K prodlou-
Zeni trvanlivosti syrovatky se pouZziva suSeni, které snizi
naklady na prepravu. Moznosti vyroby i vyuziti do krmiv
a do potravin negativné ovliviiuje pomérné vysoky obsah
soli v syrovatce, proto se pouziva demineralizace pouZzitim
gelové filtrace, ionext, elektrodialyzy nebo nanofiltrace.
Mira odstranéni soli zavisi na dalsi aplikaci produktu (pro
zkrmovani sta¢i 60% odsoleni, pro lidskou vyZivu se
pouZziva vyssi stupenl odsoleni). Demineralizovana syrovat-
ka se bud zahustuje, pfip. susi, nebo se z ni separuji vyz-
namné slozky (Sukova, 2006). Syrovitka se pridava do
mnoha potravinarskych vyrobkl (ndpoji, syrd, mlécnych
vyrobkl a mrazenych krémd, do chleba a peciva, do ceredl-
nich snackd, do masnych vyrobkt, vyrabéji se z ni analogy
masa, fortifikuji se s ni potraviny a dopliky stravy
a vyrabéji se z ni folie na bazi syrovatky). V posledni dobé
se zvySuje i vyuziti syrovatky jako rustového média
mikroorganismi za ucelem produkce primysloveé vyuzitel-
nych latek. Drbohlav a kol. (2009) sledoval schopnost tvor-
by kyseliny mlé¢né u vybranych kment laktobacili ve
sladké syrovatce za ucelem dalSiho studia zpracovani
syrovatky na biologicky odbouratelné polymery pro
obalové materialy. Kavkovd a kol. (2017) sledovala
antifugalni vliv pfipravku s obsahem propiondtu na bazi
fermentované syrovatky na trvanlivost toustovych chlebd.
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Syrovétku lze vyuzit i pro aplikace spojené s vyrobou
antimikrobidlnich latek, které je mozné pouzit k inhibici
nékterych nezadoucich mikroorganismt. Pfikladem vyz-
namné latky s antimikrobidlnimi uéinky je polypeptid
nisin. Je zcela bezpecny (FDA, 2001) a je povolen jako
konzervacni latka v nékterych potravinarskych vyrobcich
tak, jak upravuje Natizeni komise ¢. 1129/2011.

Nisin ma velmi dobré Gcinky proti fad€ patogennich bak-
terii. Nisin je produkovan nékterymi kmeny Lactococcus
lactis subsp. lactis, které maji pfitomen operon pro pro-
dukci nisinu. Produkci nisinu vSak vyznamné ovliviiuji
i podminky kultivace. Jednd se predev§im o optimalni
teplotu, pH, délku kultivace, sloZeni ristového média, fazi
rastu, koncentraci testované a indikatorové kultury apod.
(Guerra a kol., 2001; Papagianni a kol., 2007). Tyto jsou
dlouhodobé diskutovany, testovany a upravovany.
Nisinprodukéni kmeny Lactococcus lactis subs. lactis sle-
dovala Stoyanova a kol. (2006). VSechny sledované kmeny
inhibovaly kmeny Bacillus cereus, Bacillus mycoides,
Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Micrococcus flavus,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus. Nékteré nisin-
produkéni kmeny inhibovaly i nékteré gramnegativni
bakterie: Alcalinigens faecalis, Proteus vulgaris, Pseudo-
monas aeruginosa a Pseudomonas fluorescens. Vlivem
nutri¢nich faktorti na produkci nisinu kmene Lactococcus
lactis subsp. lactis CECT 539 v syrovatkovém médiu se
zabyval Guerra a kol. (2001). Zkoumanim vztahu mezi
koncentraci glukézy a produkci nisinu se zabyval
Papagianni a kol. (2007). DalS$i moZnosti vyuZiti nisinu
shrnuje Arauz a kol. (2009).

Cilem prace bylo porovnat vliv pfidavku vybranych
nutrientll na produkci nisinu v médiu ze sladké syrovatky
a ze sladké demineralizované syrovatky. Pro optimalizaci
separace nisinu ze syrovatkového média byla vybrina
a testovana i sladka demineralizovana syrovatka s vysokym
stupném demineralizace. Byla vybrana syrovatka obsahu-
jici pouze 10 % minerdlnich latek bézné obsazenych
v syrovatce, protoze vysoky obsah mineralnich latek byva
pri¢inou horsi zpracovatelnosti tohoto substratu pro dalsi
aplikace naprt. hydrogelové

Material a metody
PouZity materidl

Tab. | Seznam pouZzitych kmend
Poznamka

Shirkové cislo

CCDM 731 Lactococcus lactis vybrany kmen s produkci
subsp. lactis nisinu
ATCC 10240 Micrococcus luteus referencni grampozitivni kmen

Syrovétka sladké suSena (Moravia Lacto a.s.) obnovena na
susinu 7,5 %.

SusSena syrovatka sladka demineralizovand D 90 %
(Moravia Lacto a.s.) obnovena na suSinu 7,5 %.

Lakt6za (Urseta, s.r.0.)

Maltodextrin - Glucidex19 D (Roquette)

Pepton (Dr. Kulich Pharma, s.r.o0.)

Sojovy pepton (HiMedia Laboratories)

Kysely kaseinovy hydrolyzat (HiMedia Laboratories)
Tween 80 (Carl Roth GmbH + Co KG)

Nisin from Lactococcus lactis (Sigma-Aldrich)

Priprava substrdtu

Substraty byly pripraveny ze sladké syrovatky a ze slad-
ké demineralizované syrovatky. K fortifikaci byly pouzity
nutrienty: pepton, sojovy pepton a kysely kaseinovy
hydrolyzat o koncentraci 2 % a lakt6za a maltodextrin
o koncentraci 5 % a 10 %. Susena sladka a susena sladka
demineralizovana syrovétka byla obnovena na koncentraci
7,5 %. Vzorky obou druhti syrovatek byly doplnény
0 0,1 % Tweenu 80.

Tab. 2 Varianty pokusu

Pridavky nutrientii do syrovatkovych zakladii Oznaceni

Pepton 2 % + laktdza 5 % PL5
Pepton 2 % + laktdza 10 % PL10
Pepton 2 % + maltodextrin 5 % PM5
Pepton 2 % + maltodextrin 10 % PM10
Sojovy pepton 2 % + laktéza 5 % SPL5
Sojovy pepton 2 % + laktdza 10 % SPL10
Sojovy pepton 2 % + maltodextrin 5 % SPM5
Sojovy pepton 2 % + maltodextrin 10 % SPM10
Kysely kaseinovy hydrolyzat 2 % + laktdza 5 % KL5
Kysely kaseinovy hydrolyzat 2 % + laktdza 10 % KL10
Kysely kaseinovy hydrolyzat 2 % + maltodextrin 5 % KM5
Kysely kaseinovy hydrolyzét 2 % + maltodextrin 10 % KM10

Kultivacni podminky

Pfipravené substraty byly zaockovany kmenem Lacto-
coccus lactis subsp. lactis CCDM 731 (ockovaci davka
1 %, kultivace pri 30 °C/18 hod).

Testovdni z hlediska produkce nisinu

Po ukonceni fermentace byl stanoven obsah nisinu opti-
malizovanou diftizni metodou (Chumchalova a kol., 1995;
Kunova a kol., 2014; Binder a kol., 2015). Metoda vyuZiva
inhibi¢niho vlivu nisinu na indikdtorovy kmen Microco-
ccus luteus ATCC 10240. Indikatorovy kmen byl odebrian
sterilni klickou do fyziologického roztoku. Rozmichana
suspenze byla promichdna s rozehratym BHI agarem
a nalita na Petriho misky. Na pokus byly pouzity misky
o priméru 17,5 cm viz obr. 1. Po zatuhnuti byly v agaru
vytvofeny otvory sterilnim korkovrtem. Do hotovych
otvorti byly pipetovany pfipravené substraty - roztoky
syrovatky se suplementy inkubované s Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 731, standardy a kontrolni vzorek.
Jako kontrola byla pouZzita sterilni sladka demineralizovana
syrovatka s Tweenem 80 bez pfidavku cukri a bilkovin
a sterilni sladka syrovatka s Tweenem 80. Misky byly kul-
tivovany 16 - 18 hodin pfi 30 °C. Druhy den byly odecteny
priméry inhibi¢nich z6n, které byly prepocteny podle kali-
bracni kiivky na IU nisinu/ml.
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Obr. 1 Inhibic¢ni zdny - demineralizovana syrovatka -

2. opakovani (Vzorek ¢. 1 - standard 7. 10°,
C. 2 - standard 1. 10% C. 3 - standard 5 . 10°,
C. 4 - standard 5. 10° ¢. 5 - standard 3. 10°,
C. 6-standard 1. 10° ¢. 7 - PL5, ¢. 8 - PL10,
¢.9-PM5, ¢. 10 - PM10, ¢. 11 - SPL5,

¢. 12 - SPL10, ¢. 13 - SPM5, ¢. 14 - SPM10,
C. 15-KL5, ¢. 16 - KL10, ¢. 17 - KM5,

C. 18 - KM10, ¢. 19 - kontrola)

Vysledky a diskuse

Pfi vybéru nisin-produkéniho kmene Lactococcus lactis
subsp. lactis CCDM 731 byly pouzity 4 kmeny, které mély
pritomny nisinovy operon. Ze souboru testovanych kment
laktokokt vykazovaly inhibi¢ni G¢inek pouze dva kmeny,
a to Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 731
a Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 71. Jako nega-
tivni kontrola pouZit kmen Lactococcus lactis subsp. lactis
S32, ktery nema pfitomny nisinovy operon, u kterého
inhibi¢ni z6ny pozorovany nebyly (Kunova a kol., 2014).
Z indikatorovych kmenti byl vybran kmen Micrococcus
luteus ATCC 10240, u kterého byla potvrzena vyssi
citlivost vuci nisinu (Kunova a kol., 2014).

Z dfive odzkouSené fady suplementd sacharidd,
dusikatych latek i jejich kombinaci byla nejvyssi produkce
nisinu ze sacharidii u laktézy a maltodextrinu a z bilkovin-
nych latek u peptonu, sojového peptonu a kyselého
kaseinového hydrolyzatu. Byl testovan vliv nejlepSich kom-
binaci pridavki ve sladké syrovatce a provedeno srovnani
vSech vybranych kombinaci ve sladké demineralizované
syrovatce. Na zdkladé dfivéjSich pozitivnich vysledkl
(Binder a kol., 2015) byly vzorky obou druhii syrovatek
doplnény o 0,1 % Tweenu 80. Pro sledovéni tvorby nisinu
byla pouzita agarova difuzni metoda (Chumchalova a kol.,
1995; Kunova a kol., 2014; Binder a kol., 2015)

Pro stanoveni mnoZstvi nisinu byly vytvoreny kalibra¢ni
kfivky nisinu. Pomoci nisinového preparatu Nisin from
Lactococcus lactis (Sigma-Aldrich, s.r.o., CR) o deklaro-
vané sile preparatu 1 000 000 IU/g byla pripravena kon-
centracni fada. Pfipraveny byly roztoky o sile 1.10%, 5.107,
1.10°, 3.10°, 5.10°, 7.10°, 8.10% 1.10* IU nisinu/ml
rozpusSténim prepardtu ve sterilni vodé. Z grafu kalibracni
kiivky viz obr. 2 byla odvozena rovnice k prepoctu veli-
kosti naméfenych inhibi¢nich z6n na IU nisinu/ml.

y=0,1579x-1,3058
R?=0,9899

log {1U nisinu/ml)
w

20 22 24 26 28 30 32 34
zéna (mm}

Obr. 2 Graf kalibracni kivky - demineralizovand syrovatka -
prvni opakovani

Zhodnoceni vysledkui testovdni ristovych médii na
bdzi sladké demineralizované syrovdtky s pridavkem
sacharidu a dusikatych ldtek
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Obr. 3 Viiv ristovych médii na bazi sladké demineralizované
syrovatky s pfidavky sacharidi a dusikatych latek na
produkci nisinu

Pfi stanoveni vlivu fortifikace ve sladké demineralizo-
vané syrovatce obohacené kombinaci sacharidi a dusi-
katych latek viz obr. 3 byl nejvyS$i obsah nisinu
(1676 TU/ml) u variant kysely kaseinovy hydrolyzat 2 %
a maltodextrin 5 % a kysely kaseinovy hydrolyzat 2 %
a maltodextrin 10 %. Nejnizsi obsah nisinu (990 IU/ml) byl
naméfen u vzorkl obsahujici pepton 2 % a laktézu 10 %.
U vSech variant pfidavkd sacharid a dusikatych latek ve
sladké demineralizované syrovatce byl stanoven vyssi
obsah nisinu nez u kontroly (759 IU/ml) obsahujici pouze
demineralizovanou syrovétku a Tween 80.

Zhodnoceni vysledku testovdni ristovych médii
na bdzi sladké syrovdtky s pridavkem sacharidu
a dusikatych ldtek
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Obr. 4 Viiv ristovych médii na bazi sladké syrovétky s pfidav-
ky sacharid(i a dusikatych Idtek na produkci nisinu

P1i stanoveni vlivu fortifikace kombinaci sacharidi a du-
sikatych latek byl ve sladké syrovatce viz obr. 4 nejvyssi
obsah nisinu 1336 IU/ml u varianty kysely kaseinovy
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hydrolyzat 2 % a maltodextrin 10 % NejniZsi obsah nisinu
u suplementovanych vzorkt (940 IU/ml) byl naméfen u vzor-
ku obsahujici sojovy pepton 2 % a laktéza 5 %. Také
u vSech variant pridavka sacharidi a dusikatych latek
ve sladké syrovétce byl stanoven vysSi obsah nisinu neZ
u kontroly (818 ITU/ml) obsahujici pouze sladkou syrovatku
a Tween 80.

Porovndni vysledkui testovdni riistovych médii

ve sladké demineralizované syrovdtce s pridavkem
sacharidu a dusikatych ldtek a ve sladké syrovdtce
s pridavkem sacharidi a dusikatych ldtek
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100 L
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Obr. 5 Porovnani rozdilii mezi sladkou demineralizovanou
syrovatkou a sladkou syrovatkou s pfidavky
sacharid(i a dusikatych Idtek na produkci nisinu

Pfi porovnani sladké demineralizované syrovatky a slad-
ké syrovatky viz obr. 5 bylo dosazeno lepsich vysledkt ve
sladké demineralizované syrovatce v priméru o 194 IU ni-
sinu/ml. U vzorku obsahujici pepton 2 % a laktézu 10 %
byly stanoveny vyssi hodnoty ve sladké syrovatce. U vSech
ostatnich vzorkl bylo dosazeno lepSich vysledkl ve sladké
demineralizované syrovatce.

Zaver

V této praci byly rozSifeny dfive ziskané vysledky
o zjisténi vlivu pfidavku vybranych nutrientt na produkci
nisinu v médiu na bazi sladké demineralizované syrovatky.

Pri sledovéni vlivu pfidavki sacharidt a dusikatych latek
byly ovéteny diive ziskané vysledky a u obou variant ras-
tového média byl stanoven nejvyssi obsah nisinu u varianty
kysely kaseinovy hydrolyzat 2 % a maltodextrin 10 %.
VysS§i obsah nisinu v priméru o 194 IU nisinu/ml byl
stanoven ve sladké demineralizované syrovatce.

Ziskané poznatky jsou vyuzivany pfi kontinudlni fer-
mentaci v laboratornim fermentoru s naslednou separaci
nisinu vhodnymi izola¢nimi technikami.
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VYUZITi METODY LAMP PRO
RYCHLOU DETEKCI PATOGENNICH
MIKROORGANISMU V POTRAVI-
NARSKE A KLINICKE PRAXI

Eva Svirdkovd, Jakub Kyznar, Katefina Loupancova
Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze

The use of LAMP method for fast detection
of pathogenic microorganisms in food and
clinical practices

Abstrakt

Tato teoreticka prace se zabyva problematikou charakte-
rizace, vysvétleni zdkladniho principu a praktického
vyuziti nové vyvinuté molekularné-biologické metody,
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