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I. Wstep

Nizyna, antybiotyk wyizolowany w 1944 r. przez Mattick’a i Hirsch’a
(25) z podloza sfermentowanego przez szczepy Str. lactis z grupy serolo-
gicznej N, nalezy do antybiotykéw polipeptydowych (2). Badania Frazer’a
i innych (8) wykazaly, ze jest ona bardzo malo toksyczna dla organizmow
wyzszych. Nizyna dziala bakteriobdjczo lub bakteriostatycznie na drobno-
ustroje gramododatnie. Badania uzyteczno$ci tego antybiotyku dotyczytly
pierwotnie zastosowania w leczeniu gruzlicy. Uzyskane ,,in vitro” po-
zytywne wyniki nie zostaly potwierdzone w doswiadczeniach na zwierze-
tach (13) i nizyna nie znalazla zastosowania w lecznictwie.

W latach pieédziesigtych pojawily sie pierwsze publikacje dotyczace
mozliwosci wykorzystania nizyny w celu przeciwdzialania wadliwym
fermentacjom powodowanym przez przetrwalnikujgce beztlenowce. Od
tego czasu obserwuje sie nawrot zainteresowania tym antybiotykiem.
Problematyka badan przedstawiona w duzym skrécie ze wzgledu na
szczuplo$é¢ rozmiaréw niniejszego artykulu jest nastepujgca:

Badania O’Briena (27), Gillespy (11), Campbella i Sniffa (4), Nekoto-
novej (26) i innych wykazaly, Ze nizyna obniza odporno$¢ przetrwalni-
kujacych beztlenowcéw na dzialanie temperatury, co umozliwilo wy-
korzystanie tego antybiotyku w przemysle spozywczym przy produkcji
konsersy warzywniczych i produktéw p6imigsnych. Dolng graniczng tem-
peraturg w czasie termicznej obrébki produktow spozywczych z nizyng
pozostaje jednak nadal temperatura, w ktérej ginie Cl. botulinum.

Nizyna jest takze wykorzystywana na skale przemyslows przy pro-
dukcji seréw topionych. Badania Mec Clintock (6) Corner i Simkoviko-
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wej (7) wykazaly, ze nizyna przeciwdziala wystepowaniu fermentacji
mastowej w tych serach.

Wiekszo$¢ publikacji naukowych dotyczacych nizyny zajmuje sie jej
wykorzystaniem do zwalczania wad powodowanych przez bakterie kwasu
maslowego przy wyrobie serow typu edamskiego i ementalskiego. W okre-
sie skarmiania kiszonek, a wigc od pbéznej jesieni do wiosny mleko od
krow karmionych kiszonkami jest na ogél zanieczyszczone przetrwalni-
kujgcymi beztlenowcami. W serach produkowanych z takiego mleka moze
wystapi¢ fermentacja mastowa, ktéra czyni je nieprzydatnymi do kon-
sumpcji. Badania Hirscha i innych (14), Pette i Kooy (28), Stiibera i Bin-
dera (34), Rosella i Matallany (32), Pulaya (2) wykazaly, ze istnieje mozli-
wos¢ zahamowania fernientacji mastowej w serach typu edamskiego
1 ementalskiego przez zastosowanie jako zakwasu tylko szczepdw nizyno-
tworczych, lub tez w polgczeniu z normalnymi zakwasami serowarskimi.
Jednak Pulay (29), Ritter (31) i inni stwierdzili, ze jednoczesnie wystepuje
szereg ujemnych zjawisk w przebiegu dojrzewania seréw, zwigzanych
glownie z wplywem antybiotyku na bakterie wprowadzane do mleka
serowarskiego jako zakwasy, ktore bedgc gramododatnimi sg takze wra-
zliwe na dzialanie nizyny. Galesloot (10), Ritter (31), Winkler i Frohlich
(36) i inni, badali wplyw nizyny na bakterie fermentacji mlekowej.
Niektorzy z tych autoréw (3, 10, 31) po stwierdzeniu znacznej wrazliwosci
niektérych gatunkéw bakterii fermentacji mlekowej na dzialanie nizyny,
doszli do wniosku, ze antybiotyk ten nie bedzie moégt by¢ wykorzystany
w celu zwalczania fermentacji mastowej w serach twardych dojrze-
wajacych.

W dziedzinie odmiennej, cho¢ $cisle zwigzanej z mleczarstwem, miano-
wicie przy produkcji kiszonek podjete byly przez Zeilingera i Bindera
(38) proby ograniczenia rozwoju fermentacji mastowej drogg dodawania
do zielonki hodowli wytwarzajgcych nizyne.

Opracowane tez zostaly metody oznaczania nizyny. Szereg metod
klasycznych oraz szybszych, wskaznikowych, zostalo zaadaptowanych do
tego celu (9, 35). Nizyne mozna oddzieli¢ od innych antybiotykéw droga
chromatografii bibulowej (39).

Niektére badania zajmujg si¢ mechanizmem dzialania nizyny. Badania
Ramseiera (30) wykazatly, ze nizyna dziala na komoérke bakteryjng w spo-
s6b podobny do innych antybiotykéw polipeptydowych i zwigzkéw po-
wierzchniowo-czynnych. Inni autorzy badali takze wplyw nizyny na
kielkowanie przetrwalnikéw (15), a takze wlasciwosci nizynazy, enzymu
niszczacego nizyne (1, 5).
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II. Prace wlasne

Podstawowym kierunkiem badan prowadzonych w Instytucie Prze-
mystu Mleczarskiego jest stosowanie nizyny do przeciwdzialania fer-
mentacji masiowej w serach typu edamskiego i ementalskiego (16).

Prace nasze zapoczatkowane zostaly w 1954 r. wyizolowaniem szcze-
péw paciorkowcéw wytwarzajgcych nizyne, okresleniem ich grupy sero-
logicznej, ich cech biochemicznych oraz ilosci wytwarzanego antybiotyku.
BadaliSmy nastepnie wplyw nizyny na szczepy skladniki zakwaséw,
a takze na cale zakwasy stosowane w kraju przy wyrobie seréw. Stwier-
dziliSmy m. in., ze wrazliwo$¢ zakwasow stosowanych do wyrobu seréw
moze by¢ rézna (tab. 1). SprawdzaliSmy takze ,,in vitro” wplyw anty-
biotyku wytwarzanego przez nasze paciorkowce nizynotwoércze na bak-
terie kwasu mastowego izolowane z seré6w wzdetych, po czym przystgpi-
lismy do préb wyrobu sera na skale pdéltechniczng.

Tabela 1
Wrazliwo$¢ niektoérych szczepéw bakterii fermentacji mlekowe]
oraz niektérych zakwas6w na dzialanie antybiotyku wytwarzanego przez szczep 91
(@ stref zahamowania rozwoju szczep6w w mm)

Szczep badany
Rozc. sferm. 3
: B 2 T
serwatki S = & - - = -
z hod. 2 = < - g S 3 g @ 5 "
y -~ 1) by = = S =3 = S ~ =
Str. lactis 91 s < S 8 S 3 E g B 2
S .= - 9 . B ¢ > % o - S o o ]
= Rl = 8 E = 3 > 5 N 5 3 < g g S
= v S RS @ 8§ ERS ~ I n S N o N g
Nie roze. 27,5 22,5 22,0 19,5 19,0 17,0 16,0 16,0 23,5 14,0
1:2 26,5 20,0 20,5 18,0 18,0 16,0 15,5 15,5 21,5 13,5

Pierwsze proby stosowania zakwasu mieszanege, zlozonego w 1/3 ze
szczepow wytwarzajgcych nizyne a w 2/s z zakwasu maslarskiego, przy
produkcji ser6w edamskich z mleka zakazonego bakteriami kwasu ma-
stowego, potwierdzilty niedwuznacznie dzialanie nizyny jako czynnika
hamujgcego rozwoj fermentacji mastowej w serach. Jednoczesnie mozna
byto stwierdzi¢, ze ujemny wplyw nizyny na zakwasy normalne ! wyrazil
sig¢ w réznych wartosciach pH seré6w 24-godzinnych; sery z nizyng miaty
z reguly pH wyzsze niz réwnolegle produkowane sery bez antybiotyku
(rys. 1).

Poniewaz normalny szybki przebieg fermentacji laktozy w $wiezo
wyrobionym serze jest niezbgdnym warunkiem prawidlowego przebiegu

! Pod pojeciem zakwasu normalnego rozumie sie zakwas wrazliwy, nie uopor-
niony na dzialanie nizyny. _

a»
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dalszych etapdéw jego dojrzewania, wydalo nam sie, ze zastosowanie
zakwas6w opornych na dzialanie nizyny moglo spowodowa¢ normalny
przebieg fermentacji laktozy w serach w obecnosci nizyny, a tym samym
usung¢ wtoérne wady wynikajgce z dzialania antybiotyku na zakwasy.

Szczepy bakterii fermentacji mlekowej, oporne na ilosci nizyny, jakie
mogg sie nagromadzi¢ w serze, a nie wytwarzajgce nizynazy, nie wy-

pH
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Rys. 1. Wplyw dodatku szczepu nizynotw. 91
do mleka na pH 24-godzinnych serow

stepuja w naturze. Podjelismy wiec préby indukowania opornosci na
nizyne kilku szczepom bakterii fermentacji mlekowej. Rezultaty tych
prob, opublikowane w 1959 r. (18) wykazaly, ze jest mozliwy wazrost
cpocrno$ci na nizyne szczepdéw z gatunkoéw Str. lactis, Str. cremoris,
Lbc. casei i innych, przy jednoczesnym nieznacznym tylko ostabieniu
szybkosci fermentacji laktozy. Dla wymienionych gatunkéw osiggnieto
cporno$¢ na 300—320 j/ml, drogg przeszczepiania w podlozach o wzrasta-
jacym stezeniu antybiotyku (tab. 2).

Jedynie szczepy z gatunkéw Str. thermophilus i Lbc. helveticus nie
daly sie doprowadzi¢ do tak wysokiej nizynoopornosci. Poniewaz te
ostatnie gatunki bakterii sg niezbednymi skladnikami zakwasoéw, uzy-
wanych przy wyrobie ser6w typu ementalskiego, wykorzystanie nizyny
przy wyrobie tych seré6w wymaga dalszych badan, ktére sg obecnie
prowadzone w Instytucie Przemystu Mleczarskiego.

MogliSmy natomiast od razu przygotowaé zakwas nizynooporny do
wyrobu seréw typu holenderskiego. Z zakwasem nizynoopornym prze-



(5] Zastosowanie w mleczarstwie antybiotyku typu nizyny

Tabela 2
Niektére wilasciwo$ci normalnych
1 uopornionych na nizyne szczep6éw bakterii fermentacji mlekowej

Wrazliwo$¢ na dziala- p lez
Kwasowos$é ‘ nie nizyny **% rzyna'ez-
Opornosé ; . nos¢
—— mleka Niszczenie “Sn apy
Nazwa szczepu o ki 1 w® SH nizyny ** % "
2 {fm po 20 godz.| w j/ml na 550 na stez. serolog.
wayny w 22° C i/ml  |tolerowane wEe
! Lancestield
Str. lactis 2a, O* 330 36 150 13,0 *¥** 13,0 wfet HERER
v Str. lactis 2aj N * 37 180 23,0 22,0 +
Str. lactis 3a; O 410 37 150 15,0 14,5 -t
Str. lactis 3a, N 40 180 22,0 21,0 =+
Le. dextranicus,, O 330 38 180 16,5 15,0 ==t
Lec. dextranicus,, N 43 180 25,0 220
Str. ecremoris 32 0] 320 36 180 17,0 130 ++
Str. cremoris 32 N 38 150 21,0 190 ++
Lbc. caseiy (@] 320 33 150 11 11
Lbc. caseis N 33 150 14,0 15,0
* ,,0” — szczepy o opornosci indukowanej; ,,N” — szczepy normalne.

** Ilo&¢ antybiotyku pozostata w podiozu z dodanych 180 j/ml.

*¥* @ stref zahamowania w mm, wywolana przez 550 j/ml oraz takie stezenia
nizyny, na jakie szczepy zostaly uopornione (() kola wycietego w agarze = 11 mm).

Wk WartoSci ¢ stref zahamowania rozwoju szczepéw opornych podane sg inter-
pretacji maksymalnej; odpowiadaly one raczej okresleniu: wyraZzne $lady.

*aekx 44 szybka i obfita percypitacja; + percypitacja wolniejsza i bardziej skapa.

prowadzone zostaly doswiadczenia na skale poéltechniczng, ktérych celem
byto opracowanie metod stosowania tych zakwaséw w praktyce prze-
myslowej oraz zbadanie biochemicznych przemian skladnikéw sera, ktore
zdajg sie odgrywaé¢ podstawowg role w pierwszym okresie fermentacji
oraz w ksztaltowaniu smaku i zapachu sera.

W tym celu przeprowadzono 12 doswiadczen dotyczgcych wyrobu sera
typu edamskiego z mleka w réznym stopniu zanieczyszczonego bakte-
riami kwasu maslowego. Sery z doswiadczen 1—7 produkowane byty
z mleka nieznacznie zakazonego bakteriami kwasu maslowego. Mleko
uzyte do doswiadczen 8—12 bylo b. silnie zakazone tymi bakteriami.
Stosowano 3 rodzaje zakwasow:

— zakwas nizynooporny - szczepy nizynotworcze (zakwas i sery
oznaczono symbolem ON),

— zakwas normalny - szczepy nizynotwoércze (zakwas i sery ozna-
czono symbolem KN),

— zakwas normalny (zakwes i sery oznaczono symbolem K).
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Wyniki omawianych badan ujete zostaly w 3 dalszych publikacjach.
W pierwszej z nich (22) podano charakterystyke i sposéb prowadzenia
zakwasOw nizynoopornych, wskazniki technologiczne produkeji seréow
przy zastosowaniu tych zakwaséw, wyniki analiz chemicznych i mikro-
biologicznych przeprowadzonych w czasie wyrobu i w gotowym pro-
dukcie oraz wyniki oceny organoleptycznej dojrzalych seréow. Wyniki

oceny organoleptycznej serow

Tabela 3 przedstawiono w tab. 3. Roézny

Klasyfikacja seréw stopien zakazenia bakteriami kwa-
produkowanych na zakwasach su maslowego mleka uzytego do

ON, KN, K doswiadczen, spowodowal wyraz-

Rodzaj zalewasu ny podzial na dwie grupy jakosci.

doéwifgczema ON KN K Cechy organoleptyczne serow
klasa idasa klasa ON i K z doswiadczen nr 1—7

w ktéorych nie wystgpity objawy

1 I 1T I fermentacji mastowe]j, zostaly za-
2 I II I kwalifikowane do klasy I, zaé
i i g i sery KN wykazywaly wiele wad
5 I 1 I w smaku i wygladzie spowodo-
6 T II I wanych wplywem nizyny na za-
7 II 11 I kwas normalny (kwas$nos¢, brak
8 11 II I1I oczkowatosci) i zostaty zakwalifi-
1?) E g %g kowane do klasy II. W doswiad-
1 1 11 101 czeniach nr 8—12 (mleko b. silnie

12 I II II zakazone bakteriami kwasu ma-

slowego wszystkie sery K byly

wzdete (klasa III), wszystkie sery KN wykazywaly podobne cechy jak

w doswiadczeniach 1—7 (klasa II), sery ON zostaly zakwalifikowane do
klasy I i II.

Nastepnym tematem (19) bylo poréwnanie szybkosci fermentacji lak-
tozy w serach produkowanych na trzech badanych zakwasach. Szybkosé
fermentacji cukréow okreslono metoda chromatografii bibutowej, wy-
konujgc oznaczenia iloSciowe zawartosci laktozy, glikozy i galaktozy
w ekstraktach z prébek sera pobranych po 1, 2, 8, 20, 44, 70 godzinach
od rozpoczecia wyrobu seréw. Stwierdzono, ze mozna przyspieszyé fer-
mentacje laktozy w serach zawierajgcych nizyne przez zastosowanie za-
kwas6w uoopornionych na dzialanie tego antybiotyku, z korzyscig dla
wlasciwosci organoleptycznych seréw (rys. 2).

Badania réznic w zawartosci lotnych kwaséw ttuszczowych i wolnych
aminokwaséw, takze wykonane ilosciowg metodg chromatografii bibu-
lowej, wserach produkowanych na trzech badanych zakwasach (12) wy-
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kazaly szereg interesujacych zaleznosci, nie udalo si¢ nam jednak stwier-
dzi¢ tak bezposredniego zwigzku miedzy rodzajem zakwasu a prze-
mianami badanych sktadnikéw sera, jak w przypadku cukrow.
ZajeliSmy sie takze stosowaniem nizyny przy wyrobie sera topionego
(17). Poréwnali$my skutecznos¢ dzialania preparatu nizynowego po-
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Rys. 2. Przebieg fermentacji laktozy w serach
z do$wiadczenia nr 6

chodzenia angielskiego o mocy 10000 j/g, i preparatu przygotowanego
przez nas ze szczepami krajowymi. Wyniki ilustruje tabela 4. Dos$wiad-
czenia te wykazaly, ze badane preparaty, zarowno angielski jak i polski,
moga znacznie opdzni¢é wystepowanie objawow fermentacji mastowe]
w serach topionych.

Bedgce w naszym posiadaniu nizynooporne homologi wrazliwych szcze-
poéw paciorkowcoéw stanowig wartosciowy material do badan poréwnaw-
czych. Pierwsze nasze badania z tego zakresu mialy na celu okreslenie
wrazliwosci szczepéw paciorkowcéw normalnych i nizynoopornych na
dzialanie antybiotykéw stosowanych jako leki (21). Badaniom poddano
4 szczepy paciorkowcéw. Badano dziatanie nastgpujacych antybiotykow:
penicyliny, streptomycyny, aureomycyny, erytromycyny, tetracykliny,
terramycyny. Wrazliwos$¢ okreslano metodami: r\ozcier’xczeniowq i kragzko-
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wg. Wyniki uzyskane tg ostatnig metodg, poddane analizie wariancyjnej,
wykazaly statystycznie istotny wzrost wrazliwosci nizynoopornych
homologéw 3 badanych szczepow (2 Str. lactis, 1 Lc. citrovorum) na dzia-
lanie wigkszosci antybiotykow. Nizynooporny homolog szczepu Str. cre-

moris nie wykazywal wzrostu wrazliwosci na dziatanie antybiotykow
stosowanych jako leki.

OkresliliSmy takze metodg iloSciowej chromatografii bibulowej réznice
w skladzie wolnych aminokwaséw w wyciggach z komoérek pacior-
kowcoéw wrazliwych 1 nizynoopor-
Tabela 4 nych (23). Wyniki pozwolily zaobser-
Wystepowanie objawoéw wowacé wiekszg zawartos$é niektérych
fermentacji mastowej w serkach w 9% ) , ,
o . wolnych aminokwaséw w komorkach
w zaleznosci od okresu przechowywania . . i .
nizynoopornych paciorkowcéw. Ami-
Procent .o . .
serkow wadetych po  [YOKWasy te (treonina, walina i k?vas
asparaginowy) odgrywaja zasadnicza

dzai =] . , 5 .
Botza] gein g | 2 = role w formowaniu bialka cytoplaz-
g | 2 5 = g matycznego. Wieksza ilos¢ tych ami-
T mel®e nokwaséw w komorkach paciorkow-
Serki z prep. A' 18 45 54  ©OW nizynoopornych pozwala przy-
Serki z prep. P2 9 36 36 puszczaé, ze zachodzi pewien zwig-

Serki do$wiad- zek pomiedzy zjawiskiem nizyno-

czalne ogolem 14 4l 45 opornoéci a formowaniem protein
Serki w ; y
e;félgr%ntrOIne "3 o1 100 substancji cytoplazmatycznej komor-
(=]
ki bakteryjnej.
! Preparat A = preparat nizynowy Na =zakonczenie pragne wspom-
hodzeni 1 iego. o . ,
p°§' odzenla angielskiego : nie¢ o dwoéch probach wykorzysta-
Preparat P = preparat nizynowy

pochodzenia polskiego. nia nizyny w hodowli. Karmiono
cieleta w pierwszych 90 dniach zycia
dietg z nizyng, zawierajgcg okolo 20% mniej mleka niz dieta normalna
(20). Uzyskane przyrosty wagi na jednostke paszy byly wieksze niz
u cielat, ktére otrzymywaly normalng dawke mleka. Roéznice te byly
statystycznie istotne (tab. 5).
Powtérzone tez zostaly w nieco odmiennym ukladzie préby Zeilingera
i Bindera (38) stosowania hodowli nizynotwérczych do ograniczenia roz-
woju fermentacji mastowej w kiszonkach. Roznice w jakosci kiszonek
z nizyng i bez nie byly statystycznie istotne, wskazywaly tylko z 909
prawdopodobienstwem na mozliwos¢ dzialania nizyny w pozgdanym kie-
runku (24).
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DYSKUSJA

Prof. dr J. Janicki, WSR Poznan

Czy sa juz opracowane praktyczne metody otrzymywania preparatéw nizynowych?
Za bardzo cenne uwazam wyniki doswiadczen zywieniowych, w ktorych podawanie
cieletom obnizonych dawek mleka (80%) z dodatkiem nizyny powodowalo wiekszy
przyrost wagi na jednostke paszy niz podawanie pelnej dawki mleka bez nizyny.

Dr E. Lipinska, Instytut Przemystu Mleczarskiego, Warszawa

Nizyna jest produkowana w Anglii na skale przemyslowa w postaci czyste]
i preparatu handlowego o mocy 10% j/g. W Instytucie Przemystu Mleczarskiego
przystagpiono do opracowania metod produkcji preparatéw nizynowych. W Zwigzku
Radzieckim prawdopodobnie takze sg prowadzone badania nad metodami produkcji
nizyny na skale przemystowg. W CSR opracowana juz zostala technologia produkcji
preparatu nizynowego, jednakze o dosy¢ niskim mianie antybiotyku.



