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Analfza l6tok s antibakteridlnou aktivitou v enzimovfch
prf pravkoch mikrobidlneho pdvodu

KATARINA URiKOVA - JULIUS SUSiX

S ri h r n. Srii'astou Spccifikdcic potraviniirsklch aditiv mikrobidlncho povodu jc i dokaz nc-

;rritomnosti antibaktcrieiln.vch litok. Startdirrdnou disk<lvou difilznou rnctridou sa vv5ctrilo
jedeniist vzoriek priemyslov;ich cnzymor'fch prepardtov za pouZitia 6 rcfercni'n'ich bak-
tcridlnych kmef,ov odporridanfch Komisiou cxportov FAO/WHO (JECFA) a jedndho
rcferendtidho kmeia predpfsan6ho deskoslovcnskou normou ON 57 ()531 na stanovcnie
rczidui antihiotik v mlieku a mlieinych vj,robkoch. ktori vvkazoval vysokf citlivost na pe-
nicilin. Zistilo sa. 2c vvictrcn6 e nz-v-ntovd pripravkv ncobsahovali antibaktcriirlnc li-rtkv.

Jednym z d6leZitych krit6rii, ktor6 sa kladri na enzimovd prepardty ako po-
travinhrske aditiva. je nepritomnost antibakteridlnych lritok [, 2]. Difuzna
asurovh mettida s diskami [3. a] je najprluZ(vanejSou met(rdou pri sledovanf
anribakteriiilnej aktivity liitok i citlivosti aer(rbnych aj fakultativne anaertib-
nrch mikroorganizmov na :tntibiotikd [5]. Technikv pouZfr.and pri analyze
citlirirsti kmeiov zahriujri kvalitatfvne met6dy. ked' sri mikroorganizmy
inokulovan6 do m6dia a zaznarnen{va sa vytvorenie z(rn inhibicie rastu okolo
antibiotickych diskor' [6] alcbo sentikvantitativne [3. 7]. Vysoky stupen repro-
clukovatelnosti cliskovej diftiznej rnetodv ovplyvliujri i'iaccri parametre, ak()

:u pouZitf tvp asarovej p6dy, hlbka agarovei p6d-v v Petriho miskrich, vhocin!
trp rnateritilu. z ktoreho sa zhoto\/ujir disky istanclardiziicia inokula Iu.9].

V ieskoslovenskej hygienickej praxi sa reziduil antibakteridlnych ldtok sle-
dujLi najmd v mlieku a mliei'nych vfrobkoch. V pripade pouZitia diskovei
agarovej met(idy sa papierove diskv nasiaknuti sk[rnranou vzorkt;u ukladajLi
na povrch agarovej Zivnej p6d1'obsahujticej refereninv kmei Bac'rllus stauro-
tltarrnopltilh r.l. Velkost inhibidnvch zrin sa porovn/rva s vclkostou ztin vt'tvorc'-
nych kontrolnvm radom roztoku penicilinu zni'rmej k';ncentrhcic. Pritontnost
penicilinu sa dokazr.rje ponrocou pcnicilini:rzv. ktort, rnhrbuje (riinok pcnicilf-
nu Ilol.
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Na d6kaz pritomnosti' antibakteridlnych li{tok v potravindrskych aditivach
sa odporrida vySetrovacia met6da vyuZfvajrica 6 referandnfch bakteririlnych
kmeiov pochridzajricich z Americkej zbierky typovlich kultrir (ATCC) [1].
V odponidanom rozsahu sa tdto met6da zatial u niis nepouZiva.

Cielom prdce bolo zavedenie tejto medziniirodne odporfdanej met6dy
a analyza pritomnosti l6tok s antibakteriiilnou aktivitou vo vzorkdch prie-
myselnfch enzymov pochrldzajucich z mikrobirilnych zdrojov. Sfdasne sa
overovala vhodnosf pouZitfch mikroorganizmov i citlivost zvolen6ho syst6mu
detekcie s pouZitim antibiotik znilmej Struktriry, koncentr6cie a sp6sobu ridin-
ku Il l].

Experimentdlna iasf

V priici pouZitf postup stanovenia antibakteriiilnej aktivity je urdenf pre
vzorky potravindrskych aditiv. najmii enzymov, ktor€ sri odvodend z mikro-
bialnych zdrojov [1].

Porlstuta metddv. Papierovf disk nasiaknut'i analyzovanfm roztokom enzy-

mu v koncentriicii 100 g.l I sa ukladd na povrch agarovei Zivnej p6dy inokulo-
vanej testovacfmi referendnfmi kmefimi baktdrii. Inkub6cia pri danej teplote
umoZfluje rast testovacich kmeiov, ktory sa prejavf zakalenfm vrstvy infi-
kovanej agarovej p6dy. Ak sa v analyzovanom prepar6te nachrldzajri l6tky
s antimikr(rbnou aktivitou. vznikajf okolo diskov z6ny vyjasnenia. Velkost
inhibidn'fch z6n ziwisi od typu a koncentrdcie antimikrobnej kitky pritomnej
v analyzovunej vzorke. Velkost vytvorenlch z6n sa meria a porovndva s vel-
kostou z6n vytvorenfch okolo antibiotickych diskov, ktord obsahujf defino-
vanf koncentriiciu antibiotika. Na ziiklade rozsiahlych experimentitlnych
fdajov Lroli v zahranidf zostavend interpretadn6 Standardy priemerov z6n. na

zdklade ktorfch sa kmene podla nameran6ho priemeru z6n zarad'ujri do kate-
g6rii citlivd, rezistentne alebo stredne citlivd [7]. Ztt medzny bod citlivosti.
resp. dokazu prftomnosti antibakteridlnej aktivity enzymovlch prepariitov
bol urdeny- priemer zony 16 mm [1].

Mikrortrgunizmy. Antibakteriiilna aktivita enzymovych prepardtov sa tes-

tovala proti 7 Standardn{m kmefiom: l. CCM 1992 Bacilltls cereus,2. CCM
2()4E Bucillrts circrtkrns,3. CCM 2021 Escheric'hia coli, 4. CCM 2022 Stuphylo-
('()('('us utrr(us,5. CCM 303 Serrutin tnurcescens,6. If{E 1-29158 Streptocot'c'tts
pvogenes.7. CCM 2062 Btu'ittus .stcurothermophillus. ktori pochiidzali z Ces-

koslovenskej zbierky mikroorganiznrov v Brne. r,;rsp. z In5titritu hygienv
ir epiiJemioltigie v Prahe l.\lrcplo<'occrts pr:ooenet).
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I'estovacie mikroorganizmy sa udrZovali na Sikmom agare (Zivni agar
x .,l. Imuna, n.p., SariSsk6 Michalany) v skrimavkiich. Naodkovane Sikme agary

..r inkutrovali v termostate pri 37 "C (Escherichiu coli, Streptococclts pyoge-
,:es. Staphylococctts aureus). pri 30 "C (Bacillus cerelts, Bacillus circulans,
\:rrutia tnorcescens) a pri 55 "C (Bacillus stearothermophillus) 24-48 hodfn.
Tirkto ziskan6 kmene sa uskladnovali pri teplote 4 "C niekotko mesiacov.

Zirrtc mitlid. Na prfpravu tekutej Zivnej pddy (inokula) sa pouZfval Muel-
:i--Hintonov buj6n obsahujrici koncentrovan'f hovAdzi vyvar (10.0 g.l-t),
,.i:li'kazefnovv'hvclrolyzdt(17,5g.1-')asolaniyl(l,5g.l-t);pHp6dy,'7.4!o.?..
\.i stanovenie antibakteriiilnej aktivity' st pouZival Mueller-Hintonov
r:ar toho istdlto zlolenia ako \{ueller-Flintonov bujiin tioplncn'i agar()n"l

^:.{) g.l-r). Tieto komerine medi6. ktord svojfnt zloZenfm zodpovedaju me-

-zrniirodnvln po2iadlvkdm na Stiindarrlnf pirciu pri zistovani citlivosti na anti-
-lotik'i a cheulotcrapeutika kvalitatir"nynr a kvantitativnvnt sp<iso$6p. O,r-
,i.idzali z Imunv. n.p.. SariSskc N{ichal'any'.

Postttp zist'ot,iutiu prilottrttosti ttniil',ukteririlrtvr:it /ritoA. Na povrch tcsto-
i .iciclr asarov{-ch rnisick sa umiestnovali za stcriln}'ch podnticnok papierovi
.iiskv 1;nemeru i2 nln"| z matcrii'tiu s vhrldnorr sacou schopnoslou (pribliZne
',.1nrl roztoku). napr. WlTatman l. ktore boli saturtt'u'ani roztokonr vy(etrt'r-
.,aniho enzvmol'eho prepar:il.u konccntriicie l{)0 g.l r pridaneho na povrch
iisku. Disky samd nevvkazovali inhibidnd z<iny proti testovacim knieriom pri
.lepom pokuse. Pre kaZd6 vzorkri analvzovaniho enzymu sa pripravilo 2l dis-
kov (3 pre kaZd! zo 7 mikroor-uanizntor'). Abv sa dosiahla vhodnd difrizia. tes-

t()\'acie rnisky s diskarnisa uloZilicez noc do chladniikv. Potom sa misky inku-
t'ror.'ali pri 37 "C, resp. pri 5,5 "C' 2-1 hodin a vvhc.rdnotila sa vc'lkost i,zniknutyrch
inhibidnych ztin okok-r diskov. Viclitelne jasnd zr!na okolo disku priemeru
aspori l6 mm indikuje pritomnost antibakteridlnych liitok. Ak enzymovy pre-
pariit vykazuje antibakteriiilnu aktivitu proti trom alebo viacervm mikroorga-
nizmom. prepoclkladii sa. 2e obsahuje antibakteriirlne lritkv Ill.

Enz,.'mort' priptruvkv. V priici sa pt'ru2ili tieto enztimovcr pripravky. ktc-rrfch
pirrpd sa uvddza v ziitvorke: Brew-n-Zvm B(i ,5 {Holandsko). Brew-n-Zym
GPG (I'{olancisko). Brerv-n-Zvm t- i(10 (Holandskol. pektotbetidin (ZSSR) -
ch'e vzorkv. jedna zfshanii zo Slovliku.n.p..Novd Mesto nlVdhom. druhit zo
Strectrslovenskych konzen'iirnf l iiehovarov. il.p.. Banskii Bystrica. technic-
kh amylilza uriend pre textilny pricmyscl (Slovenske (krobiirne, n.p.. zdvod

Bolerirz ). arny'liiza (Slovenske ikrob:irne. n.p.. Do!nir Krupa), celuliiza
(VUPP Praha). celuldza (Slovenske Skrobdrne, n.p.. enzvmovir polopre-
i'iiclzka Doln:i Krupri). glukohatatin (Slovenske ikrob:irne. n.p.. enz.vmovii
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poloprevddzka Doln6 Krup6), alkalick6 proteindza (Slovenskd Skrobdrne,
n.p., enzimovii polopreviidzka Dolnii Krupd).

Antibiotikd. PouZili sa antibiotikri firmy SERVA, Heidelberg: erytromycin,
ampicilfn, tetracyklin, chloramfenikol a gramicidin. v-penicilin pochildzal z
n.p. Spofa, Sensi-La-Disky s r6znvmi antibiotikami z n.p. Lachema, Brno.

Vfsledky a diskusia

Sfdastou Specifikdcie potravin6rskych aditiv mikrobiiilneho ptivodu je i d6-
kaz neprftomnosti antinrikrobiiilnych liitok. Preto sa uvedenym metodickfm
postupom vysetrilo 11 vzoriek cnzymovych preparatov domdcej aj zahranid-
nej proveniencie. Ani jeden zenzimovych pr(pravkov (koncentrdcia 100 g.l-t)
aplikovany na disky nevytvoril z6ny inhibicie rastu ani s jednfm referendnfm
mikroorganizmom (tab. 1). Experiment6lne sa takto potvrdil odakdvany
predpoklad, Le enzymovd prfpravky vyrobend v podmienkach dobrej vyirob-
nej hygienickej praxe neobsahujf l5tky. resp. ich rezidud, ktord by boli anti-
bakteri6lne aktivne.

T a b u I k a I . Nepritomnosf letok s antibakteri6lnou aktivitou uo 
"y5etrnunnjch 

enzjmovlicb

T a b I e t. Absence of agents *t,h ."li,rlt:?$ffl"nivity in studied enzyme preparations

0 - bez z6ny inhib(cie; No inhibition zone.
rEnzyrne preparation; :Diameter of inhibition zonc, 3lst samplc of Pectophoetidin; 3'nd sample

of Irectophoetidin: lTechnical amvlase; 5Amylase; ('ist sample of ccllula:;e;6"nd sample of cellu-

lase; tGlucobatatin: sAlkaline proteinase.
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IJuctllus circulun:; na erytromycf n ( I pg/disk ). na tetracvklin ( l0 pgrdisk) a na

chloramfenikol (l0 pg/disk). Citlirost refereninych kmeiiov oclporrhdanych

Konrisiou FAO/WHO Ill. pochirdzajfcich z ieskoslovenskej zbierky mikro-
organizmrrv. na penicilin btila r'(ak velmi nfzka. Kmene Escherichiu toli.
Strtptot'octus ptogcttcs, IJucillu.t (ereus, Btu'illus circuluns vytviirali ztinV in-

hitricie aZ pri koncentr;icii penicilinu.i{XX) nr.j.iclisk (tab. I a 3). Preto sa r,\'-

\etrili ,:nzvmove pripr'31'!ir: 11a rezidrui irntibiotfk aj pouTitfrrt rc'fercndndhtr
kincrirr Butil!us .ttLturotlttrrttt;phiilus, ktot { ie 1rr.cdpisan1" i-.rc rnliekiircn::ki
pricm)'scl I lt)l ('itlir trsi trrbto knre i:r zotlpor cclri k()r.ice ntr iicii pe nicilinu
(i.(X)():-5 nr.j. r'().1 nrl iulicka. \i cxpcrinie,rrtoch s konrcrdnvrni Scrn-si-La-Dis-
karni. kli.rri: rrbsaltoriili l() j pcrricilinir,/clisk. r'\'tv/irutl teni.o knrc-ri zrinu inhihi-
cie pricureru ri| 3l mrn (irrb. -i). Naprick lrsokej citlivt-rsti na antihiotikii sa

riak arri pou2itirrr ttrlttrr krncriu prftonliL)st antilraktclizilnvch iiitok vo r'\ic-
trrtr,an('ch e.nzVrnovich pripriir koch ncpoztrror alt ( tab. 1 ).

('itlivosi vvi-.ranvch rclcreninvclr kmeiov baktirif na uveclener antibiotikii
sa potvrclil:r i r,cxpe:rimcrttttclt pouZitinr korncrcnich antibiotickych Scnsi-La-
Diskov priemenr 5..5 mm. Zistilo sa,2e vietky'kmene sri citliv6 ina strepto-
nrycin (tab. 3). St'rdasne sa potvrdilo. 2e vietkv testovand antibiotiliri v zodpo-
r"cdir jucich kouce rttriicilich srir schopnd inliiho'"'at rast a vy'tviiraf zrctel'nd zti-
nv irrh't'l-c'c (prienreru viac ako l6 mnr) s minimiilne tronlii referendnvnri
rnikroorganizmanri. 'l-lkto pouZitli nrikrotrir.rlogic:ki:r rnettida analy.'zy vvskytu
antirnikrtihuc aktivnvch Iiitok r cnz{nrovych prfpravkoch. rcsp. invch potra-
vi nrirskl'clr irditfvach ntikrobr i l neho povotlu j e reproclukovatcLnd a dost;ttof-

T ir b rr l k a J. ('irlirosi le lclcninvcli krncriov lrir:rntilriotikli konrcrirtlch Scnsi-I-a-Disk,ll' 1.rt'ic-
rnclrr 5..i ntrn
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in t 10 pg/disk) a na
rnrr\ odporridanfch
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r-r rrtrdrali z6ny in-
I a -1). Preto sa vy-
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t ::e mliekiirensky
;:::ricii penicilinu
::l\:li Sensi-La-Dis-
: ine n z6nu inhibi-
s'1. :: antibiotik:i sa

:'..r litok vo vySe-
1,.

u'. e,.ien6 antibiotikd
:ic:r;k(ch Sensi-La-
i Jili\e i na strepto-
:n:i:rtrtikd v zodpo-
1l-. :13l zretefnd z6-
lrrl:; referendnfmi
r"J: :.:nali'zy vliskytu
--. :.sp. ini,ch potra-
r-r :i: ina a dostatOd-

':- S: -..-Lr-Diskov prie-

:--. i.rii-La-Disks with

:: citlivii. V prfpade. Ze d6jde k vytvorenivzony inhibicie vySetrovanfmi en-
:',mrx'\'mi prfpravkami, moZno predpokladat, ie obsahujri antibakteriiilne
.rtky'' v koncentriicii viac ako 0,1 pg.mg-l bezvoddho, resp. nerieden€ho en-
:i mor'6ho pripravku.

\-zhladom na nedostatok devfzovych prostriedkov sme v pr6ci pouZili
::miesto zahranidnych referendnich kmefiov. odporfianfch komisiou FAO/

"\'HO 
(JECFA), ekvivalentn6 kmene rovnakdho druhu i rodu odponidand

: ', r brand pre tieto ddely z Ceskoslovenskej zbierky mikroorganizmov v Brne
CCIU). Z uvedenfch bakteriiilnch kmefiov Bacillus cereLts a Bacillus circtt-
.;rrr malipribliZne rovnakf citlivost na testovand antibiotikd (tab.2 a 3). Ter-
rolilny kmefr urdenf na stanovovanie rezidui antibiotik v mlieku a mliednych
'.rrobkoch sa vyznadoval vysokou citlivostou na penicilin (tab.2 a 3). Preto
:.1\rhujeme pri vySetrovani potravindrskych aditfvnych liitok na pritomnost
:rok s antibakteridlnou aktivitou pri pouZitf metodickdho postupu odporfda-
:eho komisiou FAO/WHO nahradii kmei Bacillus circuluns deskosloven-
.xrm referendnym kmeiom Bacillus stearothermophillus.

Zo zdravotn6ho hfadiska sa v srivislosti s pouZit(m enzymov v potraviniir-
::re zatial probl6my nevyskytli. Je v5ak ddleZitd a potrebnd. abv sa vypraco-
'..rli a poskytovali experiment:ilne ddkazy a vedecky podloZend informricie
., t()m, Ze pouZ(van6, resp. novd enzymovd pripravky su zdravotne nez6vad-

re. neobsahujri antibakteridlne Litky a nepredstavujf riziko pri konzumiicii

.:ozfvatfn. do ktorych sa pridrivali [2].
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Anurnr B€qectl c anrn6lrrepnanrnofi Sxrt luocrbrc a orr3nurrbrx npettoparax
mnrpo6na.nrnoro rtponcxoxAeltrrt

Pesrolre

Cocrasxoft qacrbro cneqr,r$r,rxaqlrll rrennuleBrrx Ao6asrenrri nalrxpo6raJrbuoro npo-
r4cxoxqqeHrg B rl'tuleBoti npoMblurJreHHocTtr f,BJtgeTca tr AoKa3aTeJrbcTBo oTcyTcTBr4fl
Beu{ecrB auTr{6aKTepraJrbnoro xapaKrepa. C no}rourrro cras4aprnoro 4rQQyaronnoro
MeroAa 6rr.no oupe4eJreHo oAr4HHagqarr npo6 npoMbrurJrexHlrK gH3r,rMHLrx npe[aparoB c
nprNreHeHr4eM urecrrl peSeperqronHrrx 6axteptrarbHLrx rrrraMMoB, peKoMeHAoBaHHbrx

Kourco,rerl eKcneproB FAO/WHO (JECFA). 14 oAnoro pe+epenrliloHHoro mraMMa, rpeA-
rD{caHHoro qexocJroBaqKoi HopMorz oN 57 0531 Ars orpeAeJreHus ocrarKoB aErr6norr,rxos
B MOJIOKe r MOJIOT{HbIX npOAyKTaX, OKa3bIBaK)U{erO BbICOKyK) qyBCTBttTeJIbHOCTb K neHU-
qr,fJrJIl4Hy.

Err,ro ycranoBJreHo, r{To rlccreAoBaHHbre gH3r4MHbre npenaparbr He coAep)KaJlt4 BeulecrB

anur6axrepraJrbHoro xapaKrepa.

Analysis of agents with the antibacterial actlvity in enzyme preparations of microbial origln

Sunrmary

The evaluation of the absence of antibacterial components is a part of the specification of food
additives of microbial origin. They u'e're invcstigated in ll industrial enzyme preparations using

thc standard diffusion melhod. Six rcttrencc bactcrial strains recommended by Joint Expert
Comnrission FAO/WHO (JECFA) and one refcrcnce strain recommended by the Czechoslovak
standar'<J (ON 57 05-i I ) for thc evaluation of rcsiducs of antibiotics in milk and milk products with
high scnsitivity to pcnicillin were used.

Antibacterial agents were not found in the investigated enzyme preparations'
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