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Analyza latok s antibakterialnou aktivitou v enzymovych
pripravkoch mikrobialneho povodu

KATARINA JURIKOVA - JULIUS SUBIK

Sahrn. Sacastou Specifikdcic potravinarskych aditiv mikrobialneho povodu je i dokaz ne-
pritomnosti antibakteridlnych litok. Standardnou diskovou diftiznou metédou sa vysetrilo
jedendst vzoriek priemyslovych enzymovych preparatov za pouzitia 6 referenénych bak-
teridlnych kmenov odporic¢anych Komisiou exportov FAO/WHO (JECFA) a jedného
referencriého kmena predpisaného ceskoslovenskou normou ON 57 0531 na stanovenie
rezidui antibiotik v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch, ktory vykazoval vysokii citlivost na pe-
nicilin. Zistilo sa. ze vySetrené enzymové pripravky neobsahovali antibakteridlne latky.

Jednym z dolezitych kritérii, ktoré sa kladu na enzymové prepardty ako po-
travinarske aditiva, je nepritomnost antibakteridalnych latok [1, 2]. Difuzna
agarova metoda s diskami [3, 4] je najpouzivanejSou metodou pri sledovani
antibakteridlnej aktivity latok i citlivosti aerobnych aj fakultativne anaerdb-
nych mikroorganizmov na antibiotikd [5]. Techniky pouzivané pri analyze
citlivosti kmenov zahrnuju kvalitativne metédy, ked st mikroorganizmy
inokulované do média a zaznamenava sa vytvorenie zon inhibicie rastu okolo
antibiotickych diskov [6] alebo semikvantitativne [3, 7]. Vysoky stupen repro-
dukovatelnosti diskovej difuznej metddy ovplyviiuju viaceré parametre, ako
su pouzity typ agarovej pody, hibka agarovej pody v Petriho miskich, vhodny
typ materidlu, z ktorého sa zhotovuji disky i standardizdcia inokula {8, 9].

V ceskoslovenske] hygienickej praxi sa rezidud antibakterialnych ldtok sle-
duju najma v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch. V pripade pouzitia diskove]
agarovej metody sa papierové disky nasiaknuté skiimanou vzorkou ukladaju
na povrch agarovej zivnej pody obsahujicej referen¢ny kmen Bacillus stearo-
thermophillus. Velkost inhibi¢nych zon sa porovndva s velkostou zon vytvore-
nych kontrolnym radom roztoku penicilinu znamej koncentracie. Pritomnost
penicilinu sa dokazuje pomocou penicilindzy, ktora inhibuje G¢inok penicili-
nu [10].
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Na ddkaz pritomnosti antibakteridlnych latok v potravinarskych aditiva
sa odporuca vySetrovacia metdda vyuzivajuca 6 referan¢nych bakteridlny.
kmeniov pochadzajucich z Americkej zbierky typovych kultar (ATCC) [
V odporicanom rozsahu sa tato metdda zatial u nds nepouziva.

Cielom prace bolo zavedenie tejto medzindarodne odporucanej meto
a analyza pritomnosti latok s antibakteridlnou aktivitou vo vzorkach pri
myselnych enzymov pochadzajucich z mikrobidlnych zdrojov. Sucasne
overovala vhodnost pouzitych mikroorganizmov i citlivost zvoleného systén
detekcie s pouzitim antibiotik zndmej Struktiry, koncentrécie a spdsobu G¢i
ku [11].

Experimentalna cast

V pridci pouzity postup stanovenia antibakteridlnej aktivity je urc¢eny p
vzorky potravinarskych aditiv, najmi enzymov, ktoré st odvodené z mikr
bialnych zdrojov [1].

Podstata metody. Papierovy disk nasiaknuty analyzovanym roztokom enz
mu v koncentracii 100 g.1"' sa uklada na povrch agarovej zivnej pody inokul
vanej testovacimi referenénymi kmernmi baktérii. Inkubdcia pri danej teplo
umoznuje rast testovacich kmenov, ktory sa prejavi zakalenim vrstvy in:
kovanej agarovej pddy. Ak sa v analyzovanom preparite nachddzaju lat]
s antimikrobnou aktivitou, vznikaju okolo diskov zony vyjasnenia. Velkc
inhibi¢nych zon zavisi od typu a koncentrdcie antimikrobnej latky pritomn
v analyzovanej vzorke. Velkost vytvorenych zon sa meria a porovnava s ve
kostou zon vytvorenych okolo antibiotickych diskov, ktoré obsahuja defin
vanu koncentraciu antibiotika. Na zdklade rozsiahlych experimentalny
udajov boli v zahrani¢i zostavené interpreta¢né Standardy priemerov zon, |
zaklade ktorych sa kmene podla nameraného priemeru zon zaraduju do kat
gorii citlivé, rezistentné alebo stredne citlivé [7]. Za medzny bod citlivos
resp. dokazu pritomnosti antibakteridlnej aktivity enzymovych preparat
bol ur¢eny priemer zoény 16 mm [1].

Mikroorganizmy. Antibakteridlna aktivita enzymovych preparatov sa te
tovala proti 7 Standardnym kmenom: 1. CCM 1992 Bacillus cereus, 2. CC
2048 Bacillus circulans, 3. CCM 2024 Escherichia coli, 4. CCM 2022 Staphy!
coccus aureus, 5. CCM 303 Serratia marcescens, 6. [HE 1-29/58 Streptococc
pvogenes, 7. CCM 2062 Bacillus stearothermophillus. ktoré pochadzali z Ce
koslovenskej zbierky mikroorganizmov v Brne, resp. z Instititu hygie
a epidemioldgie v Prahe (Streptococcus pyogenes).
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[estovacie mikroorganizmy sa udrzovali na Sikmom agare (Zivny agar
2. Imuna, n.p.. Sari$ské Michalany) v skimavkach. Naockované sikmé agary
sa inkubovali v termostate pri 37 °C (Escherichia coli, Streptococcus pyoge-
nes, Staphylococcus aureus). pri 30 °C (Bacillus cereus, Bacillus circulans,
Serratia marcescens) a pri 55 °C (Bacillus stearothermophillus) 24-48 hodin.
Takto ziskané kmene sa uskladnovali pri teplote 4 °C niekolko mesiacov.

Zivné média. Na pripravu tekutej zivnej pddy (inokula) sa pouzival Muel-
er-Hintonov bujon obsahujici koncentrovany hovddzi vyvar (10.0 g.I'!),
<vslv kazeinovy hydrolyzat (17,5 g.I'") a solamyl (1,5 g.I''); pH pody 7,4 + 0.2,
Na stanovenie antibakteridlnej aktivity sa pouzival Mueller-Hintonov
szar toho isté¢ho zlozenia ako Mueller-Hintonov bujon doplneny agarom
13.0 g.I'"). Tieto komeréné medid, ktoré svojim zloZzenim zodpovedaju me-
Zzmdrodnym poziadavkam na Standardnt podu pri zistovani citlivosti na anti-
~otikd a chemoterapeutika kvalitativnym a kvantitativnym spésobom, po-
chadzali z Imuny, n.p.. Sarisské Michalany.

Postup zistovania pritomnosti antibakteridlnych litok. Na povrch testo-
vacich agarovych misiek sa umiestnovali za sterilnych podmienok papierové
disky priemeru 12 mm z materialu s vhodnou sacou schopnostou (priblizne
0.1 ml roztoku), napr. Whatman 1. ktoré boli saturované roztokom vysetro-
vaného enzymového prepardtu koncentracie 100 g.1"' pridaného na povrch
disku. Disky samé nevvkazovali inhibi¢n¢ zény proti testovacim kmenom pri
slepom pokuse. Pre kazdu vzorku analyzovaného enzymu sa pripravilo 21 dis-
kov (3 pre kazdy zo 7 mikroorganizmov). Aby sa dosiahla vhodna difuzia. tes-
tovacie misky s diskami sa ulozili cez noc do chladni¢ky. Potom sa misky inku-
bovali pri 37 °C, resp. pri 55 °C 24 hodin a vyhodnotila sa velkost vzniknutych
inhibi¢nych zon okolo diskov. Viditelne jasna zona okolo disku priemeru
aspon 16 mm indikuje pritomnost antibakterialnych latok. Ak enzymovy pre-
parat vykazuje antibakterialnu aktivitu proti trom alebo viacervm mikroorga-
nizmom, prepodkiada sa. ze obsahuje antibakterialne latky [1].

Enzymové pripravky. V prici sa pouzili tieto enzymové pripravky, ktorych
povod sa uvadza v zitvorke: Brew-n-Zym BG 5 (Holandsko), Brew-n-Zym
GPG (Holandsko), Brew-n-Zym L 100 (Holandsko), pektofoetidin (ZSSR) —
dve vzorky. jedna ziskana zo Slovliku. n.p., Nové Mesto n/Vahom. druhi zo
Stredoslovenskvch konzervarni a liechovarov. n.p.. Banska Bystrica, technic-
ka amylaza urcena pre textilny priemysel (Slovenské Skrobarne, n.p., zavod
Boleraz ), amyldza (Slovenské skrobarne. n.p.. Dolna Krupa), celuldza
(VUPP Praha). celuldza (Slovenské $krobarne, n.p., enzymovd polopre-
vadzka Dolna Krupd). glukobatatin (Slovenské Skrobarne, n.p.. enzymovi
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poloprevadzka Dolna Krupd), alkalicka proteindza (Slovenské Skrobarne
n.p., enzymova poloprevadzka Dolnd Krupa).

Antibiotikd. Pouzili sa antibiotika firmy SERVA, Heidelberg: erytromycir
ampicilin, tetracyklin, chloramfenikol a gramicidin. V-penicilin pochadzal
n.p. Spofa, Sensi-La-Disky s réznymi antibiotikami z n.p. Lachema, Brno.

Vysledky a diskusia

Sucastou Specifikdcie potravinarskych aditiv mikrobidlneho povodu je i d¢
kaz nepritomnosti antimikrobidlnych latok. Preto sa uvedenym metodickyr
postupom vySetrilo 11 vzoriek enzymovych preparatov domacej aj zahrani
nej proveniencie. Ani jeden z enzymovych pripravkov (kencentricia 100 g.1°
aplikovany na disky nevytvoril zony inhibicie rastu ani s jednym referencny:
mikroorganizmom (tab. 1). Experimentdlne sa takto potvrdil otakavan
predpoklad, Zze enzymové pripravky vyrobené v podmienkach dobrej vyrot
nej hygienickej praxe neobsahuju latky. resp. ich rezidud, ktoré by boli ant
bakteridlne aktivne.

Tabulka I. Nepritomnost latok s antibakteridinou aktivitou vo vyéetrovanych enzymovyc
pripravkoch
Table 1. Absence of agents with antimicrobial activity in studied enzyme preparations

Priemer z6ny inhibicie? [mmj|
Enzymovy pripravok Eschgri- Staphy- | Seriatia | Strepto- | p o o B({L'illlls lsg!{l:x[:rl-
chia | lococcus | marces- | coccus |- o o | CirCUs o
coli aureus cens |pyogenes lans phits
Brew-n-Zym BG 5 0 0 18 0 0 0 0
Brew-n-Zym GPG 0 0 13 0 G 0 0
Brew-n-Tym L 100 14 13 i3 0 0 0 0
pektofoetidin,
1. vzorka® 14 0 13 14 0 13 13
pektofoetidin,
2. vzorka® 13 0 0 0 0 13 13
technickd amylaza® 0 0 13 0 0 0 0
amylaza® 0 13 0 0 0 u 14
celulaza, 1. vzorka® 0 0 0 13 13 0 14
celulaza, 2. vzorka®™ 0 0 0 0 13 13 0
glukobatatin’ 13 0 14 0 0 13 0
atkalicka proteindza® 13 0 0 13 0 0 0

0) — bez z6ny inhibicie; No inhibition zone.

{Enzyme preparation; 2Diameter of inhibition zone, *Ist sample of Pectophoetidin; *nd sam;
of Pectophoetidin; “Technical amylase; JAmylase; “Ist sample of cellulase: **nd sample of cel
lase: "Glucobatatin; SAlkaline proteinase.
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Na overenie citlivosti zvoleného systému analyzy pritomnosti antibakteriil-
nych latok vo vzorkdch priemyselnych enzymov sa sucasne sledoval aj vplyv
vvbranych antibiotik na rast referen¢nych bakteridlnych kmenov pochadzaju-
cich z ceskoslovenskych zbierok mikroorganizmov. Pouzili sa antibiotika
predstavujice typické skupiny antimikrobidlnych latok lisiace sa Struktarou.
producentom i sposobom ucinku [11]. Ako vyplyva z experimentdlnych tda-
jov uvedenych v tabulke 2, vietky kmene, pokial boli na dané antibiotikum

4 » Lxracl 3 F P |
cithivé, vykazovali v zavislosti b

1ICnn Koncentracie

fukovateine 1wy inhibicie. Citlivost definovani zo
unimalne uziti 12 m e coli na
i etrac a | AR
oCCl i°s D
| hia | Ir | e ¢ | srearer
coli | aureus | Vog ‘ |
| i P ‘
1 l ! i
T TR I D | .. S
,.‘:.wi:»‘]lr\\'!yl‘l. 100 g i +8 ! 1 | 1Y ; | 2
10 0 2 (I R A R B v
| e o | 3 | o | 2 | 32 | 32 | 3 |
mpicilin® 100 pg 33 00 4 L0 | 3 0 0 | 8|
10 pg (TR 0 | 21 r 0 ! 30 l
1 ug & 20 0 i 13 0 0 40
tetracyklin® 100 pg 27 42 0 21 42 44 52
10 pg 0 27 0 18 26 20 52
L pg 0 0 0 0 0 0 52
chloramfe-
nikol” 100 pg 36 47 41 38 44 36 43
10 ug 16 0 0 19 17 43
‘ 1 g ' 0 0 0 0 0 43
| gramicidin’ 100 pg 0 17 0 .13 16 18 35
‘ 10 pg 0 15 0 0 16 16 28
“ I pg 0 0 0 0 0 0 | 26
| penicilin - 4000 m. j. 30 72 0 51 15 35 -
j 2000 m. j. 0 30 0 0 15 0 -

(). bez zony inhibicie: No inhibition zone. —, uvedené antibiotikum nebolo aplikovan¢; Named
antibiotic was not applied.

Antibiotic used (quantity/disk): “Diameter of inhibition zone; “Erythromycin: *Ampicillin:
“Tetracycline; “Chloramphenicol; "Gramicidin; *Penicillin.
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Bacillus circulans na erytromycin (1 pg/disk), na tetracyklin (10 pg/disk) a na
chloramfenikol (10 pg/disk). Citlivost referen¢nych kmenov odporicanych
Komisiou FAO/WHO [1], pochéddzajucich z ¢eskoslovenskej zbierky mikro-
organizmov, na penicilin bola v§ak velmi nizka. Kmene Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus, Bacillus circulans vytvarali zony in-
hibicie az pri koncentrécii penicilinu 4000 m.j./disk (tab. 2 a 3). Preto sa vy-
Setrili enzymové pripravky na rezidud antibiotik aj pouzitim referen¢ného
kmena Bacillus stearothermophillus, ktory je predpisany pre mliekdrensky
priemysel [10]. Citlivost tohto kmena zodpovedd koncentrécii penicilinu
0,00025 m.j. v 0.1 ml mlieka. V experimentoch s komer¢nymi Sensi-La-Dis-
kami, ktoré obsahovali 10 j penicilinu/disk, vytvaral tento kmen zénu inhibi-
cie priemeru az 32 mm (tab. 3). Napriek vysokej citlivosti na antibiotikd sa
vSak ani pouzitim tohto kmena pritomnost antibakteridlnych latok vo vyse-
trovanych enzymovych pripravkoch nepozorovala (tab. 1).

Citlivost vybranych referen¢nych kmenov baktérii na uvedené antibiotika
sa potvrdila i v experimentoch pouzitim komerénych antibiotickych Sensi-La-
Diskov priemeru 5,5 mm. Zistilo sa, Zze vietky kmene su citlivé i na strepto-
mycin (tab. 3). Sticasne sa potvrdilo, Ze vSetky testované antibiotika v zodpo-
vedajucich koncentrdciach si schopné inhibovat rast a vytvarat zretelné z6-
ny inhibicie (priemeru viac ako 16 mm) s minimélne troma referen¢nymi
mikroorganizmami. Takto pouzitd mikrobiologickd metdda analyzy vyskytu
antimikrébne aktivnych latok v enzymovych pripravkoch, resp. inych potra-
vindrskych aditivach mikrobidlneho povodu je reprodukovatelnd a dostatoc-

Tabulka 3. Citlivost referenénych kmefiov na antibiotikd komerénych Sensi-La-Diskov prie-
meru 5.5 mm
Table 3. Sensibility of reference strains to antibiotics of commercial Sensi-La-Disks witk
5.5 mm diameter

Priemer zony inhibicie? [mm]

e - . . : 4 Bacillus
Anllbvlonkunj | l:sch.erl- Stophy- | Serratia | Strepto- Bacillus Ba.ullus BB
(mnozstvo/disk) chu{ lococcus | marces- | coccus |~ 0| circus o

coli aureus cens |pyogenes lans philius

erytromycin® 10 pg 0 23 0 20 24 19 30
ampicilin® 20 pg 13 17 10 13 0 10 60
tetracyklin® 30 pg 14 12 0 26 25 20 30
chloramfe-

nikol® 30 ng 20 18 18 20 25 15 26
streptomyein’ 30 pg 19 12 11 20 18 15 24
penicilin® 10 j. 0 8 0 0 0 0 32

0 — bez zony inhibicie; No inhibition zone.
I Antibiotic used (quantity/disk); “Diameter of inhibition zone: *Erythromycin: *Ampicillin
“Tetracycline:"Chloramphenicol; "Streptomycine: *Penicillin.
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ne citliva. V pripade, ze dojde k vytvoreniu zony inhibicie vySetrovanymi en-
zvmovymi pripravkami, mozno predpokladat, Ze obsahuji antibakteridlne
latky v koncentrécii viac ako 0,1 pg.mg! bezvodého, resp. neriedeného en-
zvmového pripravku.

Vzhladom na nedostatok devizovych prostriedkov sme v préaci pouzili
namiesto zahrani¢nych referenénych kmefiov, odporic¢anych komisiou FAO/
WHO (JECFA), ekvivalentné kmene rovnakého druhu i rodu odporicané
2 vybrané pre tieto tgely z Ceskoslovenskej zbierky mikroorganizmov v Brne

CCM). Z uvedenych bakteridlnch kmenov Bacillus cereus a Bacillus circu-
‘ans mali priblizne rovnakau citlivost na testované antibiotikd (tab. 2 a 3). Ter-
mofilny kmerti uréeny na stanovovanie rezidui antibiotik v mlieku a mlie¢nych
vvrobkoch sa vyznacoval vysokou citlivostou na penicilin (tab. 2 a 3). Preto
navrhujeme pri vySetrovani potravinarskych aditivnych latok na pritomnost
‘2tok s antibakteridlnou aktivitou pri pouZiti metodického postupu odporuca-
n¢ho komisiou FAO/WHO nahradit kmen Bacillus circulans ceskosloven-
skvm referenénym kmeniom Bacillus stearothermophillus.

Zo zdravotného hladiska sa v suvislosti s pouzitim enzymov v potravindr-
stve zatial problémy nevyskytli. Je vSak dolezité a potrebné, aby sa vypraco-
vali a poskytovali experimentdlne dokazy a vedecky podloZené informacie
O tom, Ze pouzivané, resp. nové enzymové pripravky su zdravotne nezéavad-
né. neobsahujt antibakteridlne latky a nepredstavuju riziko pri konzumacii
pozivatin, do ktorych sa pridavali [2].
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AHaIH3 BelleCTs ¢ amnﬁancpnaﬂwoﬁ AKTHBHOCTbIO B 3H3HMHBIX npenaparax
Mlll(pOﬁ"il.’le()l‘O TNPOHCXOXKIEHHA

Pesrome

CocTaBHOJM 4acThIO CrelMUKaUMy HEMMIIeBbIX A00aBJIeHMII MMKPOOMAJIBLHOIO Ip
MCXOXK/JEeHMUA B NMILEBON IPOMBILIJIEHHOCTM SABJIAETCA M JIOKa3aTeJIbCTBO OTCYTCTBI
BelleCTB aHTMOaKTepuaJbHOro xapakrepa. C MmoMoIlb0 CTaHAAPTHOTO AP Y3MOHHO
MeToa OBIJIO ONpeesIeHO OAMHHAAIAThL MPO0 MPOMBIIIIEHHBIX SH3MMHBIX IIpernapaTor
IpMMEHEeHMEeM IIeCT pedepeHIMOHHBIX OaKTepMaTbHbIX IITAMMOB, PEKOMEHJIOBaHHE
Komncenen srerieproB FAO/WHO (JECFA). 1 onHOro pedepeHIIMOHHOrO0 1ITaMMa, TIpe
micaHHoro YexocaoBalkoi Hopmoit ON 57 0531 s onpeneneHns oCTaTKOB aHTUOMOTHK
B MOJIOKE M MOJIOYHBIX ITPOAYKTAX, OKa3bIBAIOILEr0 BHICOKYIO YyBCTBUTEJLHOCTD K ITE€H
LMJIJIMHY .

BbLJI0 YCTAHOBJIEHO, YTO MCCAe0OBAHHBIC SH3UMHBIE NIperapaThl He COepKan Bellec
aHTMOAKTePNAJIBLHOTO Xapakrepa.

Analysis of agents with the antibacterial activity in enzyme preparations of microbial origin
Summary

The evaluation of the absence of antibacterial components is a part of the specification of fo
additives of microbial origin. They were investigated in 11 industrial enzyme preparations us|
the standard diffusion method. Six reference bacterial strains recommended by Joint Exp
Commission FAO/WHO (JECFA) and one reference strain recommended by the Czechosloy
standard (ON 57 0331) for the evaluation of residues of antibiotics in milk and milk products w
high sensitivity to penicillin were used.

Antibacterial agents were not found in the investigated enzyme preparations.



