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Vliv nisinu na kmeny Escherichia coli DMF 7502
a Pseudomonas fluorescens DMF 9010 poškozené pùsobením

EDTA nebo smìsi organických kyselin

EVA ŠVIRÁKOVÁ − MILADA PLOCKOVÁ − LINDA HORNÍKOVÁ

SOUHRN. Tato práce byla zamìøena na studium vlivu chemických stresových faktorù
(nisin, EDTA, smìs organických kyselin) na rùst technologicky rizikových kmenù
Escherichia coli DMF 7502 a Pseudomonas fluorescens DMF 9010. Samostatnì pùsobící
EDTA (7440 mg.l−1) i samostatnì pùsobící smìs organických kyselin: kyselina mléèná
(272 mg.l−1), kyselina octová (1030 mg.l−1), kyselina propionová (835 mg.l−1), vykazovaly
intenzivní inhibici obou testovaných kmenù; smìs organických kyselin pùsobila mírnì
 silnìji. Pøídavek nisinu (2,5 mg.l−1) snižoval inhibièní úèinek EDTA i smìsi organických
kyselin na oba testované kmeny. Èásteèná reparace bunìk obou testovaných kmenù vysta−
vených pùsobení EDTA a nisinu nebo organických kyselin a nisinu nastala po 2 h inku −
bace v reparaèním roztoku obsahujícím kyselinu pyrohroznovou, Mg2+ a Mn2+ ionty.
Úèinnìjší reparace nastala u bunìk obou kmenù vystavených úèinku EDTA a nisinu.

KLÍÈOVÁ SLOVA: gramnegativní bakterie; nisin; EDTA; organické kyseliny; reparace

Vlivem pùsobení rùzných fyzikálních, chemických i kombinovaných fak−
torù, používaných pøi výrobì potravin, mùže dojít k subletálnímu poškození
bunìk mikroorganismù v tomto prostøedí se nacházejících. Bìhem subletál−
ního poškození mikroorganismù se buòky pøestávají reprodukovat a není
možné stanovit jejich poèet plotnovou metodou.

Tato práce je zamìøena na technologicky rizikové gramnegativní bakterie
reprezentované kmeny Escherichia coli a Pseudomonas fluorescens, které se
v potravináøských výrobcích mohou objevit jako dùsledek nedostateèné hy −
gieny a sanitace výroby. Subletální poškození se u bakterií projevuje naruše−
ním slabých interakcí nìkterých makromolekul bunìk, ve zmìnì propust −
nosti a v destabilizaci bunìèných membrán, v denaturaci rùzných proteinù èi
enzymù [1]. U bakterií dochází bìhem poškození ke konformaèním zmìnám
lipopolysacharidù vnìjší bunìèné membrány, které jsou pravdìpodobnì
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zpùsobeny ztrátou dvojmocných kationtù [2]. Z bakterií rezistentních
k nepøíznivým podmínkám prostøedí se tak následnì stávají subletálnì po −
škozené bakterie, které jsou citlivé napø. k jiným typùm poškození [1].

Mezi chemické stresové faktory zpùsobující subletální poškození bakterií
se øadí bakteriociny. Inhibièní spektra bakteriocinù, produkovaných bakte −
riemi mléèného kvašení, jejichž aplikace jsou v potravináøských technolo −
giích možné, obecnì nezahrnují gramnegativní bakterie [1]. Bylo objeveno,
že základní úèinek bakteriocinu nisinu závisí na typu bunìèné stìny bakterií.
Stavba vnìjší membrány gramnegativních bakterií zabraòuje penetraci bak−
teriocinù k místu jejich pùsobení − tzn. do cytoplazmatické membrány,
a proto udìluje buòkám vysoký stupeò rezistence [3]. Nisin sice vykazuje
nízký inhibièní úèinek vùèi vìtšinì gramnegativních bakterií, ale pøímo
intenzivnì pùsobí na grampozitivní bakterie [4]. Bylo zjištìno [5,6], že nisin
destabilizuje membránové mìchýøky gramnegativních bakterií podobnì jako
cytoplasmatickou membránu grampozitivních bakterií.

Mezi známá chelataèní èinidla, zpùsobující chemické subletální poškoze−
ní bakterií, patøí kyselina ethylendiaminotetraoctová (EDTA). Úèinek
EDTA spoèívá ve zmìnì membránové struktury bunìk bakterií a ve zvýšení
propustnosti membrány, ke kterým dochází v dùsledku chelatace hoøeèna−
tých a vápenatých iontù obsažených v lipopolysacharidových vrstvách
vnìjších membrán bakterií [7]. U gramnegativních bakterií, rezistentních
vùèi antibiotikùm nebo bakteriocinùm, dochází vlivem EDTA ke zvýšení cit−
livosti k tìmto látkám [8].

Úspìšný rùst bakterií je možný jen pøi odpovídající pH prostøedí, t. j.
vhodné koncentraci vodíkových iontù [9]. Organické kyseliny vykazují vùèi
gramnegativním bakteriím vyšší inhibièní úèinek než silné anorganické kyse−
liny. Organické kyseliny mají v nedisociovaném stavu lipofilní vlastnosti,
a proto vykazují zvýšenou schopnost procházet bunìènou stìnou ve srovnání
s anorganickými kyselinami. Koneèným výsledkem jejich pùsobení je okyse−
lení cytoplasmy, likvidace transmembránového gradientu a ztráta aktivního
transportu živin pøes membránu. Inhibièní úèinek kyselin je ovlivnìn mnoha
faktory jako jsou teplota, redoxní potenciál, ale i množství a charakter mik−
roorganismù, na které pùsobí [10]. Organické kyseliny jsou inhibiènì
nejúèinnìjší v koncentraci nad 1 % a pøi pH prostøedí nižším než 4,0.
Neúèinné jsou pøi pH vyšším než 5,5. Úèinek organických kyselin je závislý
na hodnotì disociaèních konstant jednotlivých kyselin. Z toho dùvodu kyse−
lina propionová vykazuje vyšší inhibièní úèinek (pK 4,9) než kyselina octová
(pK 4,8) nebo kyselina mléèná (pK 3,9) [11]. K intenzivnìjšímu inhibièními
úèinku gramnegativních bakterií dochází pøi použití smìsi organických kyse−
lin nebo jejich solí [1].
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Ke zvýšení citlivosti rùzným zpùsobem subletálnì poškozených bunìk
gramnegativních bakterií je možné obecnì využít kombinace napø. s nisinem
[1], a tím i lépe a kvalitnìji konzervovat potraviny.

Subletálnì poškozené buòky bakterií jsou schopny obnovit své životní
funkce za pøedpokladu vytvoøení vhodných podmínek prostøedí, ve kterém
se právì nacházejí. Mezi nejdùležitìjší podmínky patøí vhodná teplota, kul−
tivaèní médium (bohaté hlavnì na proteiny, hoøeènaté a manganaté ionty)
a typ resuscitaèního média. Podle rozsahu a hloubky subletálního poškození
dochází buï pouze k reparaci poškozených bunìk nebo k reparaci bunìk
a zároveò k jejich resuscitaci. Proces reparace zahrnuje zaèlenìní a reorga−
nizaci poškozených makromolekul (napø. DNA, proteinù, peptidoglykanù
bunìèné stìny) bunìk bakterií vèetnì obnovení pùvodní konformace slouèe−
nin. Resuscitace znamená pøestavbu poškozených èástí èi makromolekul
buòky, která vede k normální stavbì a funkci mikroorganismu [12].

Prezentovaná práce byla zamìøena na studium vlivu vybraných chemic−
kých stresových faktorù (nisinu, EDTA, smìsi organických kyselin) na tech−
nologicky rizikové gramnegativní bakteriální kmeny Escherichia coli
DMF 7502 a Pseudomonas fluorescens DMF 9010, u kterých nedošlo vlivem
chemických stresù k letální inhibici, ale pouze k subletálnímu poškození.
Skuteènost, že buòky bakteriálních kmenù byly pùsobením zvolených kon−
centrací EDTA a organických kyselin poškozeny subletálnì, a ne letálnì,
byla prokázána v minulosti s využitím plotnové metody využívající kultivace
poškozených i nepoškozených bunìk bakterií na selektivních a neselektiv−
ních médiích [13].

Materiál  a  metody

Bakteriální kmeny
K experimentùm byly použity gramnegativní bakteriální kmeny

Escherichia coli DMF 7502 (Ústav biochemie a mikrobiologie, VŠCHT
Praha, Èeská republika) a Pseudomonas fluorescens DMF 9010 (Sbírka kul−
tur mlékaøských mikroorganismù Laktoflora, Milcom a. s., Praha, Èeská re −
publika). Oba kmeny byly jednorázovì kultivovány (1 % obj. inokulum)
v živném bujónu (Oxoid, Basingstoke, Velká Británie) pøi teplotì 30 °C
po dobu 16 h. Pro stanovení rùstové aktivity obou kmenù byla použita meto−
da stanovení poètu bakterií [JTK.ml−1] jednorázovì kultivovaných na živném
agaru pøi teplotì 30 °C po dobu 72 h za aerobních podmínek [14].
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Stanovení úèinku nisinu na nepoškozené bakteriální kmeny
Pro stanovení úèinku nisinu (Nisaplin®, Danisco, Brabrand, Dánsko)

na rùst nepoškozených bakteriálních kmenù E. coli a P. fluorescens byly pou−
žity kmeny zaoèkované (1% obj. inokulum) do živného bujónu s nisinem (0;
0,0025; 0,025; 0,25; 2,5 mg.l−1). Po jednorázových kultivacích kmenù pøi tep−
lotì 30 °C po dobu 16 h byly zmìøeny absorbance obou kultur (A615) a ze zís−
kaných hodnot absorbancí (A615) bylo následnì vypoèteno procento rùstu
bunìk (viz. rovnice 1) obou bakteriálních kmenù.

Rùst bunìk [%] = A615(x) / A615(0) x 100 (rovnice 1)

kde A615(x) je absorbance bakteriální kultury kultivované v živném bujó−
nu s nisinem (0; 0,0025; 0,025; 0,25; 2,5 mg.l−1) za daných podmínek kultiva−
ce (absorbance byla mìøena oproti sterilnímu živnému bujónu s nisinem (0;
0,0025; 0,025; 0,25; 2,5 mg.l−1)) a A615(0) je absorbance bakteriální kultury
kultivované v živném bujónu za daných podmínek kultivace (absorbance
byla mìøena oproti sterilnímu živnému bujónu).

Subletální poškození bakteriálních kmenù pomocí EDTA
Bakteriální kmeny E. coli a P. fluorescens byly jednorázovì kultivovány

(1 % obj. inokulum) v živném bujónu s EDTA (Sigma−Aldrich, St. Louis,
USA) ve formì dihydrátu disodné soli (7440 mg.l−1) pøi teplotì 30 °C
po dobu 16 h. Procento rùstu bunìk bakterií (viz. rovnice 1) obou kmenù,
po subletálním poškození úèinkem EDTA, bylo vypoèteno z namìøených
hodnot absorbancí (A615). Namìøená hodnota absorbance A615(x) pøedsta−
vovala absorbanci bakteriální kultury, kultivované v živném bujónu s EDTA
(7440 mg.l−1) za daných podmínek kultivace (absorbance byla mìøena opro−
ti sterilnímu živnému bujónu s EDTA 7440 mg.l−1).

Subletální poškození bakteriálních kmenù smìsí organických kyselin
Kmeny bakterií E. coli a P. fluorescens byly jednorázovì kultivovány (1 %

obj. inokulum) v živném bujónu se smìsí organických kyselin pøi teplotì
30 °C po dobu 16 h. K pøípravì smìsi organických kyselin byly použity kon−
centrované roztoky kyseliny mléèné (98 % hm.), kyseliny octové (99 % hm.)
a kyseliny propionové (99 % hm.), všechny chemikálie Sigma−Aldrich,
St. Louis, USA, v pomìru 40 : 16 : 16 % obj. smíchané s vodou (pH 5,5).
K rozborùm byla brána 1% obj. úroveò pøipravené vodné smìsi organických
kyselin. Výsledné koncentrace organických kyselin v živném bujónu byly:
kyselina mléèná (272 mg.l−1), kyselina octová (1030 mg.l−1) a kyselina pro −
pionová (835 mg.l−1). Procento rùstu bunìk (viz. rovnice 1) obou bakteriál−
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ních kmenù, po subletálním poškození smìsí organických kyselin, bylo vypo−
èteno ze získaných hodnot absorbancí (A615). Namìøená hodnota absorban−
ce A615(x) pøedstavovala absorbanci bakteriální kultury, kultivované
v živném bujónu se smìsí organických kyselin za daných podmínek kultivace
(absorbance byla mìøena oproti sterilnímu živnému bujónu se smìsí orga−
nických kyselin).

Stanovení úèinku nisinu na subletálnì poškozené bakteriální kmeny
Bakteriální kmeny E. coli a P. fluorescens, kultivované v živném bujónu

(1 % obj. inokulum) pøi teplotì 30 °C po dobu 16 h, byly nejprve subletálnì
poškozeny pùsobením konkrétního subletálního chemického stresu, tzn.
EDTA (7440 mg.l−1) nebo smìsí organických kyselin: kyselina mléèná
(272 mg.l−1), kyselina octová (1030 m.l−1), kyselina propionová (835 mg.l−1).
Poškozené buòky bakteriálních kmenù byly následnì kultivovány (1 % obj.
inokulum subletálnì poškozených bunìk bakterií) v živném bujónu s nisi−
nem (2,5 mg.l−1) pøi teplotì 30 °C po dobu 16 h. Ze získaných hodnot absor−
bancí (A615) bylo vypoèteno procento rùstu bunìk bakterií (viz. rovnice 1)
pro oba kmeny. Namìøená hodnota absorbance A615(x) pøedstavovala
absorbanci poškozené bakteriální kultury (pomocí EDTA nebo smìsi orga−
nických kyselin) následnì kultivované v živném bujónu s nisinem (2,5 mg.l−1)
za daných podmínek kultivace. Absorbance byla mìøena proti sterilnímu
živnému bujónu s nisinem (2,5 mg.l−1).

Reparace subletálnì poškozených bakteriálních kmenù
Reparaèní procedura byla uskuteènìna u bakteriálních kmenù E. coli

a P. fluorescens subletálnì poškozených kombinovaným pùsobením EDTA
(7440 mg.l−1) s následným pùsobením nisinu (2,5 mg.l−1) nebo smìsi organic−
kých kyselin: kyselina mléèná (272 mg.l−1), kyselina octová (1030 mg.l−1),
kyselina propionová (835 mg.l−1) s následným pùsobením nisinu (2,5 mg.l−1).
Pro reparaci byl použit vodný reparaèní roztok o pH 7 obsahující následující
chemikálie: MgSO4.7H2O (0,1 % hm.), MnSO4 (0,1 % hm.), KH2PO4

(0,5 % hm.) a kyselinu pyrohroznovou (0,1 % hm.), všechny chemikálie
Sigma−Aldrich, St. Louis, USA. Poškozené buòky bakterií byly odstøedìny
(4000 ot.min−1/0 °C/15 min) a suspendovány do reparaèního média, kde byly
podrobeny reparaci pøi teplotì 30 °C po dobu 2 h. Zreparované buòky byly
poté zaoèkovány do živného bujónu (1 % obj. inokulum zreparovaných
bunìk) a kultivovány pøi teplotì 30 °C po dobu 16 h. Ze získaných hodnot
absorbancí (A615) bylo pro oba kmeny vypoèteno procento rùstu bunìk bak−
terií (viz. rovnice 1). Namìøená hodnota absorbance A615(x) pøedstavovala
absorbanci zreparované bakteriální kultury kultivované v živném bujónu
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za daných podmínek kultivace (absorbance byla mìøena oproti sterilnímu
živnému bujónu).

Všechny výsledky uvedené v práci jsou prùmìrem minimálnì ze tøí sta−
novení.

Výsledky a diskuse

V prezentované práci byl zjiš�ován rozdíl v kombinaci úèinku EDTA
a nisinu a organických kyselin a nisinu na gramnegativní bakteriální kmeny
E. coli a P. fluorescens. Výbìr stresových faktorù i testovaných gramnegativ−
ních bakterií mìly vazbu na experimentální výzkum této problematiky
v minulých letech [15]. Kmeny E. coli a P. fluorescens rostly dobøe v živném
bujónu a jejich denzity dosahovaly po jednorázové 16h kultivaci shodnì øádu
108 JTK.ml−1.
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OBR. 1. Pøímý úèinek nisinu (0; 0,0025; 0,025; 0,25; 2,5 mg.l−1) na nepoškozené bunky E. coli
DMF 7502 (�) a P. fluorescens DMF 9010 (�) po jejich jednorázové kultivaci v živném
bujónu s nisinem pøi 30 °C bìhem 16 h.

FIG. 1. Direct effect of nisin (0, 0.0025, 0.025, 0.25, 2.5 mg.l−1) on non−injured cells of E. coli
DMF 7502 (�) and P. fluorescens DMF 9010 (�) after their batch cultivation in the nutrient
broth with nisin at 30 °C during 16 h.
1 − growth of cells, 2 − concentration of nisin.



Úèinek experimentálnì zvolených koncentrací nisinu (0; 0,0025; 0,025;
0,25; 2,5 mg.l−1) na nepoškozené kmeny E. coli a P. fluorescens je demonstro−
ván na obr. 1. Použité koncentrace nisinu nezpùsobily prokazatelný pøímý
inhibièní úèinek na rùst testovaných kmenù. U kmene P. fluorescens byl
v prostøedí nižších koncentrací nisinu (0; 0,0025; 0,025; 0,25 mg.l−1) zjištìn
mírnì stimulaèní úèinek. Dùvodem zjištìné stimulace se zdá být hypotéza, že
bakterie využívaly pro svùj rùst proteinové složky mléka obsažené v nisi−
novém preparátu Nisaplinu® (obsah proteinù 12 % hm.) [4]. Na základì
experimentu uvedeného v této i pøedchozích pracích [16] bylo zjištìno, že
urèitý inhibièní úèinek na oba gramnegativní kmeny zaèíná od koncentrace
nisinu 2,5 mg.l−1, která byla zvolena pro kombinované pùsobení s dalšími
faktory a pøedstavuje koncentraci používanou ke konzervaci nìkterých
potravin v potravináøském prùmyslu. Prak ticky používané koncentrace nisi−
nu se v potravináøském prùmyslu se pohybují od 0,625 do 12,5 mg.l−1 [4]. Jak
bylo publikováno v minulosti, pùsobení nisinu samostatnì i v kombinaci
s dalšími fyzikálními (záhøev, mrazení) [1, 17] nebo chemickými (organické
kyseliny, EDTA, NaCl) [1, 15] stresovými faktory bylo výraznì silnìjší
na grampozitivní bakterie [18] než na gramnegativní bakterie [1].

Výsledky úèinku EDTA (7440 mg.l−1), úèinku EDTA (7440 mg.l−1) s ná −
sledným pùsobením nisinu (2,5 mg.l−1) a úèinku finální reparaèní procedury
na bakteriální kmeny E. coli a P. fluorescens jsou uvedeny na obr. 2. Z obráz−
ku je patrné, že pøi pùsobení EDTA došlo u kmene P. fluorescenss k inten−
zivnìjšímu potlaèení rùstu (na 3,5 % pùvodního rùstu bunìk) než u kmene
E. coli. V potravináøském prùmyslu Èeské republiky jsou pøídavky EDTA
(E 385) v nejvyšším povoleném množství 75–250 mg.kg−1, resp. mg.l−1 [19]
povoleny pro rùzné potravináøské výrobky. Z našich výsledkù je zøejmé, že
námi používaná koncentrace EDTA (7440 mg.l−1) pøevzatá z literatury [20],
která je øádovì vyšší než v potravináøství Èeské republiky pøípustné hodno−
ty, avšak vykazující úroveò inhibice srovnatelnou s použitou smìsí organic−
kých kyselin, zpùsobila výrazný úbytek životaschopnosti obou gramnegativ−
ních kmenù.

Z výsledkù úèinku EDTA (7440 mg.l−1) s následným pùsobením nisinu
(2,5 mg.l−1) na bakteriální kmeny E. coli a P. fluorescens je možné konstato−
vat, že pøídavek nisinu ve formì Nisaplinu® zeslabil úèinek chelataèního
èinidla na oba testované mikroorganismy. Z literatury je známo, že pro fy −
ziologické poškození bunìk E. coli bylo úspìšnì použito kombinace bakte −
riocinù s chelataèními èinidly [1, 21]. Tato zjištìná skuteènost je v relativním
rozporu s tìmito údaji. Buòky gramnegativních bakterií se pravdìpodobnì
v prostøedí Nisaplinu®, obsahujícího urèité množství proteinù, sacharidù
a minerálních látek mléka, reparovaly a následnì byly schopné rùstu
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v živném bujónu. K prùkazu inhibice bunìk poškozených pomocí EDTA
s následným pùsobením nisinu by bylo vhodné vyzkoušet pøídavek samotné
aktivní látky nisinu.

Výsledky reparace bakteriálních kmenù E. coli a P. fluorescens, po jejich
pøedchozím poškození EDTA (7440 mg.l−1) a následnì nisinem (2,5 mg.l−1)
v reparaèním roztoku za vhodných kultivaèních podmínek ukazuje obr. 2.
Obecnì se dá konstatovat, že u obou bakteriálních kmenù došlo bìhem
finálních reparací k relativnì vysokému nárùstu jejich bunìk (vzhledem
k pùvodním bunìèným populacím). Již døíve bylo zjištìno, že se vìtšina
bunìk bakterií reparuje bìhem 2 hodin pøi vhodné teplotì rùstu v nutriènì
bohatém neselektivním médiu [22].

Výsledky samotného úèinku smìsi organických kyselin: kyseliny mléèné
(272 mg.l−1), kyseliny octové (1030 mg.l−1), kyseliny propionové (835 mg.l−1)
[1], dále úèinku smìsi organických kyselin s následným pùsobením nisinu
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OBR. 2. Pøímý úèinek nisinu (2,5 mg.l−1), úèinek EDTA (7440 mg.l−1), úèinek EDTA
(7440 mg.l−1) s následným pùsobením nisinu (2,5 mg.l−1) a úèinek reparaèní procedury
na E. coli DMF 7502 (�) a P. fluorescens DMF 9010 (�) po jednorázové kultivaci kmenù
v živném bujónu pøi 30 °C bìhem16 h.

FIG. 2. Direct nisin effect (2.5 mg.l−1), effect of EDTA (7440 mg.l−1), effect of EDTA
(7440 mg.l−1) with a subsequent effect of nisin (2.5 mg.l−1), and effect of the reparation pro−
cedure on E. co li DMF 7502 (�) and P. fluorescens DMF 9010 (�) after the batch cultivation
of strains in the  nutrient broth at 30 °C during 16 h.
1 − growth of cells, 2 − control, 3 − nisin, 4 − reparation.



(2,5 mg.l−1) a úèinku finální reparaèní procedury na bakteriální kmeny E. coli
a P. fluorescens jsou uvedeny na obr. 3. Na obrázku je demonstrováno, že
smìs organických kyselin vykazovala silný inhibièní úèinek na oba bakteriál−
ní kmeny, a tento úèinek byl ještì intenzivnìjší, než v pøípadì EDTA.
V potravináøském prùmyslu Èeské republiky se nìkteré organické kyseliny,
napø. kyselina mléèná (pouze L(+)−forma, E 270), kyselina octová (E 260)
nebo kyselina propionová (E 280), nebo jejich soli, používají jako pøídatné
látky [23] v deklarovaném nejvyšším povoleném množství v rozmezí hodnot
2000–3000 mg.l−1, resp. mg.kg−1 pro relativnì velmi široké spektrum potravi−
náøských výrobkù [19, 24]. Námi testovaná  smìs organických kyselin výše
uvedených koncentrací (složená z kyseliny mléèné, kyseliny octové a kyseli−
ny propionové) se ve zvoleném systému jevila jako velmi úèinná.
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OBR. 3. Pøímý úèinek nisinu (2,5 mg.l−1), úèinek smìsi organických kyselin: kyselina mléèná
(272 mg.l−1), kyselina octová (1030 mg.l−1), kyselina propionová (835 mg.l−1), úèinek smìsi
organických kyselin s následným pùsobením nisinu (2,5 mg.l−1) a úèinek reparaèní procedury
na E. coli DMF 7502 (�) a P. fluorescens DMF 9010 (�) po jednorázové kultivaci kmenù
v živném bujónu pøi 30 °C bìhem 16 h.

FIG. 3. Direct effect of nisin (2.5 mg.l−1), effect of the mixture of organic acids: lactic acid
(272 mg.l−1), acetic acid (1030 mg.l−1), propionic acid (835 mg.l−1), effect of the mixture
of organic acids with a subsequent effect of nisin (2.5 mg.l−1), and the effect of the reparation
procedure on E. coli DMF 7502 (�) and P. fluorescens DMF 9010 (�) after batch cultivations
of strains in a nutrient broth at 30 °C during 16 h.
1 − growth of cells, 2 − control, 3 − nisin, 4 − organic acids, 5 − reparation.



Podobnì jako v pøípadì EDTA, námi zvolená koncentrace nisinu, apliko−
vaná ve formì Nisaplinu®, zpùsobila snížení inhibièních úèinkù smìsi orga−
nických kyselin na rùst obou gramnegativních bakteriálních kmenù kultivo−
vaných v živném bujónu. Výsledky s použitou koncentrací nisinu nepotvrdi−
ly literární poznatky, které uvádìjí, že u gramnegativních bakterií a grampo−
zitivních bakterií rezistentních k bakteriocinùm, které byly subletálnì poško−
zeny mrazením, záhøevem nebo organickými kyselinami, byl prokázán inhi−
bièní úèinek nisinu nebo pediocinu AcH [1]. V budoucnu by bylo vhodné
experimentálnì vyzkoušet pùsobení vyšších koncentrací nisinu (napø.
až 25 mg.l−1).

Z výsledkù reparace bakteriálních kmenù E. coli a P. fluorescens, po jejich
pøedchozím subletálním poškození smìsí organických kyselin a následnì ni −
sinem (2,5 mg.l−1) vyplývá, že reparaèní procedura byla ménì úèinná pro oba
kmeny než reparaèní procedura následující po poškození kombinovaným
úèinkem EDTA a nisinu.

V potravinách se èasto vyskytuje smìs gramnegativních a grampozitivních
bakterií rùznì citlivých k nisinu. Tam, kde by byl nisin použit k cílenému
potlaèení rùstu grampozitivních bakterií citlivých k nisinu, je možno pøítom−
nou mikrobiální populaci rozdìlit na skupinu grampozitivních bakterií citli−
vých i necitlivých k nisinu a na skupinu gramnegativních bakterií, citlivých
k EDTA a organickým kyselinám. Pøídavek nisinu ve formì Nisaplinu®,
v doporuèeném množství postaèujícím k inhibici citlivých grampozitivních
bakterií (napø. Bacillus sp., Clostridium sp., Lactobacillus sp., Enterococ −
cus sp., Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Listeria sp., Micrococcus sp.,
Staphylococcus sp.) [4], byl použit v této práci a bylo prokázáno, že nisin
zeslaboval úèinek smìsi EDTA a organických kyselin na testované kmeny
E. coli a P. fluorescens. Z uvedeného je zøejmá potøeba ovìøování antimikro−
biálnì pùsobících faktorù nejen v modelových pokusech s jednotlivými mik−
robiálními kmeny, ale i v systémech reálných potravin obsahujících smìsnou
mikrobiální populaci.

Tato práce byla podpoøena Grantovou agenturou Èeské republiky (grant è. 104/00/D087)
a Ministerstvem školství, mládeže a tìlovýchovy Èeské republiky (grant è. CEZ:
J19/98/223300004).
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Do redakcie došlo 20.2.2003.

Effect of nisin on Escherichia coli DMF 7502 and Pseudomonas fluorescens DMF 9010
injured by reason of EDTA or mixture of organic acids

ŠVIRÁKOVÁ, E. − PLOCKOVÁ, M. − HORNÍKOVÁ, L.: Bull. potrav. Výsk., 42, 2003, p. 75−86.

SUMMARY. This work was directed to study the effect of chemical stress factors (nisin, EDTA,
mixture of organic acids) on the growth of technological risk strains Escherichia coli DMF
7502 and Pseudomonas fluorescens DMF 9010. EDTA (7440 mg.l−1) and the mixture of organ−
ic acids: lactic acid, acetic acid, propionic acid at concentrations of 272 mg.l−1, 1030 mg.l−1, and
835 mg.l−1 respectively, acting separately, exhibited intensive inhibition of both tested strains;
the mixture of organic acids was found to be slightly more effective. Addition of nisin
(2.5 mg.l−1) decreased the inhibitory effects of EDTA and of the mixture of organic acids
on both tested strains. Partial cell reparation of both tested strains treated by EDTA and nisin
or by organic acids and nisin occurred after a 2 h incubation in the reparation solution con−
taining pyruvic acid, Mg2+ and Mn2+ ions. The reparation was more successful for cells
 treated by EDTA and nisin for both tested strains.

KEYWORDS: Gram−negative bacteria; nisin, EDTA; organic acids; reparation
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