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Vliv nisinu na kmeny Escherichia coli DMF 7502
a Pseudomonas fluorescens DMF 9010 poskozené piisobenim
EDTA nebo smési organickych kyselin

EVA SVIRAKOVA - MILADA PLOCKOVA - LINDA HORNIKOVA

SOUHRN. Tato prace byla zaméfena na studium vlivu chemickych stresovych faktort
(nisin, EDTA, smés organickych kyselin) na rust technologicky rizikovych kmenu
Escherichia coli DMF 7502 a Pseudomonas fluorescens DMF 9010. Samostatné ptisobici
EDTA (7440 mg.I-!) i samostatné pusobici smés organickych kyselin: kyselina mléénd
(272 mg.I'1), kyselina octovd (1030 mg.I-1), kyselina propionova (835 mg.I'), vykazovaly
intenzivn{ inhibici obou testovanych kment; smés organickych kyselin ptisobila mirné
silngji. Pfidavek nisinu (2,5 mg.I'!) snizoval inhibi¢ni i¢inek EDTA i smési organickych
kyselin na oba testované kmeny. Césteénd reparace bunék obou testovanych kmeni vysta-
venych pusobeni EDTA a nisinu nebo organickych kyselin a nisinu nastala po 2 h inku-
bace v repara¢nim roztoku obsahujicim kyselinu pyrohroznovou, Mg2+ a Mn2+ ionty.
Ucinn&jsi reparace nastala u bunék obou kment vystavenych ti¢inku EDTA a nisinu.

KLICOVA sLOVA: gramnegativni bakterie; nisin; EDTA; organické kyseliny; reparace

Vlivem pusobeni riiznych fyzikalnich, chemickych i kombinovanych fak-
tord, pouZzivanych pfi vyrob€ potravin, mize dojit k subletdlnimu poSkozeni
bunék mikroorganismu v tomto prostfedi se nachdzejicich. Béhem subletdl-
niho poskozeni mikroorganismi se bunky prestdvaji reprodukovat a neni
mozné stanovit jejich pocet plotnovou metodou.

Tato prace je zaméfena na technologicky rizikové gramnegativni bakterie
reprezentované kmeny Escherichia coli a Pseudomonas fluorescens, které se
v potravindiskych vyrobcich mohou objevit jako disledek nedostatecné hy-
gieny a sanitace vyroby. Subletdlni poSkozeni se u bakterii projevuje naruse-
nim slabych interakci nékterych makromolekul bunék, ve zméné propust-
nosti a v destabilizaci bunéénych membran, v denaturaci riiznych proteina ¢i
enzymt [1]. U bakterii dochdzi béhem poskozeni ke konformacnim zméndm
lipopolysacharidi vnéj$i bunééné membrany, které jsou pravdépodobné
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zpusobeny ztrdtou dvojmocnych kationtti [2]. Z bakterii rezistentnich
k nepfiznivym podminkdm prostiedi se tak ndsledné stdvaji subletdln¢ po-
Skozené bakterie, které jsou citlivé napf. k jinym typtum poskozeni [1].

Mezi chemické stresové faktory zpusobujici subletdlni poskozeni bakterii
se tadi bakteriociny. Inhibi¢ni spektra bakteriocinti, produkovanych bakte-
riemi mlééného kvaseni, jejichz aplikace jsou v potravinarskych technolo-
giich mozné, obecné nezahrnuji gramnegativni bakterie [1]. Bylo objeveno,
ze zakladni icinek bakteriocinu nisinu zavisi na typu bunééné stény bakterii.
Stavba vné€jSi membrany gramnegativnich bakterif zabranuje penetraci bak-
teriocinit k mistu jejich pasobeni - tzn. do cytoplazmatické membrény,
a proto udéluje bunkdam vysoky stupen rezistence [3]. Nisin sice vykazuje
nizky inhibi¢ni ucinek vici vétSiné gramnegativnich bakterif, ale pfimo
intenzivné pusobi na grampozitivni bakterie [4]. Bylo zjiSténo [5,6], Ze nisin
destabilizuje membranové méchyrky gramnegativnich bakterii podobné jako
cytoplasmatickou membranu grampozitivnich bakterii.

Mezi znama chelatac¢ni Cinidla, zptsobujici chemické subletdlni poskoze-
ni bakterii, patf{ kyselina ethylendiaminotetraoctovd (EDTA). Ucinek
EDTA spocivad ve zmén€ membranové struktury bunék bakterif a ve zvySeni
propustnosti membrany, ke kterym dochdzi v disledku chelatace hofecna-
tych a vdpenatych iontd obsazenych v lipopolysacharidovych vrstvach
vnéjSich membrédn bakterif [7]. U gramnegativnich bakterii, rezistentnich
vuci antibiotikim nebo bakteriociniim, dochdzi vlivem EDTA ke zvySeni cit-
livosti k témto latkdm [8].

Uspésny rust bakterii je mozny jen pfi odpovidajici pH prostiedi, t. j.
vhodné koncentraci vodikovych iontd [9]. Organické kyseliny vykazuji vici
gramnegativnim bakteriim vy$3i inhibi¢ni ucinek nezZ silné anorganické kyse-
liny. Organické kyseliny maji v nedisociovaném stavu lipofilni vlastnosti,
a proto vykazuji zvy§enou schopnost prochdzet bunécénou sténou ve srovnani
s anorganickymi kyselinami. Kone¢nym vysledkem jejich ptsobenti je okyse-
leni cytoplasmy, likvidace transmembrdnového gradientu a ztrdta aktivniho
transportu Zivin pfes membrdnu. Inhibi¢ni ucinek kyselin je ovlivnén mnoha
faktory jako jsou teplota, redoxni potencidl, ale i mnozstvi a charakter mik-
roorganismi, na které pusobi [10]. Organické kyseliny jsou inhibi¢né
nejucinnéjsi v koncentraci nad 1% a pfi pH prostfedi niz§im nez 4,0.
Netcinné jsou pti pH vysiim nez 5,5. Uéinek organickych kyselin je zavisly
na hodnoté disocia¢nich konstant jednotlivych kyselin. Z toho divodu kyse-
lina propionova vykazuje vyssi inhibi¢ni{ tucinek (pK 4,9) nez kyselina octova
(pK 4,8) nebo kyselina mlécna (pK 3,9) [11]. K intenzivnéjSimu inhibi¢nimi
ucinku gramnegativnich bakterii dochazi pfi pouZiti smési organickych kyse-
lin nebo jejich soli [1].
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Ke zvySenf citlivosti riznym zpasobem subletdlné poskozenych bunék
gramnegativnich bakterif je mozné obecné vyuzit kombinace napf. s nisinem
[1], a tim i lépe a kvalitnéji konzervovat potraviny.

Subletdlné poskozené buriky bakterii jsou schopny obnovit své Zivotni
funkce za predpokladu vytvoreni vhodnych podminek prostfedi, ve kterém
tivacni médium (bohaté hlavné na proteiny, hofecnaté a manganaté ionty)
a typ resuscitacniho média. Podle rozsahu a hloubky subletdlniho poskozeni
dochazi bud pouze k reparaci poSkozenych bunék nebo k reparaci bunék
a zdroven Kk jejich resuscitaci. Proces reparace zahrnuje zaclenéni a reorga-
nizaci poskozenych makromolekul (napi. DNA, proteint, peptidoglykand
bunécéné stény) bunék bakterii véetné obnoveni piivodni konformace slouce-
nin. Resuscitace znamend piestavbu poSkozenych ¢dsti ¢i makromolekul
bunky, kterd vede k normdlni stavbé a funkci mikroorganismu [12].

Prezentovana prace byla zaméfena na studium vlivu vybranych chemic-
kych stresovych faktort (nisinu, EDTA, smési organickych kyselin) na tech-
nologicky rizikové gramnegativni bakteridlni kmeny Escherichia coli
DMEF 7502 a Pseudomonas fluorescens DMF 9010, u kterych nedoslo vlivem
chemickych stresi k letdlni inhibici, ale pouze k subletdlnimu poSkozeni.
Skutecnost, Ze bunky bakteridlnich kment byly pisobenim zvolenych kon-
centraci EDTA a organickych kyselin poSkozeny subletdlné, a ne letdlné,
byla prokdzana v minulosti s vyuZitim plotnové metody vyuzivajici kultivace
posSkozenych i neposkozenych bunék bakterii na selektivnich a neselektiv-
nich médiich [13].

Material a metody

Bakteridlni kmeny

K experimentiim byly pouzity gramnegativni bakteridlni kmeny
Escherichia coli DMF 7502 (Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT
Praha, Ceskd republika) a Pseudomonas fluorescens DMF 9010 (Sbirka kul-
tur mlékatskych mikroorganisma Laktoflora, Milcom a. s., Praha, Cesk4 re-
publika). Oba kmeny byly jednordzové kultivovdany (1 % obj. inokulum)
v zivném bujénu (Oxoid, Basingstoke, Velkd Britdnie) pfi teploté 30 °C
po dobu 16 h. Pro stanoveni riistové aktivity obou kmenti byla pouzita meto-
da stanoveni poétu bakterii [JTK.ml1] jednordzoveé kultivovanych na zivném
agaru pii teploté 30 °C po dobu 72 h za aerobnich podminek [14].
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Stanoveni vicinku nisinu na neposkozené bakteridlni kmeny

Pro stanoveni tucinku nisinu (Nisaplin®, Danisco, Brabrand, Dénsko)
na rust neposkozenych bakteridlnich kment E. coli a P fluorescens byly pou-
zity kmeny zaockované (1% obj. inokulum) do Zivného bujonu s nisinem (0;
0,0025; 0,025; 0,25; 2,5 mg.I'1). Po jednorazovych kultivacich kment pfi tep-
loté 30 °C po dobu 16 h byly zméfeny absorbance obou kultur (Ae1s) a ze zis-
kanych hodnot absorbanci (As15) bylo ndsledné vypocteno procento ristu
bunék (viz. rovnice 1) obou bakteridlnich kmenu.

Rust bunék [%] = As15(x) / Aes15(0) x 100 (rovnice 1)

kde As15(x) je absorbance bakteridln{ kultury kultivované v Zivném bujo-
nu s nisinem (0; 0,0025; 0,025; 0,25; 2,5 mg.I'!) za danych podminek kultiva-
ce (absorbance byla méfena oproti sterilnimu Zivhému bujonu s nisinem (0;
0,0025; 0,025; 0,25; 2,5 mg.l'1)) a Ae15(0) je absorbance bakteridlni kultury
kultivované v zivném bujénu za danych podminek kultivace (absorbance
byla méfena oproti sterilnimu zivnému bujonu).

Subletdlni poskozeni bakteridlnich kmenit pomoci EDTA

Bakteridlni kmeny E. coli a P. fluorescens byly jednorazové kultivovany
(1 % obj. inokulum) v Zivném bujénu s EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) ve formé dihydratu disodné soli (7440 mg.l-!) pii teploté 30 °C
po dobu 16 h. Procento rastu bunék bakterif (viz. rovnice 1) obou kment,
po subletdlnim poskozeni ucinkem EDTA, bylo vypocteno z namérfenych
hodnot absorbanci (As15). Naméfend hodnota absorbance Agis5(x) predsta-
vovala absorbanci bakteridlni kultury, kultivované v Zivném bujonu s EDTA
(7440 mg.1'1) za danych podminek kultivace (absorbance byla méfena opro-
ti sterilnimu zivnému bujénu s EDTA 7440 mg.1-1).

Subletdlni poskozeni bakteridlnich kmenii smési organickych kyselin

Kmeny bakterii E. coli a P. fluorescens byly jednorazové kultivovany (1 %
obj. inokulum) v zivhém bujonu se smési organickych kyselin pfi teploté
30 °C po dobu 16 h. K pripraveé smési organickych kyselin byly pouzity kon-
centrované roztoky kyseliny mlécné (98 % hm.), kyseliny octové (99 % hm.)
a kyseliny propionové (99 % hm.), vSechny chemikdlie Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA, v poméru 40 : 16 : 16 % obj. smichané s vodou (pH 5,5).
K rozbortim byla brdna 1% obj. iroven pfipravené vodné smési organickych
kyselin. Vysledné koncentrace organickych kyselin v Zivném bujonu byly:
kyselina mlé¢na (272 mg.I'1), kyselina octova (1030 mg.l-1) a kyselina pro-
pionova (835 mg.I'1). Procento ristu bunék (viz. rovnice 1) obou bakteridl-
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nich kmen1, po subletdlnim poskozeni smési organickych kyselin, bylo vypo-
¢teno ze ziskanych hodnot absorbanci (As15). Naméfend hodnota absorban-
ce Ap15(x) predstavovala absorbanci bakteridlni kultury, kultivované
v Zivném bujonu se smési organickych kyselin za danych podminek kultivace
(absorbance byla méfena oproti sterilnimu zivnému bujénu se smési orga-

nickych kyselin).

Stanovent ticinku nisinu na subletdlné poskozené bakteridlni kmeny

Bakteridlni kmeny E. coli a P. fluorescens, kultivované v Zivném bujonu
(1 % obj. inokulum) pfi teploté 30 °C po dobu 16 h, byly nejprve subletdlné
poSkozeny ptlisobenim konkrétniho subletdlnitho chemického stresu, tzn.
EDTA (7440 mg.l!) nebo smési organickych kyselin: kyselina mlé¢nd
(272 mg.I'1), kyselina octova (1030 m.I'1), kyselina propionova (835 mg.I'1).
Poskozené bunky bakteridlnich kment byly ndsledné kultivovany (1 % obj.
inokulum subletdlné poSkozenych bunék bakterif) v Zivném bujonu s nisi-
nem (2,5 mg.I'!) pfi teploté 30 °C po dobu 16 h. Ze ziskanych hodnot absor-
banci (Ae15) bylo vypocteno procento ristu bunék bakterif (viz. rovnice 1)
pro oba kmeny. Naméfend hodnota absorbance Agi5(x) predstavovala
absorbanci poskozené bakteridlni kultury (pomoci EDTA nebo smési orga-
nickych kyselin) nasledné kultivované v zivném bujonu s nisinem (2,5 mg.1-1)
za danych podminek kultivace. Absorbance byla méfena proti sterilnimu
zivnému bujonu s nisinem (2,5 mg.I'1).

Reparace subletdlné poskozenych bakteridlnich kmenui

Reparacéni procedura byla uskuteénéna u bakteridlnich kment E. coli
a P, fluorescens subletdlné poskozenych kombinovanym ptlisobenim EDTA
(7440 mg.I'!) s naslednym pusobenim nisinu (2,5 mg.1-1) nebo smési organic-
kych kyselin: kyselina mlééna (272 mg.l1), kyselina octova (1030 mg.I-1),
kyselina propionova (835 mg.l-1) s naslednym ptsobenim nisinu (2,5 mg.I'1).
Pro reparaci byl pouzit vodny reparacni roztok o pH 7 obsahujici ndsledujici
chemikdlie: MgSO4.7H20 (0,1 % hm.), MnSO4 (0,1 % hm.), KH2PO4
(0,5 % hm.) a kyselinu pyrohroznovou (0,1 % hm.), vSechny chemikalie
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. PoSkozené bunky bakterii byly odstfedény
(4000 ot.min"1/0 °C/15 min) a suspendovany do repara¢niho média, kde byly
podrobeny reparaci pii teploté 30 °C po dobu 2 h. Zreparované buriky byly
poté zaoCkovany do Zivného bujonu (1 % obj. inokulum zreparovanych
bun¢k) a kultivovany pfi teploté 30 °C po dobu 16 h. Ze ziskanych hodnot
absorbanci (As15) bylo pro oba kmeny vypocteno procento riistu bunék bak-
terif (viz. rovnice 1). Naméfend hodnota absorbance Ag15(x) predstavovala
absorbanci zreparované bakteridlni kultury kultivované v Zivném bujonu
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za danych podminek kultivace (absorbance byla méfena oproti sterilnimu
Zivnému bujénu).

Vsechny vysledky uvedené v préci jsou primérem minimalné ze tif sta-
noveni.

Vysledky a diskuse

V prezentované praci byl zjiStovdn rozdil v kombinaci u¢inku EDTA
a nisinu a organickych kyselin a nisinu na gramnegativni bakteridlni kmeny
E. coli a P, fluorescens. Vybér stresovych faktoru i testovanych gramnegativ-
nich bakterii mély vazbu na experimentdlni vyzkum této problematiky
v minulych letech [15]. Kmeny E. coli a P. fluorescens rostly dobte v zZivném
bujonu a jejich denzity dosahovaly po jednordzové 16h kultivaci shodné fadu
108 JTK.ml-1.
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OBR. 1. Pfimy déinek nisinu (0; 0,0025; 0,025; 0,25; 2,5 mg.I'!) na neposkozené bunky E. coli
DMF 7502 (®) a P. fluorescens DMF 9010 (Q) po jejich jednordzové kultivaci v Zivném
bujonu s nisinem pfi 30 °C béhem 16 h.

FIG. 1. Direct effect of nisin (0, 0.0025, 0.025, 0.25, 2.5 mg.I'!) on non-injured cells of E. coli
DMF 7502 (®) and P, fluorescens DMF 9010 (Q) after their batch cultivation in the nutrient
broth with nisin at 30 °C during 16 h.

1 - growth of cells, 2 - concentration of nisin.
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Utinek experimentdlné zvolenych koncentraci nisinu (0; 0,0025; 0,025;
0,25; 2,5 mg.I-1) na neposkozené kmeny E. coli a P, fluorescens je demonstro-
van na obr. 1. PouZité koncentrace nisinu nezpusobily prokazatelny piimy
inhibi¢ni ucinek na rust testovanych kmend. U kmene P fluorescens byl
v prosttedi niz§ich koncentraci nisinu (0; 0,0025; 0,025; 0,25 mg.I'!) zjistén
mirné stimulacni u¢inek. Divodem zjiSténé stimulace se zda byt hypotéza, ze
bakterie vyuzivaly pro svij rast proteinové slozky mléka obsazené v nisi-
novém prepardtu Nisaplinu® (obsah proteint 12 % hm.) [4]. Na zdkladé
experimentu uvedeného v této i pfedchozich pracich [16] bylo zjisténo, ze
urcity inhibi¢ni i¢inek na oba gramnegativni kmeny zac¢ind od koncentrace
nisinu 2,5 mg.l-'l, kterd byla zvolena pro kombinované pusobeni s dal§imi
faktory a predstavuje koncentraci pouzivanou ke konzervaci nékterych
potravin v potravinaiském pramyslu. Prakticky pouZivané koncentrace nisi-
nu se v potravinarském pramyslu se pohybuji od 0,625 do 12,5 mg.1-1 [4]. Jak
bylo publikovdano v minulosti, ptisobeni nisinu samostatné i v kombinaci
s dal$imi fyzikdlnimi (zdahfev, mrazeni) [1, 17] nebo chemickymi (organické
kyseliny, EDTA, NaCl) [1, 15] stresovymi faktory bylo vyrazné siln&jsi
na grampozitivni bakterie [18] nez na gramnegativni bakterie [1].

Vysledky uc¢inku EDTA (7440 mg.I'1), d¢inku EDTA (7440 mg.l'1) s na-
slednym pusobenim nisinu (2,5 mg.I"!) a d¢inku findlni reparacni procedury
na bakteridlni kmeny E. coli a P. fluorescens jsou uvedeny na obr. 2. Z obraz-
ku je patrné, zZe pfi pusobeni EDTA doslo u kmene P. fluorescenss k inten-
zivnéjSimu potlaceni ristu (na 3,5 % puivodniho ristu bunék) neZ u kmene
E. coli. V potravinafském primyslu Ceské republiky jsou ptidavky EDTA
(E 385) v nejvys$sim povoleném mnozstvi 75-250 mg.kg1, resp. mg.l-1 [19]
povoleny pro rizné potravindrské vyrobky. Z naSich vysledka je ziejmé, ze
nami pouzivand koncentrace EDTA (7440 mg.l-1) pfevzatad z literatury [20],
kterd je fadové vys§i nez v potravinaistvi Ceské republiky pifpustné hodno-
ty, avSak vykazujici droven inhibice srovnatelnou s pouzitou smési organic-
kych kyselin, zptisobila vyrazny tbytek Zivotaschopnosti obou gramnegativ-
nich kmend.

Z vysledku dcinku EDTA (7440 mg.I'l) s naslednym ptsobenim nisinu
(2,5 mg.I'l) na bakteridlni kmeny E. coli a P. fluorescens je mozné konstato-
vat, ze pridavek nisinu ve formé Nisaplinu® zeslabil tcinek chelata¢niho
¢inidla na oba testované mikroorganismy. Z literatury je zndmo, Ze pro fy-
ziologické poskozeni bunék E. coli bylo uspésné pouzito kombinace bakte-
riocint s chelatacnimi ¢inidly [1, 21]. Tato zjiSténa skutecnost je v relativnim
rozporu s témito udaji. Bunikky gramnegativnich bakterif se pravdépodobné
v prostiedi Nisaplinu®, obsahujictho ur¢ité mnozstvi proteint, sacharidu
a minerdlnich ldtek mléka, reparovaly a ndsledné byly schopné riistu
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OBR. 2. Piimy dcinek nisinu (2,5 mgll), u¢inek EDTA (7440 mg.l!), ucinck EDTA
(7440 mg.I'!) s ndslednym pusobenim nisinu (2,5 mg.l!) a déinek repara¢ni procedury
na E. coli DMF 7502 (®) a P. fluorescens DMF 9010 (Q) po jednordzové kultivaci kment
v zivném bujonu pfi 30 °C béhem16 h.

FIG. 2. Direct nisin effect (2.5 mg.l!), effect of EDTA (7440 mgl1), effect of EDTA
(7440 mg.I'!) with a subsequent effect of nisin (2.5 mg.I'1), and effect of the reparation pro-
cedure on E. coli DMF 7502 (®) and P, fluorescens DMF 9010 (Q) 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.

v zivném bujonu. K prikazu inhibice bun€k poskozenych pomoci EDTA
s ndslednym pusobenim nisinu by bylo vhodné vyzkouSet pridavek samotné
aktivni latky nisinu.

Vysledky reparace bakteridlnich kmenu E. coli a P fluorescens, po jejich
predchozim poskozeni EDTA (7440 mg.1'!) a nasledné nisinem (2,5 mg.1'1)
v reparaénim roztoku za vhodnych kultivaénich podminek ukazuje obr. 2.
Obecné se da konstatovat, Ze u obou bakterialnich kment doslo béhem
findlnich reparaci k relativné vysokému narastu jejich bunék (vzhledem
k plivodnim bunéénym populacim). Jiz diive bylo zjisténo, ze se vétSina
bunék bakterii reparuje béhem 2 hodin pfi vhodné teploté riistu v nutri¢né
bohatém neselektivnim médiu [22].

Vysledky samotného uc¢inku smési organickych kyselin: kyseliny mlé¢né
(272 mg.I-1), kyseliny octové (1030 mg.I'1), kyseliny propionové (835 mg.I-1)
[1], ddle ucinku smési organickych kyselin s ndslednym ptlisobenim nisinu
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OBR. 3. Piimy ucinek nisinu (2,5 mg.I'!), d¢inek smési organickych kyselin: kyselina mléénd
(272 mg.I'1), kyselina octovd (1030 mg.l'1), kyselina propionova (835 mg.l'l), dcinek smési
organickych kyselin s ndslednym pusobenim nisinu (2,5 mg.I'1) a déinek reparaéni procedury
na E. coli DMF 7502 (®) a P. fluorescens DMF 9010 (Q) po jednorazové kultivaci kment
v zivném bujénu pfi 30 °C béhem 16 h.

FiG. 3. Direct effect of nisin (2.5 mg.I'!), effect of the mixture of organic acids: lactic acid
(272 mg.I'1), acetic acid (1030 mg.I'l), propionic acid (835 mg.l-l), effect of the mixture
of organic acids with a subsequent effect of nisin (2.5 mg.I'!), and the effect of the reparation
procedure on E. coli DMF 7502 (®) and P, fluorescens DMF 9010 (Q) 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.

(2,5 mg.I'1) a dcinku findlni repara¢ni procedury na bakteridlni kmeny E. coli
a P. fluorescens jsou uvedeny na obr. 3. Na obrazku je demonstrovano, ze
smés organickych kyselin vykazovala silny inhibi¢ni u¢inek na oba bakterial-
ni kmeny, a tento ucinek byl jeSté intenzivnéjsi, nez v piipadé¢ EDTA.
V potravinaiském priimyslu Ceské republiky se nékteré organické kyseliny,
napft. kyselina mléénd (pouze L(+)-forma, E 270), kyselina octova (E 260)
nebo kyselina propionovad (E 280), nebo jejich soli, pouzivaji jako pfidatné
latky [23] v deklarovaném nejvySSim povoleném mnozstvi v rozmezi hodnot
2000-3000 mg.l-1, resp. mg.kg-! pro relativné velmi Siroké spektrum potravi-
nafskych vyrobku [19, 24]. Ndmi testovand smés organickych kyselin vyse
uvedenych koncentraci (sloZzend z kyseliny mlé¢né, kyseliny octové a kyseli-
ny propionové) se ve zvoleném systému jevila jako velmi dcinna.
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Podobné jako v ptipadé EDTA, nami zvolend koncentrace nisinu, apliko-
vana ve formé Nisaplinu®, zptsobila snizenf inhibi¢nich tu¢ink smési orga-
nickych kyselin na riist obou gramnegativnich bakteridlnich kmena kultivo-
vanych v zivném bujonu. Vysledky s pouzitou koncentraci nisinu nepotvrdi-
ly literdrni poznatky, které uvadéji, Ze u gramnegativnich bakterif a grampo-
zitivnich bakterif rezistentnich k bakteriocintim, které byly subletdln¢ posko-
zeny mrazenim, zahfevem nebo organickymi kyselinami, byl prokdzan inhi-
bi¢ni ucinek nisinu nebo pediocinu AcH [1]. V budoucnu by bylo vhodné
experimentdlné vyzkouSet pusobeni vy$Sich koncentraci nisinu (napf.
az 25 mg.I'1).

Z vysledki reparace bakteridlnich kment E. coli a P. fluorescens, po jejich
predchozim subletdlnim poSkozeni smési organickych kyselin a ndsledné ni-
sinem (2,5 mg.I'1) vyplyvd, Ze repara¢ni procedura byla méné dicinnd pro oba
kmeny nez reparacni procedura ndsledujici po poSkozeni kombinovanym
uc¢inkem EDTA a nisinu.

V potravindch se Casto vyskytuje smés gramnegativnich a grampozitivnich
bakterif rdzné citlivych k nisinu. Tam, kde by byl nisin pouzit k cilenému
potlaceni ristu grampozitivnich bakterii citlivych k nisinu, je moZno pritom-
nou mikrobidlni populaci rozdélit na skupinu grampozitivnich bakterif citli-
vych i necitlivych k nisinu a na skupinu gramnegativnich bakterif, citlivych
k EDTA a organickym kyselindm. Pfidavek nisinu ve formé Nisaplinu®,
v doporuceném mnozstvi postacujicim k inhibici citlivych grampozitivnich
bakterii (napi. Bacillus sp., Clostridium sp., Lactobacillus sp., Enterococ-
cus sp., Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Listeria sp., Micrococcus sp.,
Staphylococcus sp.) [4], byl pouzit v této praci a bylo prokdzdno, Ze nisin
zeslaboval tucinek smési EDTA a organickych kyselin na testované kmeny
E. coli a P, fluorescens. Z uvedeného je ziejma potieba ovérovani antimikro-
bidln€ ptisobicich faktorli nejen v modelovych pokusech s jednotlivymi mik-
robidlnimi kmeny, ale i v systémech redlnych potravin obsahujicich smésnou
mikrobidlni populaci.

Tato price byla podpofena Grantovou agenturou Ceské republiky (grant ¢. 104/00/D087)
a Ministerstvem $kolstvi, mlddeze a télovychovy Ceské republiky (grant & CEZ:
J19/98/223300004).
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Do redakcie doslo 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

SVIRAKOVA, E. - PLOCKOVA, M. - HORNIKOVA, L.: Bull. potrav. Vysk., 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.I'!) and the mixture of organ-
ic acids: lactic acid, acetic acid, propionic acid at concentrations of 272 mg.1'1, 1030 mg.l-1, and
835 mg.I'! 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.I'!) 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.

KEYwoORDS: Gram-negative bacteria; nisin, EDTA; organic acids; reparation
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