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Bakteriocinové pripravky obsahujici lanthionin
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Jejich podstata spo¢ivd v tom, Ze obsahuji
bakteriocin s obsahem lanthioninu vybrany ze
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povrchové aktivni latku. Baktericid s rozsire-
nym obsahem obsahuje navic vhodny nosic.
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Vyndlez je pokracdovanim prihlasky vynalezu ¢. 209861, podané
22. éervna 1988. Nisin je polypeptid majici antibakteridlni
vlastnosti a je primo produkovan ruznymi kmeny bakterii
Streptococcus lactis. Je zndm jako konzervacni c¢inidlo potravin
inhibujici vnéjsi rust spor urcitych grampozitivnich Bacilli.

Ackoliv se nékdy chybné a naprosto nepresné poklada za
antibiotikum, je nisin presnéji klasifikovan Jjako bakteriocin,
tj. latka bilkovinné povahy produkovand bakteriemi, majici
antibakteridalni Uéinnost pouze na druhy blizce pribuzné
bakteriim, které jej produkuji. Nisin je prirozené se vyskytujici
konzervaéni latka, ktera byla v .nizkych koncentracich nalezena
v mléku a syrech a predpokladda se, Ze je zcela netoxicka
a nealergizujici c¢lovéka.

Nové byl nisin uzndn FDA jako neskodny pro pouziti ve formé
primé potravinové pfisady u pasterovanych syrovych pomazanek,
pasterovanych pomazdnek z tavenych syrl a pasterovanych
pozmazanek z tavenych syri s ovocem, zeleninou nebo masem. Navic
vzhledem k tomu, Ze se jednda o polypeptid, jsou kaZda rezidua
nisinu v potravindch rychle stravena.

Souhrn vlastnosti nisinu je uveden v préce Hursta A.,
Advances in Applied Microbiology 27:85-123 (1981). Tato publikace
uvadi obecné znalosti o nisinu. Nisin produkovany bakteriemi
Streptococcus lactis je obchodné dostupny jako ne ¢isty pripravek

NisapinTM vyrdbény firmou Aplin & Barrett Ltd., Dorset, Anglie

a lze jej ziskat izolaci pfirozené se vyskytujiciho nisinu

z kultur Streptococcus lactis a koncentrovanim nisinu znamymi
postupy. Uvadény jsou i zpusoby vyroby nisinu za pouziti jinych
druhi Streptococcus. Viz Gonzales a spol., US patent ¢. 4716115,
vydany 29. 12. 1987. Také by bylo moZné vyrdbét nisin technologii
rekombinace DNA.

Nisin byl Uspésné pouzit jako konzervacéni prostredek
u mlékdrenskych produktl jako jsou tavené syry, smetana a mléko.
Pouziti nisinu u tavenych syrl bylo predmétem patentd v posledni
dobé. Viz US patent &. 4584199 a 4597972. PouZiti nisinu
k inhibici radstu uréitych grampozitivnich bakterii je velmi dobre
dokumentovano. Nicméné zcela uUspésnému a prijatelnému pouziti
nisinu jako konzervaéniho prost¥edku potravin dosud branil néazor,
Ze nisin je nedéinny viéi gramnegativnim a mnoha grampozitivnim
bakteriim. Gramnegativni bakterie jsou témér vidy pritomny ve
spojeni s grampozitivnimi bakteriemi a jsou hlavnim zdrojem
kaontaminace a znehodnoceni potravin. Viz Taylor, US patent C.
4584199, vydany 22. dubna 1986, a Taylor US patent &. 4597972
vydany 1. Cervence 1986; Tsai a Sandine, "Conjugal Transfer of
Nisin Plasmid Genes from Streptococcus Lactis 7962 to Leuconostoc
Dextranicum 181, Applied and Environmental Microbiology, unor
1987, str. 352; "A Natural Preservative", Food Engineering
Int'l, kvéten 1987, str. 37 aZ 38; "Focus on Nisin", Food
Manufacture, brezen 1987, str. 63.

Na rozdil od predchozich poznatki bylo nyni zjisténo, Ze
pfipravky obsahujici nisin v kombinaci s rdznymi nebaktericidnimi
prostfedky maji zvySenou baktericidni dGé¢innost vaci
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gramnegativnim bakteriim také jako zvysSenou uc¢innost vaci Sirsimu
spektru grampozitivnich bakterii neZ je nisin samotny. ZvysSena
baktericidni uWc¢innost vac¢i grampozitivnim bakteriim se projevuje
v Sirsim rozmezl pH neZ se drive uvadélo. Vyndlez poskytuje
bakteriocinové kompozice nisinu nebo jinych lanthionin
obsahujicich bakteriocinl v kombinaci s riznymi nebaktericidnimi
latkami, napriklad chelatotvornymi ¢inidly nebo povrchové
aktivnimi latkami. Vyndlez ddle poskytuje tyto kompozice
(pfipravky) rozpusténé nebo suspendované ve vhodném nosici se
zvySenym Sirokym spektrem baktericidni uc¢innosti.

Konkrétné bylo zjisténo, Ze roztok obsahujici asi 0,1 pg/ml
az 300 pg/ml za pritomnosti asi 0,1 mM aZ2 20 mM chelatotvorného
¢inidla, napriklad EDTA, prakticky eliminuje rist gramnegativnich
bakterii jako jsou Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
pseudomonas aeruginosa, Bacterioides gingivalis, Actinobacillus
actinomycetescomitans a Klebsiella pneumoniae a je Gc¢innéjsi vuci
grampozitivnim bakteriim jako je Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Listeria monocytogenes, Streptococcus
agalactiae a Coryneform bacteria neZ nisin samotny. Ackoliv
zvyseni U¢innosti nisinu pritomnosti chelatotvorného ¢inidla bylo
.2zavislé na koncentraci ¢inidla koncentrace EDTA prevysujici
20 mM inhibovaly proti oc¢ekdvani baktericidni uUc¢innost nisinu.
Nicméné za pritomnosti bilkovinného nosice a polyvalentnich
polymeri jako je sérovy albumin, kolagen, kasein a Kkeratin, byla
inhibice nisinu vys$s$imi koncentracemi vyznamné sniZena, a tim se
roz$irfuje uziteény rozsah zvysSeni uUc¢innosti nisinu pomoci EDTA.

Bylo také zjisténo, Ze roztok obsahujici asi 0,1 pg/ml az
300 pg/ml nisinu a asi 0,1 mM az 20 mM chelatotvorného c¢inidla
vykazuje dalgi zvyseni G¢innosti nisinu va¢i gramnegativnim
a grampozitivnim bakteriim za pritomnosti asi 0,01 % az 1,0 %
povrchové aktivni latky. Navic bylo zjisténo, Ze pri pritomnosti
samotné povrchové aktivni latky md& nisin zvysSenou uUc¢innost vuci
grampozitivnim bakteriim.

V predloZeném vynadlezu vhodnd chelatotvornd c¢inidla
zahrnuji, ale nejsou pouze na né omezena, EDTA, CaEDTA,
CaNa,EDTA a dal$i alkyldiamintetraacetaty, EGTA a citrat.

Povrchové aktivni latky, pouZivané jako ¢istici prostredky,
vhodné pro kombinaci s nisinem s nebo bez EDTA zahrnuji, ale
nejsou omezovdny -jen na né, neionogenni tenzidy Tweeny, Tritony
a glyceridy, ionogenni tenzidy jako jsou mastné kyseliny,
kvartérni slouceniny, aniontové tenzidy jako je dodecylsulfat
sodny a amfoterni tenzidy jako kokamidopropylbetain a emulgatory.

ProtoZe grampozitivni a gramnegativni bakterie se nalézaji
témér vidy v potravindch spoleé¢né, uc¢innost nisinovych pripravka
-na gramnegativni bakterie jakc jsou Salmonella typhimurium,
Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginisa,
Bacterioides gingivalis, Actinobacillus actinomycetescomitans
a dalsi gramnegativni pathogeny a grampozitivni bakterie bude mit
velké uplatnéni. Tyto baktericidy jsou zv1lasté vhodné pro omezeni
a prevenci kontaminace surovin p¥ipravovanych potravin a napojl
bakteridlnimi patogeny a dalsimi znehodnocujicimi mikrobidlnimi
organismy. MoZné pouzZiti se tyka osetreni masa, zejména drubeie,



3 : CZ 277995 B6

vajec, syri a ryb a oSetfeni oball potravin a manipulac¢niho
zarizeni. Dalsi uZiti maji jako konzervaéni prostfedek potravin,
u tavenych syru, smetany, mléka, mlékdrenskych vyrobkl, pri
zpracovani drubeZe, ryb, masa, zeleniny a u mlékarenskeého

a potravinadfského zarizeni. PouZiti nisinovych pripravkia neni
omezovano jen na pouzZiti u potravin a miZe byt vhodné v kazidé
situaci, pfi které je nutné nebo Zadouci eliminovat gramnegativni
a grampozitivni bakterie.

Pripravky mohou byt rozpustény ve vhodném nosic¢i, napriklad
ve vodném rozpoustédle nebo pufru nebo mohou byt suspendovany
v jakémkoli vhodném kapalném, koloidnim nebo polymernim zaklade
za vzniku baktericidl. Pfipravky nebo baktericidy mohou byt
zpracovany do masti nebo obkladl pro lékarské pouziti jako je
léc¢eni infekci, osetfeni ran nebo chirurgickych implantaci, jako
Sirokospektry dezinfek¢éni prostrfedek ve formé oralnich nebo
kozZnich vyplachi, pro dezinfekéni kartace, utérky nebo roztoky.
Baktericidy mohou byt uZity pro ¢isténi lékarskych nastroju,
predoperac¢nich chirurgickych kartaéd a podobné. Baktericidy
jsou zv1asté vhodné v téch pripadech, kdy je poZadovana
dezinfekce prostredi, ale kdy je nutné chemické germicidy
vyloudit z duvodu rizika koroze nebo toxickych rezidui.

Na rozdil od déinnosti $irokospektrych germicidnich
pripravkli, kterd je u vétsiny z nich ovliviiovdna pritomnosti
komplexnich organickych latek, jsou pripravky podle vynalezu
i¢inné jako baktericidy i za pritomnosti organickych latek, jako
je mléko nebo sérum.

O nisinu bylo zndmo, Ze optimdlné inhibuje rlist nékolika
blizce pfiibuznych grampozitivnich druha bakterii, zvlasteé
grampozitivnich bakterii tvoficich spory pri pH 5,0. Baktericidni
déinnost nisinu v roztoku s chelatotvornym ¢inidlem byla
neoby&ejné rychld a znac¢né zvySend smérem k Sirokému spektru
grampozitivnich bakterii p¥i hodnotdch pH vyssich nez 5,0 a navic
se objevila uUéinnost na gramnegativni bakterie jak v kyselém, tak
v alkalickém prostfedi vyhodné pri rozmezi pH 5,0 aZ 8,0. Tato
ne¢ekané rychld a S$irokospektrd baktericidni uc¢innost nisinu
aktivovaného chelatotvornym ¢inidlem jej ¢ini pouzZitelnym mezi
jinymi aplikacemi jako dezinfekéniho prostredku.

Nisin ndlezi do tfidy peptidovych bakteriocinl, obsahujicich
lanthionin. Do této tridy jsou také zahrnuty subtilin, epidermin,
cinnamycin, duramycin, ancovenin a Pep 5. Kazdy z téchto
peptidovych bakteriocind jej produkovédn jinym mikroorganismem.
Nicméné bylo zjisténo, Ze subtilin ziskany z urcitych kultur
Bacillus subtilis a epidermin ziskany z urc¢itych kultur
Staphylococcus epidermis maji molekdldrni struktury velmi podobné
nisinu (v'2 Hurst, str. 85 aZ 86 a Schnell a spol., Nature,
333:276 az 278). Proto lze predpokladat, Ze diky podobnosti
molekul budou i dal$i peptidové bakteriociny obsahujici
lanthionin v kombinaci s chelatotvornymi ¢inidly a naionogennimi
tenzidy eliminovat kontaminace gramnegativnimi a grampozitivnimi
mikroby.

Vyuziti G¢innosti nisinu a dalsich lanthionin obsahujicich
peptidovych bakteriocini jako baktericidnich prostredkd vacéi
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gramnegativnim bakteriim je prekvapujici, protozZe dosavadni
poznatky tuto uU¢innosti nepripoustély. Také zvysSend uc¢innost
nisinu za pritomnost EDTA vi&i grampozitivnim bakteriim pf¥i
Hodnotdch pH vétsich neZ 5,0 .je neoéekdvana, protozZe se o
predpokladalo, Ze optimdlni Gc¢innost nisinu je pri pH 5,0. Mimoto
" objev téchto G&inkl nisinu, lanthionin obsahujicich peptidovych
bakteriocini a jejich vyuziti jako baktericidua vyplnuje
dlouhotrvajici potrebu prijatelného, prirodniho, netoxického
prostredku vaci Sirokému spektru bakterii v oboru konzervace
potravin.

Ke zndzornéni vyhodného a necekané rychlého uUc¢inku smési
obsahujici nisin, EDTA a/nebo rizné povrchové aktivni latky, byla
s uvedenymi baktericidy provedena ¥ada pokusu. Tyto pokusy jsou
jen ilustrativni a predloZeny vynadlez jimi neni nijak omezovan.
Lze predpokladat, Ze dal$i bakteriociny obsahujici lanthionin
(peptidové bakteriociny) mohou u¢inné nahradit nisin a také jina
chelatotvorna ¢inidla mohou nahradit EDTA.

VSechny testy v ndsledujicich prikladech byly provedeny pri
37 °C. Zvysena sSirokospektra baktericidni u¢innost byla urcovana
stanovenim procentudlniho poc¢tu prezZivajicich bakterii po
oSetfeni baktericidnim prostredkem. Obecné, bylo inkubovéno 10
bunék sledovaného druhu v ml suspenze s novym baktericidnim
prostfedkem po urcitou dobu a potom byly bakterie izolovany
odstfedénim po dobu 2 minut. Ze shluku bakterii byl potom
baktericid vymyt pomoci pufru, oznac¢ovaného zde jako Phaglv pufr
(50 mM Tris-HCl pufr pH 7,8, 1 mM MgSO,, 4 mM CaCl,, 0,1 M NaCl

a 0,1 % Zelatiny), bakterie byly potom resuspendovany a postupné
fedény do Phagova pufru a 100 ml bakterii bylo potom vneseno na
Zivnou agarovou plotnu. Pocet prezivajicich bakterii byl stanoven
na zékladé poétu vzniklych mikrobidlnich kolonii (CFU) po
inkubaci po dobu 24 aZ 48 hodin pfi 37 °C. U&inny baktericid
podle predloZeného vyndlezu je ten, kde prezivad méné nez 0,1 %
bakterii z puavodniho poc¢tu Zivotaschopnych bakterii.

7

Priklad 1

Uéinnost nisinu a chelatotvorného &inidla vaci
gramnegativnim bakteriim (S. typhimurium)

Jak je zrejmé z tabulky 1, k doloZeni uUc¢inku baktericidu
obsahujiciho samotny nisin a nisin s chelatotvornym ¢inidlem
EDTA, byly provedeny dva testy ve 20 mM Tris pfi pH 8,0 a pri
37 °C. Kontrolni test (##) byl proveden bez EDTA a zndzornuje
uc¢inek samotného nisinu na gramnegativni bakterie S. typhimurium.
Zvysené koncentrace nisinu vykazuji urc¢ité zvysSeni Ucinnosti, ale
i Uéinnost vys$sich koncentraci za nepritomnosti EDTA pri davce
100 ug/ml nisinu preziti 1,6 %, je zcela nedostatecné pri pouziti
jako konzervac¢niho prostredku potravin. Hodnoty baktericini
uc¢innosti ziskané pro nisin s EDTA jsou vyznamné.
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Tabulka 1
Test puvodni EDTA nisin /pg/ml/
## pocet Zi- /mM/ 0 10 30 50 100 300
vych bakterii % preziti S.typhimurium po
3 hodinéch
3,ox106 0 100 51,3 - 7,0 1,6 -
5,7410¢ 20 2,5 - 1073 - <107 <1074

Test ## (tabulka 1) provedeny za pouziti nisinu s 20 mM
EDTA, znazornuje prekvapujici dGc¢innost smési nisinu pri eliminaci
sledovanych gramnegativnich bakterii.

Z tabulky 1 je zrejmé, Ze v testu ## pri koncentraci 20 mM
EDTA a 30 pg/ml nisinu m& tento baktericid vyznamnou baktericidni
i¢innost na S. typhymurium, zatimco pri koncentraci nisinu
100 pug/ml a vyssi, baktericidni smés nisinu a EDTA bakterie

prakticky eliminuje (procentoc preZiti mensi neZ 1074 znamend, Ze
pr¥i stanoveni nebyly zjistény z&dné prezivajici bakterie).
Kombinace EDTA a nisinu tedy vykazuje synergickou uUc¢innost vice
neZ tisicindsobnou vzhledem k samotnému nisinu.

Priklad 2

Uéinnost nisinu, chelatotvorného ¢inidla a povrchové aktivni
latky vaéi gramnegativnim bakteriim (S. typhymurium)

Ke stanoveni U¢inku baktericidu obsahujiciho nisin a jak
EDTA, tak povrchové aktivni 1latku Triton X-100 na S. typhimurium
byly provedeny &ty¥i pokusy (tabulka 2) ve 20 mM Tris, pH 8,0 pri
37 °C. Kontrolni pokus (##) byl stejny jako kontrolni pokus
v prikladu 1 (tabulka 1). :
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Pokus ##2 (tabulka 2) byl proveden za pouzZiti nisinu a 1%
Tritonu X-100 ale bez EDTA. Pritomnost detergentu samotného
1nh1buje déinnost nisinu na gramnegativni bakterie a nisin je
nedcinny.. Podle pokusu ##3. a ##4, které predstavuji provedeni
podle vynalezu, je prltomnost 20 mM EDTA v kombinaci s Tritonem
X-100 baktericidem, vyznamné zvysSujicim baktericidni uc¢innost
nisinu na S. typhlmurlum Ve skutec¢nosti kombinace Tritonu X-100
s EDTA, ale bez nisinu byla d¢innd, ackoliv v mensi mife neZ za
prltomnostl nisinu. Kombinace nisinu, pou21te pro pokusy ##3
a ##4 (tabulka 2) byly velmi dc¢inné, nejucinnéjsi byla.
koncentrace Tritonu X-100 1 % (test ##4, tabulka 2).

Pritomnost neionogenni povrchové aktivni latky, Tritonu
X-100 v kombinaci s EDTA zvysSuje ué¢innost nisinu na gramnegativni
bakterie, a to jesté vice, neZ vykazuje baktericid obsahujici
pouze nisin a samotnou EDTA (priklad 1).

Priklad 3

U&innost nisinu, chelatotvorného ¢inidla a povrchové aktivni
latky va¢i gramnegativnim bakteriim (S. typhimurium)

Tabulka 3 doklada zvysenou aktivitu baktericidu obsahujiciho
nisin, 20 mM chelatotvorného ¢éinidla EDTA a neionogenni povrchové
aktivni latky Tweenu 20 viéi S. typhimurium ve 20 mM Tris, pH
8,0 pr1 37 °C. Kombinace nisinu a EDTA s (1 %) Tweenu 20 jJje
déinnéjsi neZ kombinace s Tritonem X-100 (priklad 2).

Tabulka 3
Test  puvodni EDTA  Tween 20 nisin /pg/ml/
4 pocet zi~  /mM/ /%) 0 10 50 100 300
vych bakte-
- rii
% S.typhimurium prezZiva-
jicich po 3 hodinach
1 3,0x%10° 0 0 100 51,3 - 7,0 1,6 -
2 5,7x10° 20 0 2,5 - <1073 - <107%<107¢
3 4,3x10® 20 1,0 1072 -  <107% - <107%<107*
Priklad 4

U&innost nisinu, chelatotvorného ¢inidla a povrchové aktivni
ldtky vaéi gramnegativnim bakteriim (Escherichia coli)

Aktivita baktericidu obsahujiciho nisin a EDTA vac&i
gramnegativni bakterii E. coli, kterd byla stanovena, je uvedena
v tabulce 4.
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Tabulka 4
Test pavodni Triton
#5 poc¢et zi- EDTA X-100" nisin /ug/ml/
vych bakte- /mM/ /%/ 0 30 100 300
rii
% E.coli prezivajicich
. : po 2 hodinach
1 ,0 x 107 0 0 100 27 25 8,5
2 ,0 x 107 - 20 0 14,5 0,86 0,01 0,001
3 ,0 x 107 o0 1,0 100 - 30 -
4 ,0 x 107 20 1,0 1,2 0,8 0,05 <1074

Testy s a bez EDTA byly provedeny ve 20 mM Tris pufru o pH

8,0 pri 37 °C, s pocatec¢nim poctem Zivych mikroorganismi 1 X 107
bunék E. coli/ml. Funkce baktericidu byla mérena jako
procentudlni pocet bakterii preZivajicich po 2 hodinach.

V testu ## 1 (kontrolni, tabulka 4) bez EDTA,, vykazuje nisin
mdlo vyznamnou uUc¢innost pri eliminaci E. coli. V testu
(tabulka 4), kde je pritomno 20 mM EDTA, vykazuje podstatnou
aktivitu vaéi bakteriim E. coli. Aktivita se zvysuje se
stoupajici koncentraci nisinu. Kombinace nisinu s EDTA jako
baktericid prokazuje tisickrat vy&si synergické zvysSeni vuci E.
coli. V testech ## 3 a ## 4 (tabulka 4), je moZno pozorovat, Ze
Triton X-100 nemd vyznamnou baktericidni uéinnost vaé&i E. coli.
Triton X-100 pUsobi tak, Ze inhibuje uc¢innost nisinu vaci
gramnegativnim bakteriim jak bylo zjisténo u S. typhimurium
(tabulka 2). Nicméné obecné zvySeni aktivity nisinu pomoci EDTA
podstatné méni inhibiéni G¢inky Tritonu X-100, jak je zrejmé
z tabulek 2 a 4.

Tak bylo zjisténo, Ze baktericid obsahujici nisin
a chelataéni ¢inidlo jako je EDTA je uUé¢innym konzervaénim
¢inidlem potravin vicéi ruznym typim gramnegativnich bakterii i za
pritomnosti povrchové aktivnich latek.

Pr¥iklad 5

Uéinnost nisinu a chelata¢niho ¢inidla viéi gramnegativnim
bakteriim (Klebsiella pneumoniae)

Ucéinek baktericidu obsahujiciho nisin a EDTA a samotny nisin
vic¢i gramnegativnim bakteriim K. pneumoniae je uveden v tabulce
5. L '
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Tabulka 5

Test pavodni EDTA Triton nisin pg/ml

e ©  pocet Zi- /mM/ X=-100

vych bakte- /%/ 0 30 100 300

% prezivajicich po 2
hodinach

1 107 0 0 100 - 50 38

2 107 20 0 22 0,5 1,1 0,085

Dva testy, jeden s a jeden bez EDTA (kontrolni), byly
provedeny ve 20 mM Tris pufru, pH 8,0 pri 37 °C s pocatecnim

poc¢tem Zivych bakterii K. pneumoniae 107 bunék/ml. U&inek byl
hodnocen jako procenta bakterii prezivajicich po dvou hodinach.

V testu ##£1 (kontrola, tabulka 5) bez EDTA, vykazuje nisin
mdlo vyznamnou baktericidni d¢innost va&i K. pneumoniae. V testu
##2 (tabulka 5) za pritomnosti 20 mM EDTA,  vykazuje baktericid
podstatnou udéinnost viéi K. pneumoniae. U&innost se zvySuje se
stoupajici koncentraci nisinu.

Priklad 6

U&innost nisinu vac¢i gramnegativnim bakteriim (Sélmoneila
typhimurium) je zdvisld na koncentraci chelata¢niho ¢inidla.

Udaje z tabulky 6 ukazuji, 2Ze zvysSeni aktivity nisinu vacéi
gramnegativnim bakteriim (S. typhimurium) je zavislé na
koncentraci EDTA v 50 mM acetdatu sodném, pH 5,0 nebo v 20 mM
Tris, pH 8,0 p¥i 37 °C. '
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V testech## 1 a ##3 (kontrola, tabulka 6) za pouziti
-koncentraci EDTA aZ do 100 mM bez nisinu vykazuje malo vyznamnou
aktivitu vaéi S. typhimurium bud pfi pH 5,0 (##1), nebo pH (##3)
8,0. V testech ##2 a ## (tabulka 6), kde bylo pritomno
100 ug/ml nisinu v kombinaci s EDTA, Vykazuje baktericid
vyznamnou aktivitu vaéi S. typhlmurlum U¢innost byktericidl byla
podobna v kysele oblasti pH (5,0) i v zasadité oblasti pH (8,0),

i kdyZz je znamo, Ze aktivita samotneho nisinu vaéi grampozitivnim
bakteriim je optimdlni p¥i pH 5,0.

ZvySeni Géinnosti nisinu p¥itomnosti EDTA bylo za&vislé na
koncentraci EDTA a bylo optimdlni v rozmezi 0,2 mM aZ 10 mM pri
pH hodnotdch 5,0 a 8,0. S prekvapenim bylo ZJlsteno, Ze
koncentrace vy551 neZ 10 mM EDTA, se zvysovéni U¢innosti nisinu
pomoci EDTA sniZuje, sniZeni ucinnosti je vyrazné vy$si pri pH
8,0 neZ pri pH 5,0.

Priklad 7

Nisin a chelataéni éinidlo vaéi gramnegativnim bakteriim (S.
typhimurium)

ZvySeni Géinnosti nisinu za pritomnosti EDTA vaci
gramnegativnim bakteriim za pfitomnosti biologické tkane je
demonstrovadno se S. typhimurium na kufecim svalu, vysledky jsou
uvedeny v tabulce 7.
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Inkubace byla provedena bud v 50 mM octanu sodhéii, pH 5,0,
nebo 20 mM Tris, pH 8,0 pri 37 °C.

detky kuteciho svalu byly pred pouzitim &istény chlornanem
sodnym a povidonjodiem. Pro inokulaci tkané byly kostky kufeciho

svalu ponoreny do suspenze 108 bunék/ml S. typhimurium ve 20 mM
Tris HCl, pH 8,0. Prebytek vlhkosti byl odstranén z ponofenych
kostek setrfepdnim. Vzorky kufeci tkéneé byly ponoreny do pufru
obsahujiciho pripravek s nisinem, dostatec¢ného k prekryti tkané
a inkubovény pfi 37 °C po dobu 2 hodin, potom byla tkan
premisténa do Phagova pufru pouZitého v mnoZstvi dostatecném

k prekryti tkané. Bakterie zbylé v testovaném roztoku byly
oddéleny odstfedénim, promytim Phagovym pufrem a spojeny

s bakteriemi vymytymi z tk&né Phagovym pufrem. Spojené vzorky
(oznaceno "nezadrzZené" bunky) byly sériové zredény a 100 pl
podily byly pouZity pro stanoveni prezivajicich bakterii.

V testech ## 1 a## 3 (tabulka 7), za nepritomnosti nisinu bud
pri pH 5, nebo pH 8, EDTA samotnd nemda vyznamny vliv na
prezivajici S. typhimurium. V testech## 2 a## 4 (tabulka 7), za
pritomnosti 300 pg/ml nisinu vykazovaly baktericidy vyznamnou
aktivitou viéi S. typhimurium na ku¥ecich svalech pfi obou
hodnotach pH 5,0 a pH 8,0.

Zvyseni aktivity nisinu pritomnosti EDTA bylo zavislé na
jeji koncentraci, optimdlni koncentrace byla v rozmezi 0,3 mM a
10 mM EDTA pfi obou hodnotdch pH 5,0 a 8,0. Pri koncentraci vys
nez 10 mM EDTA pri pH 8,0 byla aktivace nisinu EDTA sniZena.
Nicméné jak je zfejmé z testu## 5 (tabulka 7), za pritomnosti
1,0 % hovéziho sérového albuminu pfi hodnoté pH 8,0, uUc¢inek
nisinu viéi S. typhimurium na kufecim svalu je vyjadrena
v zavislosti na koncentracich EDTA az do 100 mM.

V4
si

Baktericidy obsahujici nisin a nizké koncentrace
chelataéniho ¢inidla, jako je EDTA v rozmezi 0,1 mM aZ 20 mM,
mohou byt zv1as$té Gcinné pro eliminaci nebo prevenci kontaminace
potravin gramnegativnimi bakteriemi.

Priklad 8

Titrace nisinové aktivity viué¢i gramnegativnim bakteriim (S.
typhimurium)

Pfi optimdlni koncentraci chelatac¢niho ¢inidla byla uUc¢innost
baktericidd v Tris pufru vi¢éi gramnegativnim bakteriim doloZena
jako podstatnd, jak je uvedeno v tabulce 8.
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V testu ## 2 (tabulka 8) je zrejmé, Ze malé mnoZstvi nisinu,
jako je 0,3 pg/ml, s 1,0 mM EDTA ve 20 mM Tris pr¥i pH 8,0 za
pr1tomnost1 1 % hovéziho sérového albuminu (BSA), sznamné
~snlzuje pocet prezivajicich S. typhlmurlum Baktericid je aktivni
vaéi gramnegativnim bakteriim, jako je nisin samotny vuci
grampozitivnim Streptococci. v

Priklad 9

Titrace nisinové aktivity vaéi gramnegativnim bakteriim (S.
typhimurium)

Pri optimdlni koncentraci chelatac¢niho ¢inidla byla uc¢innost
baktericidu viéi gramnegativnim bakteriim za pritomnosti v
biologické tkéné demonstrovdna se S. typhymurium na kufrecim
svalu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9
Test pavodni

pocet

Zivych EDTA BSA * nisin pg/ml

pH bakteri /mM/ /%/ 0 10 100 200 300
% prezivajicich po
2 hodinach

1 8,0 3x107 0 0 100 - - - -
2 8,0 3X107 1,0 1,0 27 0,260,008 0,007 0,006

Kostky kufeciho svalu byly oc¢istény chlornanem sodnym
a pevidonjodidem pfed pouZitim. Pro inokulaci tkané, byly kostky

kufeciho svalu ponofeny do suspenze obsahujici 108 bunék/ml s.
typhimurium ve 20 mM Tris HCl, pH 8,0. Prebytec¢na vlhkost byla

z ponorenych kostek setrepana Tkan byla umisténa do pufru
obsahujiciho nisinovy pfipravek. Pufr byl pouZit v mnoZstvi
dostatedném pro prekryti tkané a byla provedena inkubace po dobu
2 hodin p¥i 37 °C, potom byla tkan prevedena do Phagova pufru
pouzitého v mnozZstvi postadujicim k prekryti tkane. Bakterie
zbylé v testovaném roztoku byl oddéleny odstfedénim, promyty
Phagovym pufrem a spojeny s bakteriemi vymytymi ze tkdné Phagovym
pufrem. Spojené vzorky (oznacené jako "nezadrZené" bunky) byly
sériové zredény a 100 pl podily byly pouzity pro stanoveni
prezivajicich bakterii.

Priklad 10

U&innost nisinu, EDTA a methylparabenu vic¢i gramnegativnim
bakteriim (S. typhimurium)

Baktericid obsahujici nisin a EDTA ve spojeni se zndmym
prostfedkem pro ochranu potravin, methylparabenem, byl doloZen
jako vyjime&né déinny vu¢i gramnegativnim bakteriim, jak je
uvedeno v tabulce 10.
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Tabulka 10

Test  puvodni
.pocet Zi-

## vych bak- nisin EDTAP % methylparabenu
terii g/ml /mM/ 0 0,1 1,0
% prezivajicich®
' po 2 hodiné&ch
‘ 3x10° o 10 11,8 1,0 1074
2 3x10° 300 10 0,03 <1073 <10™%

Kostky kufeciho svalu byly pfed pouZitim ¢isStény chlornanem
sodnym a povidonjodidem. Pro inokulaci tkané byly kostky kureciho

svalu ponofeny do suspenze obsahujici 10® bunék/ml S. typhimurium
v 50 mM pufru octanu sodného, pH 5,0. Prebytek vlhkosti byl
odstranén z ponorenych kostek setfepanim. Tkan byla umisténa do
pufru obsahujiciho nisinové pfipravky v mnoZstvi dostatecném

k prekryti tkadné a inkubovdna 2 hodiny p¥i 37 °C. Potom byla tkan
prevedena do Phagova pufru pouzitého v mnozstvi dostatecném

k prekryti tkdné. Bakterie zbylé v roztoku byly oddéleny
odstfedénim, promyty Phagovym pufrem a spojeny s bakteriemi
vymytymi ze tkdné Phagovym pufrem. Spojené vzorky (oznacené jako
"nezadrZené" buriky) byly sériové fedény a 100 ul podily byly
pouZity pro stanoveni prezZivajicich bakterii.

V testu ## 1 (tabulka 10) vykazoval methylparaben za
pritomnosti 10 mM EDTA uc¢innost viéi S. typhimurium pouze pfi
koncentraci 1,0 %. V testu ## 2 (tabulka 10), za pritomnosti
300 pg/ml nisinu, byla uéinnost methylparabenu a nisinu vuéi s.
typhimurium podstatné zlepSena.

Pripravky obsahujici nisin a EDTA vyznamné zlepsuji vyuzZiti
methylparabenu pri ochrané potravin. Dale baktericidy mohou
podstatné sniZit koncentraci nebo odstranit potrfebu bézZné
pouzivanych, ale i méné Zzadoucich prostfedkd pro ochranu potravin
jako je methylparaben..

Priklad 11

U&innost nisinu a chelata¢niho ¢inidla vaéi grampozitivnim
bakteriim (Staphylococcus aureus)

Aktivace nisinu chalatac¢nim ¢inidlem je zavisld na pH. Data
v tabulce 11 ukazuji, 2Ze p¥i pH 5,0 je nisin o néco baktericidné
i¢innéjsi vac¢i S. aureus neZ nisin p¥i pH 8,0. Pri pH 5,0 EDTA
nezvy3uje UsSinnost nisinu vaéi S. aureus a pri koncentraci EDTA
vy$8i neZ 10 mM, EDTA inhibuje bakteriedni aktivitu nisinu.
Nicméné je baktericidni dc¢innost nisinu aktivovaného EDTA pri
pH 8,0 vyrazné vétsi neZ baktericidni dc¢innost samotného nisinu
nebo pri kombinaci s EDTA pri pH 5,0.
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Tabulka 11

. U&inek pH na vliv EDTA na baktericidni déinnost nisinu vadcéi
Staphylococcus aureus

Nisin EDTA mM
pH ug/ml 0 0,1 0,3 1,0 10 30 100

, 0 100 - 100 81 100 100 100 -

, 3,0 7,4 0,03 0,01 0,2 0,4 3 56 -
5,0 0 100 - - - 100 - - -

, 3,0 0,6 1,0 1,3 1,4 1,8 - 34 80

apocatedni obsah #ivych bakterii: 8,0 x 10% cfu/ml
Inkubace byla provadéna v 50 mM pufru octanu sodného, pH 5,0 nebo
ve 20 mM Tris-HCl pufru, pH 8,0 pri 37 °C.

Baktericidni déinnost nisinu samotného je uvadéna (viz
Hurst) jako nejvys$$i pri pH 5,0 nebo niZsim a ddaje v tabulce 11
to potvrzuji. Na zakladé téchto znalosti se predpokladalo, Ze
baktericidni déinnost nisinu s EDTA vucéi S. aureus také bude
vy$s$i pfi nizsim pH. Jak je vSak zfejmé z tabulky 11 a proti
ocekavani (viz tabulka 6), EDTA nezvysovala Ué¢innost nisinu vuacéi
grampozitivnim bakteriim p¥i pH 5,0. Inhibice uU¢innosti nisinu za
vy$sich koncentraci EDTA byla jesté pozorovana pri pH 5,0.
Aktivace nisinu chelataénim ¢inidlem tak zavisi nejen na rozmezi
koncentraci chelataé&niho ¢inidla, ale vzhledem ke grampozitivnim
bakteriim, je zavisld na pH s tim, Ze vyhodné je pH v rozmezi
vys$sSim nez 5,0. :

Priklad 12

U&innost nisinu a chelataé¢niho ¢éinidla va¢i grampozitivnim
bakteriim

U&inky EDTA na baktericidni uU¢innost nisinu pfi pH 8,0
nejsou omezeny jen na S. aureus, dileZity lidsky pathoge, ale
jsou také pozorovadny ve Streptococcus mutans, pusobici zubni kaz
(tabulka 12A), Listeria monocytogenes, pathogen potravin (tabulka
12B) a se smésnou populaci podpaznich Coryneformnich bakterii,
které pusobi télesny pach (tabulka 12C).
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Tabulka 12A

Ucinek EDTA na baktericidni d¢innost nisinu vaéi Streptococcus
mutans.

‘nisin EDTA mM
pH wg/ml 0 0,01 o, 0,3 1,0 3,0 10 30 100
$ Urezivajicich po 2 h®
8,0 0 100 - - - LT - -
8,0 ‘0,1 4,3 1,8 0,04 0,02 1 25 100 100 100

@podatedni obsah zivych bakterii: 6,0 x 10® cfu/ml

Inkubace byly provedeny ve 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 pri 37 °C.
Tabulka 12B

U&¢inek EDTA na baktericidni ué¢innost vacéi Listeria monocytogenes

nisin . EDTA mM :
pH ug/ml 0 0,1 0,3 1,0 3,0 10 30 100

% prezivajicich po 2 h®
8,0 0 100 - - 84 - - - -
8,0 3,0 0,71 0,04 0,04 0,02 0,1 0,64 10 14

8podateéni obsah Zivych bakterii: 6;0 x 10° cfu/ml
Inkubace byly provedeny ve 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 pri 37 °C.
Tabulka 12C

U&inek EDTA na baktericidni d¢innost nisinu viéi Coryneformnim
bakteriim

nisin g/ml 0 0,1 0,3 1,0 3,0 10

% prezivajicich po 2 h®
8,0 0 100 - 4,6 3,6 8 36
8,0 3 0,22 0,03 0,0009 0,1 - 0,16

dposateéni obsah Zivych bakterii: 1,0 x 10° cfu/ml
Inkubace byly provedeny ve 20 mM Tris-HCl1l, pH 8,0 pri 37 °C.
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Priklad 13

Rychld baktericidni dc¢innost nisinu aktivovaného chelatacnim
¢inidlenm ‘

Baktericid obsahujici nisin s EDTA je rychle baktericidné
4éinny jak je dolozZeno uUdaji uvedenymi v tabulce 13A. Suspenze

107 bunék(ml grampozitivnich bakterii S. mutans byly inkubovény
ve 20 mM Tris pufru, pH 7,3 pfi 37 °C pri raznych koncentracich
nisinu aktivovaného 1 mM EDTA. Suspenze byly inkubovany po riznou
dobu v rozmezi od 0,5 do 60 minut s baktericidy. Baktericidni
icinnost baktericidd byla hodnocena stanovenim procent
prezivajicich bakterii. P¥i pusobeni EDTA je malé mnoZstvi
nisinu, jako 10 ug/ml, v téchto pripravich schopno sniZit obsah
bakterii ¥adové 6krat béhem 1 minuty.

Rychla baktericidni dc¢innost je také predpokladem pro
ic¢innou dezinfekci. P¥ipravky maji predpoklad byt ucinnymi
baktericidy zejména jak zde bylo doloZeno jako slozku ustni vody,
vyplachi, zubni pasty nebo jinych prostfedkd pro oSetrovani zubu
vuéi skvrnadm tvorenych S. mutans.

Ucinnost nisinu zvys$end pritomnosti EDTA vuci. gramnegativnim
bakteriim po 2 aZ 3 hodindch byla doloZena v prikladech 1 a 7.
Rychlad baktericidni U¢innost nisinu zvysSend pfitomnosti EDTA byla
také pozorovana vucéi gramnegativnim bakteriim a je doloZena udaji
v tabulce 13B.

Tabulka 13A

Kinetika baktericidni d&innosti nisinu zvysend pritomnosti EDTA
vacéi Sptreptococcus mutans

inkubaéni nisin pg/ml s 1,0 mM EDTA
doba 0 1 3 10 30 100
/minuty/

$ prezivajicich?

0,5 - - - - - <1074
1 - - - <107% <1074 <1074
3 100 0,5 0,002 <10~% «<107¢ -
15 - 0,03 <10™% <1074 - -
30 - - <107¢ - - -
60 100 0,003 = - - -

-apoééteéni obsah Zivych bakterii: 1,0 x 107 cfu/ml
Inkubace byly provedeny ve 20 mM Tris, pH 7,0 pr¥i 37 °C.



E ,
CZ 277995 B6 20

Tabulka 13B

Rychld baktericidni déinnost nisinu zvysené EDTA vuc¢i Escherichia
coli '

mM EDTA ‘ nisin pg/ml 4
0 0,3 1,0 ° 3 10 30 100

1,0 100 100 - 56 0,37 0,013 0,015 0,008

apo&atedni podet Zivych bakteri: 1,0 x 10/ cfu/ml
Inkubace byly provedeny ve 20 mM Tris, ph 7,0 p¥i 37 °C.

Priklad 14

V1liv divalentnich kationtd na zvysovani aktivity nisinu vliven
EDTA

Divalentni kationty se vdZou s EDTA a jinymi chelatac¢nimi
¢inidly a bylo by moZno predpoklddat, Ze budou neutralizovat
aktivaci nisinu EDTA. Nicméne jak je zfejmé z tabulky 14,
baktericidni U¢innost nisinu va¢éi S. mutans je zvysSena pri 1 mM

EDTA i za pritomnosti 1 mM ca?”t iontu; pouze koncentrace. ca*

iontu vys$s$i neZ 3 mM inhibuje aktivaci nisinu EDTA. Toto je
zvlast dilezité v Ustnich vodach, kde jsou koncentrace
vapnikovych iontd dalezité.

Tabulka 14

Rychld baktericidni d¢innost nisinu aktivovand EDTA za
pritomnosti divalentniho kationdu vaéi Streptococcus mutans

nisin Cacl2 mM
0 0,1 0,3 1,0 3 10

3

% prezivajicich po 1 min®

0 100

3 2,9

30E 0,0042 0,0042 0,052 18
30E 0,0019 0,003 0,0004 0,06 6,8
1008 <1074 <1074 <1074 0,0001 1,5

E 1 mM Na,EDTA

@ podateéni obsah Zivych bakrerii 1,0 x 102 cfu/ml
Inkubace byly provedeny v 10% fetdlnim telecim séru pr¥i 37 °C.
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Priklad 15

U¢innost nisinu a povrchové aktivni latky va¢i grampozitivnim

Baktericidni U¢innost nisinu miZe byt také vyznamné zvysSena
jestliZe se spoji se samotnou povrchové aktivni latkou. To je
nejlepe ilustrovano pfi limitni koncentraci nisinu (0,2 ug/ml)
jak je uvedeno v tabulce 15A. Pri koncentraci aZ do 0,1 %, ma
potravind¥skd povrchové aktivni latka monolaurin médlo vyznamnou
baktericidni aktivitu vicéi Streptococcus agalactlae v komplexnim
prostredi mléka. Nisin pri koncentracich aZ do 0,2 ug/ml, podobné
nevykazuje v mléce vyznamnou baktericidni akthltu Nicméne
kombinace téchto dvou ¢&inidel, 0,1 % monolaurinu a nisinu
0,2 g/ml je extrémné d¢innd vacéi S. agalactiae. Tento baktericid
je vice nez 100nasobné uc1nne351, kdyby byl oc¢ekavan aditivni
iéinek a 10 000krat ué¢innéjsi neZ u jednotlivych sloucenin.
JestliZe je aplikace nisinu omezena jeho dostupnou uUc¢innosti, je
baktericid obsahujici nisin a povrchové aktivni latku moZno

- vyhodné pouzit.

Priklad, kde je aplikace nisinu omezena jeho vyuZitelnou
Uéinnosti je ilustrovan udaji v tabulce 15B. Ac¢koliv nisin
a zejmena baktericid obsahujici nisin a EDTA, je baktericidné
d¢inny vacéi L. monocytogenes, udaje v tabulce 15B dokladaji, ze
v komplexnim médiu podobném mléku je vyuZitelnd d¢innost nisinu
viéi tomuto organismu omezena. Nicméné baktericid obsahujici
nisin s glyceridem, monooledtem je v mléku uc¢inny vuci
potravindfskym pathogenim i kdyZ monooleat samotny neni vuci
tomuto organismu baktericidné uéinny.

Tabulka 15A

Baktericidni déinnost nisinu vuci Streptoccocus agalactiae
v mléku pri 37 °C

(akvitace nisinu monolaurinem)

nisdin monolaurin /%/
/ug/ml -0 0,01 0,1

-

prezivajicich po 2 h?

N

0 100 100 4,5
0,02 100 100 0,2
0,2 2,2 0,05 0,0008

4pociteéni obsah zivych bakterii: 6,0 x 10/ cfu/ml
Inkubace byly provedeny v mléku pri 37 °C.
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Tabulka 15B

Baktericidni Gé&innost nisinu viéi Listeria monocytogenes. v mléce
pFi 37 °C ‘
(aktivace nisinu monooledtem)

nisin % monooleatu
ng/ml 0 0,1 1,0

[}

% prezivajicich po 2 h®
0 100 67 63 .
100 0,56 1073 1074

dpocatedni obsah Zivych bakterii: 5,0 x 107 cfu/ml
Inkubace byly provedeny v mléce pri 37 °C.

PATENTOVE NAROKY

1. Bakteriocinovy pripravek, vyznac¢ujici se tim, Ze obsahuje
bakteriocin, obsahujici lanthionin, vybrany ze skupiny
zahrnujici nisin, subtilin, epidermin, cinnamycin, duramycin,
ancovenin a Pep 5 a chelatac¢ni ¢inidlo vybrané ze skupiny
zahrnujici alkylamidintetraacetdty, EGTA a citrat a/nebo
povrchové aktivni latku.

2. Pripravek podle bodu 1, vyznac¢ujici se tim, Ze chelatac¢ni
¢inidlo je vybrédno ze skupiny zahrnujici
alkylamidintetraacetaty, CaEDTA, Na,CaEDTA, EGTA a citrat.

3. Pripravek podle bodu 2, vyznacujici se tim, 2Ze
alkylamidintetraacetdtem je EDTA a bakteriocinem Jje nisin.

4. Pripravek podle bodu, vyznacujici se tim, Ze povrchové aktivni
ladtka je vybrédna ze skupiny zahrnujici Tritony, Tweeny,
glyceridy, mastné kyseliny, emulgdtory, kvarterni slouceniny,
amfoterni a anionogenni povrchové aktivni latky.

5. Pripravek podle bodu 1, vyznac¢ujici se tim, Ze dale obsahuje
prostr¥edek pro ochranu potravin.

6. Baktericid s rozsirfenym rozsahem, vyznacujici se tim, Ze
obsahuje nosi&, bakteriocin obsahujici lanthionin a chelataéni
&¢inidlo a/nebo povrchové aktivni 1latku.
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Baktericid s rozs$irenym rozsahem podle bodu 6, vyznacujici se
tim, Ze bakterioc¢in obsahujici lanthionin je vybréan ze skupiny
zahrnujici nisin, subtilin, epidermin, cinnamycin, duramycin,
ancovenin a Pep 5 a chelata¢ni ¢inidlo vybrané ze skupiny
zahrnujici alkylamidintetracecetdty, EGTA a citrat a tyto
latky jsou pritomny v takovém mnozstvi, Ze baktericid ma
zvySenou uéinnost viéi nejméné jedné z bakterii vybranych ze
skupiny zahrnujici Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Listeria monocytogenes, Streptococcus agalactiae,
Coryneform bakterie, Salmonella typhymurium, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Bactericides
gingivalis a Actinobacillus actinomycetescomitans.

Baktericid podle bodu 6, vyznac¢ujici se tim, 2Ze
alkylamidintetraacetatem je EDTA.

Baktericid podle bodu 6, vyznac¢ujici se tim, Ze povrchové
aktivni latka je vybrana ze skupiny zahrnujici Tritony,
Tweeny, glyceridy, mastné kyseliny, kvartérni slouceniny,
emulgatory, amfoterni a anionogenni povrchové aktivni latky

a je pritomna v mnoistvi dostatecném k tomu, Ze baktericid ma
zvysSenou U¢innost vi¢i nejméné jedné bakterii ze skupiny '
zahrnujici gramnegativni a grampozitivni bakterie.

Baktericid podle bodu 7, vyznac¢ujici se tim, Ze koncentrace
nisinu je mezi asi 0,1 pg/ml a 300,0 pug/ml a koncentrace
chelataéniho ¢inidla je mezi asi 0,1 mM a 20 mM.

Baktericid podle bodu 9, vyznacdujici se tim, Ze koncentrace

) [

povrchové aktivni latky je mezi asi 0,01 % a 1,0 %.

Konec dokumentu
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