Bakteriociner

— hakteriernes eget forsvar

| takt med forbrugernes krav forsoges stadig flere fodevarer fremstillet uden tilsetning af
kemiske konserveringsmidler. En hoj produkisikkerhed i sddanne fodevarer kan i mange
tilflde opnis med brug af bakteriocinproducerende starterkulturer.

Her beskrives nisin - det eneste bakteriocin der i oprenset form er godkendt til anvendelse i

fodevarer

Af cand. brom. Birthe Jelle, Enzymes & Bioprotection, Chr. Hansen A/S, birthe.jelle@dk.chr-hansen.com

Mange traditionelle savel som nye fgdevarer produceres ved en
fermentering. Fermentering er faktisk en af vore ®ldste kon-
serveringsformer, og den anvendes stadig i sin mest primitive
form (naturlig fermentering uden brug af starterkulturer) i
mange udviklingslande. Foruden den konserverende effekt an-
vendes fermentering ogsa af teknologiske arsager, hvor bakteri-
erne har afggrende betydning for @ndringen i produktets senso-
riske profil (smag og tekstur). Tenk pa malk der bliver til yog-
hurt.

Moderne produktionsmetoder og udvikling af nye fgdevarer
stiller i dag store krav til kendskabet af de anvendte starterkul-
turer. Starterkulturer er afggrende for fra gang til gang at kunne
opna ensartede produkter af hgj kvalitet. Her spiller malkesy-
rebakterierne en vigtig rolle ved at omsette kulhydrater til den
konserverende malkesyre. Ud over malkesyre producerer
mange malkesyrebakterier ogsa bakteriociner, der virker som
en ekstra »hurdle« i den samlede konservering af fgdevarer.

Nutidens forbrugere stiller store krav til de fgdevarer, de
kgber. Trenden i forbrugernes gnsker gar mod mere »naturlige«
(gkologiske) fadevarer af hgj kvalitet, som er sikret mod fore-
komst af sygdomsfremkaldende bakterier. I takt med forbruger-
nes krav forsgges stadig flere fgdevarer fremstillet uden tilsaet-
ning af kemiske konserveringsmidler. En hgj produktsikkerhed i
sadanne fgdevarer kunne i mange tilfelde opnas med anvendelse
af bakteriocinproducerende starterkulturer.

Bakteriociner

Bakteriociner er antibakterielle forbindelser, som produceres af
mange forskellige bakterier. Forbindelserne produceres under
bakteriernes metabolisme og udskilles i miljget. For at
bakteriocinet kan virke, skal der vaere direkte kontakt mellem
bakteriocinet og de fglsomme bakterier. Bakteriociner er
proteinlignende stoffer, der virker pa bakteriens cytoplasma-
membran. Det bevirker, at membranen bliver permeabel for
aminosyrer og ioner, og at bakteriens pH-gradient gdelegges.
Bakterien mister herved vigtige n@ringsstoffer, hvilket oftest
resulterer i cellens dgd. Bakteriociner har generelt stgrst
effektivitet mod bakterier, der er n@rt beslegtede til den
bakteriocinproducerende bakterie.

Bakteriocinet nisin produceres af visse stammer af Lactococ-
cus lactis ssp lactis, der er en almindeligt anvendt starterkultur
i ostefremstilling. Nisin hemmer de fleste andre malkesyre-
bakterier samt nogle sygdomsfremkaldende bakterier, sisom
Listeria monocytogenes og Staphylococcus aureus. Derudover
har nisin vist sig at vere serdeles effektiv til at eliminere stort
set alle sporedannende bakterier inden for Clostridium sp. og
Bacillus sp. [1]. Det er netop effekten pa de varmeresistente
sporer, sasom Clostridium tyrobutyricum, der udnyttes ved
anvendelsen af nisin i forarbejdede oste. C. tyrobutyricum kan
nemlig overleve den varmebehandling (85-105°C i 6-10 min),
der indgar ved produktion af smelteost, og efterfglgende

ABA = Amino Butyric Acid

DHA = Dehydroalanine

Figur 1. Struktur af nisin [4].
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forarsage forderv pa grund af produktion af smgrsyre samt
gasarterne H, og CO, (pustning) [2].

Nisin er ikke velegnet at tilsette direkte til ostemalken,
(f.eks. til produktion af Danbo), da det forhindrer starterkultu-
ren i at virke. Til halvfaste oste som Danbo anvendes nitrat til
at forhindre udvikling af smgrsyregering fra C. tyrobutyricum.

Strukturen af nisin fremgar af figur 1. Kemisk set bestar
nisinmolekylet af 34 aminosyrer med en molekylevagt pa 3510
Dalton. Nisin indeholder fire us@dvanlige aminosyrer, dehy-
droalanin (DHA), dehydrobutyrin (DHB), lanthionin og B-
methyllanthionin, hvoraf de to sidstnavnte er forbundet af en
sulfidbro [3]. Nisin inaktiveres af visse proteolytiske enzymer,
bl.a. a-chymotrypsin, som findes i mave-tarm systemet hos
mennesker. Restkoncentrationer af nisin i fgdevarer vil derfor
sandsynligvis blive nedbrudt kort tid efter indtagelse.

Nisin er det mest undersggte bakteriocin. Det er samtidig det
eneste bakteriocin, der er kommercielt tilgeengeligt i oprenset
form. De kommercielle nisinpraparater fremstilles ud fra en
fermentering af en nisinproducerende L. lactis ssp lactis. Nisin
markedsfgres af bl.a. Chr. Hansen A/S.

Bakteriocinproducerende starterkulturer
Starterkulturer, der har den sa@rlige egenskab at producere
bacteriocin, i levnedsmidlet, er et relativt nyt koncept pa
markedet. Kun fa kulturer er blevet markedsfgrt baseret pa, at
den antibakterielle effekt skyldes dannelse af bakteriocin i
levnedsmidlet. Formélet med anvendelse af bakteriocinprodu-
cerende starterkulturer gér mere pa forggelse af produktsik-
kerheden frem for en forlengelse af holdbarheden.

Chr. Hansen A/S markedsfgrer to bakteriocinproducerende
kulturer, Bactoferm F-LC til kgdindustrien og BioSafe BS10

til mejeriindustrien. Bactoferm F-LC, der har veret pa
markedet i flere ar, er en blandingskultur bestdende af Pedio-
coccus acidilactici P-2, Lactobacillus curvatus MI401og
Staphylococcus xylosus, hvoraf de to fgrstnevnte producerer
henholdsvis pediocin PA-1 og bavaricin A. Bade pediocin og
bavaricin er kendt for deres hemmende effekt pa Listeria
[5,6]. Kulturen selges til fermentering af spegepglser, hvor
den ud over den teknologiske effekt forhindrer vakst af
Listeria monocytogenes i pglserne, hvilket er pavist i flere
forsgg [7,8].

For nylig lanceredes BioSafe BS10, der bestar af en nisinpro-
ducerende Lactococcus lactis stamme. Kulturen kan anvendes
sammen med en almindelig starterkultur til faste og halvfaste
oste. Som tidligere nevnt kan nisin ikke tilsettes direkte i
ostekaret pga. dets hemmende effekt pa starterkulturen. Ved at
tilseette den nisinproducerende kultur, dannes nisin f@rst sa sent
i processen (efter 4-6 timer), at den stort set ikke har indflydel-
se pa starterkulturen. Forsgg med BioSafe BS10 i nitratfri
Danbo 20+ har vist, at den effektivt kontrollerer udvikling af
clostridiesporer under lagring [9]. Ostene blev produceret ud
fra maelk som naturligt indeholdt ca. 200 sporer/l. Der indgik
ogsa en »spore-fri« ost i forsgget, som blev produceret ud fra
»spore-fri« malk. Kontrolostene var pustet efter 5 ugers
lagring, mens der efter 10 ugers lagring stadig ikke var tegn pa
pustning af ostene fremstillet med BioSafe BS10 (figur 2, side
24). De »spore-fri« oste indeholdt ca. 100 sporer/g efter 5
ugers lagring, som viste sig ved fa synlige huller (figur 3, side
24). Efter 10 ugers lagring var sporeindholdet steget til 500
sporer/g og de »spore-fri« oste var pustet. Det betyder, at den
nisinproducerende kultur kan erstatte brugen af nitrat, hvilket
er gnskeligt i nogle ostetyper.
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Figur 2. Foto af 5-uger gamle
Danbo 20+ [9].

Nederst: Kontrolost.

Qverst: »Spore-fri« ost.

Neest gverst: Ost indeholdende
BioSafe BS10.

Figur 3. Udviklingen af

clostidiesporer i Danbo 20+
under 10 ugers lagring [9].

Sundhedsmssige aspekter af bakteriociner

Bakteriociner produceret af malkesyrebakterier har serlig stor
interesse. Det skyldes, at malkesyrebakterier, der har veret
anvendt i arhundreder og er defineret som GRAS organismer
(Generally Recognized As Safe), generelt ikke er under sund-
hedsmassig mistanke.

Nisin er som det eneste bakteriocin undersggt for toksicitet.
De toksiske undersggelser, som alle er udfgrt pa dyr, har ikke
vist nogen sundhedsskadelig effekt [10,11,12,13]. LD, -
vaerdien for nisin er fundet til at veere 7g/kg legemsvagt,
hvilket svarer til den fastsatte verdi for salt [14]. Det vil sige,
at nisin ikke er mere sundhedsskadeligt end salt og derfor ma
anses for at vere et sikkert tilsetningsstof.

Lovgivning
Efter vurdering af en ekspertkomité fik nisin international
accept i 1969 [15]. I dag er det tilladt i mere end 50 lande
heriblandt EU. Lovgivningen varierer fra land til land. I EU
betragtes nisin som et tils@tningsstof og er omfattet af
levnedsmiddelloven. Selvom nisin anses for at vere et sikkert
tilsetningsstof, er det i dag kun tilladt i begrenset omfang til
visse fgdevarer. Nisin kan anvendes til: modnet ost, smelteost
og semulje- og tapiocabudding (cerialiebaseret dessert) i en
mangdeangivelse fra 3-12,5mg/kg [16]. Ved anvendelse af
nisin skal fgdevaren merkes med nisin eller nummeret E-234.
Bakteriocinproducerende starterkulturer er omfattet af den
generelle anmeldelsespligt, der gelder ved udnyttelse af en ny
mikroorganisme. Anmeldelsen skal ske til Fgdevaredirektoratet.

Fremtidens fodevarer

I kommerciel henseende er anvendelsen af bakteriociner og/
eller bakteriocinproducerende starterkulturer stadig at betragte
som en ny teknologi, og de kan med fordel indga som en ekstra
»hurdle« for sikre en hgj kvalitet af fremtidens fgdevarer. Det
er dog vigtigt at pointere, at bakteriociner eller for den sags
skyld bakteriocinproducerende kulturer ikke kan erstatte GMP
(Good Manufacturing Practice), ligesom de som udgangspunkt
heller ikke kan forventes at erstatte andre konserveringsme-
toder, sasom varmebehandling, saltning mv. I visse fgdevarer
er det dog tydeligt, at bakteriociner eller bakteriocinproduce-
rende kulturer kan erstatte anvendelsen af kemiske konserve-
ringsmidler, som f.eks. anvendelse af nitrat i ost.
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