Figur 1. Fabrikken i Grindsted.

Produktet virker mod de fleste geer- og
skimmelsvampe og er nyttigt til produkter,
der krever hakteriel modning sdsom ost og
torrede polser. Her beskrives fremstillings-
processen, den antibakterielle aktivitet og
anvendelsesmuligheder

Af Linda V. Thomas, linda.thomas@danisco.com og Robert J.
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Natamax — et naturligt antimikrobielt konserveringsmiddel

Danisco har for nylig feerdiggjort en fabrik i Grindsted (figur 1)
til produktion af det svampeh@mmende naturlige konserve-
ringsmiddel Natamax (figur 2). Produktet indeholder 50%
natamycin i en blanding med laktose eller glukose, og det sup-
plerer et andet af firmaets naturlige konserveringsmidler,
Nisaplin, der modvirker bakteriel nedbrydning. Natamycin er
blevet brugt i mange ar som et sikkert, godkendt konserve-
ringsmiddel til at forhindre gdeleggelse som fglge af ger- eller
skimmelvekst forbundet med bestemte fgde- og drikkevarer
[1]. Det blev fgrst opdaget i 1955 i et kulturfiltrat af bakterien
Streptomyces natalensis fra en stamme isoleret fra jord. Navnet
natamycin er afledt af stedet for opdagelsen — provinsen Natal i
Sydafrika. Et tidligere navn var pimaracin (navngivet efter den
nzrliggende by Pietermaritzberg), men dette navn accepterer
WHO ikke lengere.

Figur 2. Natamax, handels-
preeparatet af den polyene
macrolid natamycin
produceret af Danisco.
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Kemisk struktur og fysiske egenskaber

Natamycin er et tetraent polyen macrolid med en molekylevaegt
pa 665,7 Dalton og den empiriske formel: C3;Hy;NO ;. Struktu-
ren er vist i figur 3, side 6. I dets almindelige krystallinske
form findes natamycin som trihydrat, der med minimalt
aktivitetstab kan opbevares i adskillige ar som tgrpulver. Fakto-
rer sasom ekstreme pH-verdier, lys, oxidanter, chlor og
tungmetaller pavirker stabiliteten. Ligesom mange andre
polyene macrolider er natamycin en amforter og indeholder en
syre- og en basegruppe. Lignende stoffer omfatter nystatin,
rimodicin, lucenoycin, tetrin A, tetrin B og amphotericin [2—4].

Produktion af natamycin

Handelspraparater fremstilles vha. kontrolleret gering i
dextrosebaseret medie af udvalgte Strep. natalensis-stammer i
serligt designet geringsudstyr. Varigheden af garingen vari-
erer fra 50 til over 200 timer afth@&ngigt af podemangde, medie
og gnsket udbytte. Garingens inkubationstemperatur er mellem
25 og 30°C ved pH 6-8. Mange aspekter ved produktion af
natamycin, is@r kulturmedieoptimering og natamycinud-
vinding, er beskrevet i litteraturen og er underlagt udstedte pa-
tenter. Eisenchink et al. [5] beskriver f.eks. et geringsmedie,
der indeholder proteinkomponenter af ikke-gar og af ger, som
giver stgrre udbytte. Optimering af neringsstoffer for Strep.
natalensis 1 veskedakket batchkultur blev undersggt af Farid
et al. [6]. Produktion af natamycin krevede 20 g/l af glukose,
og det hgjeste udbytte blev opnaet i et medie med 0,05 g/l
kaliumdihydrogenphosphat. En blanding af kgdekstrakt (8 g/l)
og garekstrakt (2 g/l) sé ud til synergistisk at gge produktio-
nen.

Da natamycin er tungt oplgseligt i vand (ca. 40 pug/ml), fin-
des det f@grst og fremmest som krystaller i geringsvasken og
danner uoplgselige partikler af forskellig stgrrelse. Nar geerin-
gen er afsluttet, oparbejdes natamycin normalt via en serie af
ekstraktions-, filtrerings- og tgrringsprocedurer. Tidlige pa-
tenter beskriver flere oprensningstrin, der normalt involverer
relativt dyre processer. En mere enkel metode er at heve ge-
ringsvaskens pH til over pH 10 i nerverelse af et organisk
oplgsningsmiddel sasom methanol, butanol eller acetone for
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Figur 3: Strukturen af natamycin.

at oplgse natamycinen [8]. Den uoplgselige biomasse og an-
dre urenheder kan derefter fjernes ved filtrering. Nar pH gen-
justeres til omkring pH 7, udfaldes krystallinsk natamycin af
oplgsningen. Natamycin kan ogsa oparbejdes ved at salte det
ud af geringsvasken, hvorefter det bringes i oplgsning i et
oplgsningsmiddel og udfeldes ved inddampning [9]. Olsen et
al. [10] har beskrevet en lignende proces, der omfatter metha-
nolekstraktion ved lav temperatur og pH 1,0-4,5 efterfulgt af
fjernelse af faste urenheder, justering til pH 6-9 og udvinding
af udfeldet natamycin. Opkoncentrering under vakuum eller
butanolekstraktion af den filtrerede garingsvaske, hvorfra
natamycinen kan udvindes, er ogsa blevet forsggt [11]. En
alternativ oparbejdningsmetode omfatter reduktion af bio-
massens partikelstgrrelse, sa natamycinen kan separeres fra
vaskekulturen uden brug af et organisk oplgsningsmiddel [1].
Det sker ved sgnderdeling af det bakterielle mycelium vha.
homogenisering eller meget kraftig omrgring. Separationstek-
nikker med gravitetsgradient bruges til at separere natamyci-
nen.

Tgrret natamycin udvundet af geringsvaesken er hvidt til

cremefarvet, har nasten ingen lugt eller smag og er meget sta-
bilt i krystallinsk form. Danisco-produktet er standardiseret til
50% natamycinstyrke blandet med laktose eller glukose og
pakkes i flasker med 100 eller 500 g.

For at overholde kravene til brug i fgdevarer skal indholdet
af natamycin i det krystallinske materiale veere over 95% pa
vandfri basis. Renheden af natamycin (og koncentrationen i
fgdevarer) kan bestemmes vha. methanolekstraktion efterfulgt
af HPLC-analyse. Ultraviolet lys bruges normalt til at detektere
natamycin, der har maksimum absorptionstoppe ved 220, 290,
303 og 318 nm og minimum ved 250, 295,5 og 311 nm. Alter-
nativt kan natamycinkoncentrationer males vha. en bioassay-
metode med diffusion fra brgnde og en standardgarindikator-
stamme (figur 4).

Antimikrobiel aktivitet

Ger og skimmel er et problem for bade fgdevareproducenter
og -forbrugere, da de kan forarsage gdeleggelse af fgdevarer
og forringe holdbarheden for mange produkter. Skimmelvakst
er ogsa en potentiel fare for forbrugeren, da nogle svampe pro-
ducerer sekundare metabolitter herunder cancerfremkaldende
mykotoksiner. Natamax virker mod de fleste ger- og skimmel-
svampe, men har ingen effekt pa bakterier, protozoer eller vira.
Derfor er det nyttigt til produkter, der krever bakteriel mod-
ning, f.eks. ost og tgrrede pglser. Skimmelsvampe inhiberes
normalt af koncentrationer pa 1-12 mg/kg (figur 5). De fleste
garsvampe inhiberes af 2-10 mg/kg.

Natamycin har et meget bredt aktivitetsspektrum over for
gaer- og skimmelsvampe, og det virker effektivt ved meget lave
koncentrationer. I modsatning til sorbat er det et naturligt gee-
ringsprodukt, og det har ingen negativ virkning pa smagen, far-
ven eller lugten af fgdevaren. Det er ogsa sikkert og kemisk
stabilt med en forlenget aktivperiode.

En anden fordel ved natamycin er, at svampe ikke synes i
stand til at udvikle resistens imod det. Det kan skyldes stoffets
aktivitetsmekanisme, der involverer dannelsen af komplekser

Tabel 1. Anvendelser af Natamax med anbefalede doseringskoncentrationer og anvendelsesmetoder*

Fgdevareanvendelse = Anbefalet Natamax- Metode
koncentration
mg/kg
Hard/fast ost 2500-4000 Overfladebehandling med spray eller neddypning
1000 Direkte tilseetning til (oste)coatningsemulsionen
Kgdprodukter:
tgrret pglse 2500-4000 Overfladebehandling med spray eller neddypning
Yoghurt 10-20 Direkte tilsetning til yoghurtblanding
Bageriprodukter 2500-4000 Overfladebehandling med spray
Tomatpuré/pasta 15 Direkte tils@tning under blanding
Frugtjuice 5-20 Direkte tilsetning
Vin 60-80 Direkte tils@tning for at stoppe gering
6-20 Tilsat efter geering for at forhindre ugnsket vakst af gdeleggende
gaer/skimmel

* I nogle lande er Natamax mere anvendt end i andre. I Danmark begrenses anvendelsen til overfladebehandling af ost og tgrrede pglser
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Figur 4. Udsnit af en natamycin-bioassayplade med
standardgeerindikatoren Saccharomyces cerevisiae
ATCC9763. Zoner med inhibering kan ses omkring
brgndene, der er blevet pdfprt prover med forskellige
koncentrationer af natamycin.

med steroler, is@r ergosterol, som er vigtige forbindelser i
svampes cellemembraner (muterede svampestammer, der ikke
indeholder ergosterol, kan ikke overleve i naturen). Bindingen
sprenger cellemembranen og gger dermed permeabiliteten,
hvilket fgrer til celledgd. Ergosterol er ikke til stede i celle-
membraner pa bakterier og protozoer, og derfor pavirkes disse
mikroorganismer ikke af natamycin [12]. Natamycin er af sam-
me grund ogsa harmlgst over for planter og dyr.

Fodevareanvendelse

Omfattende toksikologiske test har vist, at natamycin er et sik-
kert tils@tningsstof i levnedsmidler, og mange lande tillader
brugen af Natamax i specifikke fgdevarer eller til generel brug
som konserveringsmiddel. I EU er det f.eks. tilladt pa overfla-
den af hard, fast og halvfast ost med en maksimal natamycin-
koncentration pd 1 mg/dm? med en penetrationsdybde i fedeva-
ren pa kun 5 mm. Regulativerne et stort set de samme for over-
fladebehandling af tgrrede pglser. Pafgring sker normalt enten
med spray eller ved neddypning i en koncentreret opslemning.
Den lave oplgselighed af natamycin i vand sikrer, at stoffet
ikke treenger ind i fgdevaren, men forbliver pa overfladen, hvor
aktiviteten er gnsket. Det er en serlig fordel, nar det bruges til
at konservere blaskimmelost. Vakst af gdeleggende skimmel-
svampe pa overfladen skal forhindres uden at inhibere den gn-
skede udvikling af den bla skimmel inde i osten. Det opnas
ved, at osten fgrst dyppes i en oplgsning af produktet, hvorefter
den bla skimmel indfgres vha. et system af podepinde, der
skubbes ind i osten. Sorbat kan ikke bruges pa denne made, da
det vil trenge ned i podepindenes huller og inhibere den indre
vakst af bla skimmel.

Ved anvendelser i f.eks. yoghurt, hytteost, vin og frugtjuice
inkorporeres Natamax ved meget lave koncentrationer i lev-
nedsmidlet [4]. Natamycin er ogsa blevet brugt i sodavand, bar
og renset fjerkre. Nyere arbejde i Daniscos laboratorier har be-
kraftet effektiviteten af natamycin (som Natamax) ved lave
koncentrationer i &ble-, appelsin- og ananasjuice. Veksten af
en rekke gdeleggende gerarter og den varmeresistente skim-
mel Byssochlamys kunne kontrolleres [4]. De mest almindelige
anvendelser i forbindelse med fgdevarer med anbefalede dose-
ringskoncentrationer er vist i tabel 1. I Europa er det ogsa ble-
vet brugt til at behandle overfladen af kogte skinker. Den mest
udbredte anvendelse og godkendelse af natamycin er i Sydafri-
ka (hvor det blev opdaget), hvor det er almindeligt brugt i vin
og juice. I USA er anvendelsen nu blevet udvidet, og natamy-
cin er blevet tilladt pa udskeringer og skiver af ost, creme

Figur 5. Demonstration af Natamax-aktivitet. De tre agarplader blev podet
med en skimmel og inkuberet i 5 dage ved 25°C. Mikroorganismen er
Byssochlamys fulva, en varmeresistent skimmel, der ofte fordrsager
gdeleeggelse i pasteuriseret frugtjuice. Den gverste plade til venstre viser
omfanget af skimmelveekst uden natamycin. Den gverste plade til hgjre viser
veekstinhibering med 2,5 ppm Natamax. Fuldstendig inhibering med 5 ppm
Natamax er vist pa den nederste plade.

fraiche, flgdeost, hytteost og revet ost. Skimmelsvampes gde-
leggelse af revet ost kan vere et stort problem for producenter.
@deleggelsen skyldes hgjst sandsynligt strimlernes store over-
flade kombineret med den ekstra handtering ved rivning og
pakning. Produkttab har veret betydelige, men problemet kan
nu kontrolleres effektivt.

Faerdigggrelsen af den nye Danisco Natamax-fabrik i Grind-
sted vil ggre Danmark til en global leverandgr af natamycin-
produkter. Produkterne kan bruges til at gge fgdevaresikkerhe-
den og reducere spild som fglge af svampegdeleggelse.
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