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Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu rodzaju i chropowatos$ci powierzchni materiatéw,
stosowanych do konstrukcji urzadzen produkcyjnych w przemysle spozywczym na szybko$¢
tworzenia biofilmu. Material biologiczny stanowily bakterie saprofityczne: Micrococcus
luteus, Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis, Listeria innocua i Enterobacter
cloacae wyizolowane z powierzchni uzytkowych kontaktujacych si¢ z zywnoscia,
po procesach mycia i dezynfekcji. W badaniach wykorzystano dwa rodzaje tworzyw:
polipropylen oraz stal nierdzewng typu 304, o wspotczynnikach chropowatosci: R, = 1,2 um
IR, = 7,4 um. Proces tworzenia biofilmu prowadzono w warunkach hodowli modelowej,
symulujacej srodowisko, panujgce na powierzchniach produkcyjnych, po procesach mycia
i dezynfekcji. Liczbe komorek na powierzchniach abiotycznych oceniano technikg wymazu.
Obraz utworzonego biofilmu zarejestrowano w mikroskopie elektronowym skaningowym
3000 N Hitachi.

Cztery bakterie (Micrococcus luteus, Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis,
Listeria innocua) wykazywaty zdolno$¢ do tworzenia biofilméw na powierzchniach stali
nierdzewnej 1 polipropylenu. Najefektywniej zasiedlang ptlaszczyzng byt polipropylen,
najstabiej za$, stal nierdzewna, o niskim wspolczynniku chropowatosci (R; = 1,2 um).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze wigksza chropowato$¢ powierzchni stali (R;= 7,4 um)
sprzyjata adhezji drobnoustrojow.

Stowa kluczowe: adhezja, biofilm, stal nierdzewna, polipropylen
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THE DYNAMICS OF BIOFILM FORMATION ON STRUCTURAL MATERIALS OF
PROCESSING LINES IN FOOD INDUSTRY
Summary

The aim of this study was to determine the effect of surface roughness and type of
materials used for construction of production facilities in the food industry on the dynamics of
biofilm formation. Biological material were saprophytic bacteria: Micrococcus luteus,
Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis, Listeria innocua and Enterobacter cloacae
isolated from food contact surfaces, after clearing and disinfection. Two types of materials
were used: polypropylene and stainless steel type 304, with coefficients of roughness:
R;=1.2 um and R; = 7.4 um. The process of biofilm formation was conducted in a model
culture conditions simulating the environment prevailing in the areas of production, after
cleaning and disinfecting processes. The number of cells adhered to abiotic surfaces was
assessed by swabbing technique. Images of biofilm were registered in a scanning electron
microscope Hitachi 3000 N.

Four bacteria (Micrococcus luteus, Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis,
Listeria innocua) showed the ability to form biofilms on surfaces of stainless steel
and polypropylene. Efficiently colonized surface was polypropylene, while the least, stainless
steel, with low roughness (R; = 1.2 um). The study showed that the greater roughness of steel
surface (R; = 7.4 um), favored microbial adhesion.

Key words: adhesion, biofilm, stainless steel, polypropylene
WSTEP

Mikroorganizmy charakteryzuje silna sktonno$¢ do kolonizacji wszelkiego rodzaju
powierzchni  statych, rowniez wykorzystywanych przemystowo. Osadzajace sig
na plaszczyznach drobnoustroje tworza tzw. biofilmy, czyli wyspecjalizowane, zroznicowane
gatunkowo zespoty komorek, zanurzonych w wytwarzanym przez siebie polisacharydowym
$luzie [Czaczyk 2004, Nikolaev, Plakunov 2007]. Ich obecno$¢ na powierzchniach urzadzen
w przemysle spozywczym stanowi state Zrodto zanieczyszczenia ZywnoS$ci w czasie procesow
produkcyjnych, szczeg6lnie tych, o dlugim okresie operacji technologicznych, a ponadto
negatywnie wplywa na prace urzadzen, powodujac m. in. zaburzenia przeptywu cieczy
w rurociggach czy korozj¢ materiatow. Biofilmy stwarzaja ogromny problem dla
producentéw zywno$ci, poniewaz ich usuwanie z powierzchni produkcyjnych podczas
rutynowych procedur jest trudne do przeprowadzenia i zazwyczaj mato efektywne.

Drobnoustroje zyjace w skupiskach, ukryte pod warstwa wytworzonego przez siebie §luzu
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wytwarzaja réznorodne mechanizmy obrony przed degradacyjnym wplywem $rodkow
dezynfekcyjnych, antybiotykéw czy wysokiej temperatury.

Jednym z bardziej istotnych czynnikéw, warunkujacym adhezje drobnoustrojow jest
rodzaj i charakter powierzchni abiotycznej. Do materiatdéw, na ktorych najczesciej stwierdza
si¢ obecno$¢ biofilméw naleza: powierzchnie szklane, ze stali nierdzewnej oraz tworzyw
sztucznych: polipropylen, polistyren, teflon, silikon, guma [Carpentier, Cerf 1993, Czaczyk
2005]. Uwaza sie, ze wraz ze wzrostem chropowato$ci, rozmiarow uszkodzen oraz
ziarnisto$ci powierzchni stalowych rosnie ilo$¢ osadzajacych si¢ na nich zanieczyszczen
mikrobiologicznych i mechanicznych [Py¢ 2008]. Jednak, jak dotychczas opinie naukowcow
na temat wplywu stanu powierzchni abiotycznej, a zwlaszcza wszelkich zarysowan,
na adhezj¢ mikroorganizmow i wzrost biofilméw roznia si¢ migedzy soba. Z pewnoscig jednak
mozna stwierdzi¢, ze rodzaj 1 sposdb wykonczenia powierzchni ma istotny wplyw
na skuteczno$¢ usuniecia z niej osadzonych bakterii [Lewicki 2006].

W ostatnich latach obserwuje si¢ coraz wickszy wzrost zainteresowania producentow
zywnosci obecno$cig biofilmoéw bakteryjnych na materialach, stosowanych w przemysle
spozywczym. Fakt ten, zainicjowal poszukiwanie skutecznych metod likwidacji
| zapobiegania temu zjawisku. Aby tego dokona¢ niezbedne jest poznanie mechanizmow,
odpowiedzialnych za pozostawanie cieczy na powierzchni urzadzen i tworzenie si¢ osadow
mikrobiologicznych.

Celem badan bylo okreslenie wplywu rodzaju 1 chropowatosci powierzchni
urzadzen produkcyjnych kontaktujacych si¢ z zywnoscig na dynamike tworzenia biofilmow
bakteryjnych.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat biologiczny stanowity drobnoustroje: Micrococcus luteus, Pseudomonas
putida, Staphylococcus hominis, Listeria innocua, Enterobacter cloaceae, ktore zostaly
wyizolowane z powierzchni produkcyjnych kontaktujacych si¢ z  Zywnoscia,
po zakonczonych procesach mycia 1 dezynfekcji, w zakladzie migsnym. Izolacji oraz
identyfikacji materialu badawczego dokonano w ramach prezentowanej pracy, w Instytucie
Biotechnologii  Przemystu Rolno-Spozywczego, Pracowni Mikrobiologii Oddziatu
Chtodnictwa i Jakosci Zywnosci w Lodzi. Cztery sposrod wybranych do badan bakterii,
nalezato do gatunkow najczesciej wykrywanych na powierzchniach uzytkowych oraz jedna
(Enterobacter cloacae), wystepujaca sporadycznie w srodowisku produkcyjnym. Wszystkie

uwazane s3 za niechorobotworcze, chociaz opisano przypadki ich izolacji z zakazen
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oportunistycznych. Zaliczane sa one do mikroorganizméw odpowiedzialnych za przemiany
podstawowych sktadnikoéw zywno$ci, z wytworzeniem produktéw obnizajacych jakosc
i okre$lane sa czesto, jako mikroflora psujgca — SSO (ang. Specific Spoilage Organisms)
[Nowak, Piagtkiewicz 2008].

W badaniach wykorzystano dwa rodzaje tworzyw, polipropylen oraz stal nierdzewna
0 niskiej zawartosci wegla, chromowo-niklowa typu 304. Aby oceni¢ wplyw chropowatosci
powierzchni na proces tworzenia biofilméw, w do$wiadczeniach zastosowano dwa rodzaje
stali nierdzewnej typu 304: pierwsza - gtadka, o wspotczynniku chropowatosci: R; = 1,2 pm
I druga — w rownolegle rysy, o wspotczynniku chropowatosci R; = 7,4 um. Chropowato$é
powierzchni stali nierdzewnej okreslono z wykorzystaniem laserowego mikroskopu
skaningowego Nikon MA200m, przy powigkszeniu 500x. Dla okreSlenia rdznic
chropowato$ci badanych powierzchni stali, wykorzystano wspotczynnik R,, jako parametr
uniwersalny, rutynowo stosowany w praktyce inzynierskiej. Wybor materialdow podyktowany
byt faktem, iz s3 one powszechnie stosowane w przemysle spozywczym, do konstrukcji
urzadzen produkcyjnych.

Przechowywanie drobnoustrojow

Drobnoustroje przechowywano na podlozu ptynnym TSB (bulion kazeinowo-sojowy)
z dodatkiem glicerolu w temperaturze — 20°C. Do celow dos$wiadczalnych drobnoustroje
przeszczepiano na skosy z podlozem TSA (agar kazeinowo-sojowy) i inkubowano
w temperaturze 30°C przez 24 h.

Przygotowanie powierzchni materiatow

Przed przystgpieniem do do$wiadczen badane powierzchnie abiotyczne przygotowano
wedtug metodyki zaproponowanej przez Joseph i in. [2001]:

e Plytki ze stali nierdzewnej o wymiarach 5 x 5 x 0,1 cm przemywano acetonem,
wytrawiano, w roztworze 5N HCI, nastgpnie myto roztworem detergentu i sptukiwano woda
destylowana. Po wysuszeniu ptytki umieszczano w szklanym naczyniu i sterylizowano
w autoklawie, w temperaturze 121°C przez 15 minut;

e Plytki z polipropylenu o wymiarach 5 x 5 x 0,3 cm myto roztworem detergentu
i sptukiwano woda destylowana, a nastepnie sterylizowano w temperaturze 117°C przez
15 minut.

Tworzenie biofilméw bakteryjnych

Proces adhezji komorek do powierzchni polipropylenu i stali nierdzewnej, o rdznej
chropowato$ci monitorowano w warunkach hodowli modelowej. Badane powierzchnie

abiotyczne umieszczano w sterylnych szalkach Petriego, zawierajagcych 2 ml hodowli
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drobnoustrojow, o gestosci 10° jtk/ml i 18 ml ptynnej pozywki TSB, o dziesieciokrotnie
zredukowanej  zawartosci  sktadnikéw  odzywczych.  Dos$wiadczenie  prowadzono
w temperaturze 20°C przez 14 dni, w warunkach statycznych. Po 2, 4, 6, 16, 24, 48, 72, 168
i 336 godzinach inkubacji ptytki ze stali nierdzewnej i polipropylenu wyjmowano
I przemywano roztworem PBS (o pH 7,2), celem usunigcia komorek, nietrwale zwigzanych
z badanymi powierzchniami. Nastepnie okre§lano ilo$¢ komorek w biofilmie metoda
wymazu, pobierajgc probki przy uzyciu jalowych tamponow, ktére umieszczano nastgpnie
w butelkach, zawierajacych ptyn ptuczacy 1 wytrzasano ok. 1 minuty. Po przygotowaniu serii
dziesigciokrotnych rozcienczen wykonano posiew na ptytki z podtozem statym TSA. Posiewy
inkubowano w temperaturze 30°C przez 48 godzin. Ogolng liczbe drobnoustrojow (L) na
1 cm? obliczono wedtug wzoru:

L=(axb)lc

gdzie:

a — liczba drobnoustrojow w 1 ml zawiesiny wyjsciowe;j

b — objeto$¢ zawiesiny wyjsciowej

¢ — wielko$¢ badanej powierzchni w cm?

W trakcie prowadzenia hodowli, po kazdych 48 godzinach inkubacji badane materiaty
wyjmowano, przemywano roztworem PBS 1 przenoszono, z zachowaniem warunkow
aseptycznych do sterylnych szalek Petriego, ze swiezym podiozem ptynnym. Czynno$¢ ta,
miata na celu zachowanie rosnacych bakterii tylko na badanych ptaszczyznach, a nie w ich
otoczeniu. Badania tworzenia biofilméw na powierzchniach abiotycznych przeprowadzono
w warunkach, ktére miaty stanowi¢ pewng symulacje Srodowiska, panujacego
na powierzchniach produkcyjnych, po procesach mycia i dezynfekciji.

Kazdy wariant eksperymentu powtdrzono trzykrotnie. W celu stwierdzenia roznic
w liczebnosci komorek w btonach biologicznych, tworzonych na trzech powierzchniach,
uzyskane wyniki badah poddawano analizie statystycznej, z wykorzystaniem
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA w programie Statistica 6,0 (PL).

Efektywno$¢ tworzenia biofilmow bakteryjnych na plytkach ze stali nierdzewnej
gladkiej, o wspotczynniku chropowatosci R, = 1,2 pm, oceniano rdéwniez przy uzyciu

mikroskopu skaningowo - elektronowego (Hitachi 3000N).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu na zastosowanych ptaszczyznach (polipropylen, stal nierdzewna typu 304)
wykazywaty cztery, sposrod pieciu badanych drobnoustrojow: Micrococcus luteus,
Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis i Listeria innocua (rys. 1 - 4). Bakteria
Enterobacter cloacae nie tworzyta biofilmu na Zadnej z badanych powierzchni. Po 48
godzinach hodowli izolowano z ptaszczyzn tylko nieliczne, pojedyncze komorki tego
drobnoustroju.

Mozna to wytlumaczy¢ faktem, iz niektore drobnoustroje nie ulegaja adhezji, jezeli sa
uzyte w czystych kulturach, natomiast w hodowlach mieszanych obserwuje si¢ znaczacg ich
adhezje, co $wiadczy, ze wlaczaja si¢ w juz istniejacy biofilm. Obecnos$¢ populacji
mieszanych w S$rodowisku moze przyspiesza¢ proces adhezji, a takze powodowal
przyczepianie si¢ komorek, ktore same nie posiadajg takich uzdolnien [Bagge iin. 2001,

Czaczyk 2004].
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Rysunek 1. Liczebno$¢ komodrek Micrococcus luteus w biofilmie na powierzchniach
abiotycznych
The amount of cells Micrococcus luteus in biofilm on abiotic surfaces
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Rysunek 2. Liczebnos$¢ komoérek Pseudomonas putida w biofilmie na powierzchniach
abiotycznych
The amount of cells Pseudomonas putida in biofilm on abiotic surfaces
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Rysunek 3. Liczebnos¢ komoérek Staphylococcus hominis w biofilmie na powierzchniach
abiotycznych
The amount of cells Staphylococcus hominis in biofilm on abiotic surfaces
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Rysunek 4. Liczebno$s¢ komorek Listeria innocua w biofilmie na powierzchniach
abiotycznych
The amount of cells Listeria innocua in biofilm on abiotic surfaces

Analizujac zjawisko tworzenia biofilméw na badanych powierzchniach abiotycznych,
mozna zauwazy¢, ze juz w czasie pierwszych dwoch godzinach inkubacji, znaczaca ilo$¢
bakterii, ulegala trwalemu zwigzaniu z badanymi plaszczyznami (polipropylen, stal
nierdzewna 304 (R, = 1,2 um iR,=7,4 pm). Proces tworzenia biofilmu przebiegat
najintensywniej w czasie pierwszych 24 godzin inkubacji. W trakcie kolejnych 312 godzin
doswiadczenia, liczba bakterii w btonach biologicznych wzrastala juz w mniejszym stopniu.
Podobne spostrzezenia odnotowali Olsson 1 Krasse [1996], stwierdzajac skupiska
mikrokolonii  Staphylococcus  epidermidis  na powierzchni  biomaterialow,  juz
po dwugodzinnej inkubacji, natomiast po 24 godzinach, obecno$¢ dojrzatego biofilmu.
Zgodnie z ogoblnie przyjeta zasada, aby zapobiec tworzeniu bton biologicznych, zabiegi mycia
1 dezynfekcji powierzchni uzytkowych powinny by¢ wykonywane, co 8 godzin [Poulsen,
1999; Pontefract, 1991]. W praktyce przemystowej, procedury higieniczne czesto
przeprowadzane sg z duzo mniejszg czestotliwoscig: raz na 24 godziny, raz na tydzien,
a zdarza sig¢, ze raz na kilka tygodni, co jest zwigzane z przerwami pomi¢dzy poszczegdlnymi

cyklami produkcji. Ze wzgledow praktycznych iekonomicznych w zakladach przemyshu
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spozywczego niemozliwe jest wykonywanie kompleksowych zabiegdw higienicznych
z czestotliwo$cia, zapobiegajacg tworzeniu si¢ biofilmow. Istnieje, wigc potrzeba
poszukiwania nowych skutecznych metod zapobiegania rozwojowi biofilméw, a takze
usuwania ich z powierzchni uzytkowych, zuzyciem efektywnie dziatajacych srodkow
chemicznych.

W przeprowadzonych badaniach dynamika tworzenia biofilmu byla zréznicowana
w zaleznosci od rodzaju powierzchni. Najszybciej 1 najefektywniej zasiedlany byt
polipropylen, szczegolnie w pierwszych 2-4 godzinach hodowli. Adhezja do tej powierzchni
byta, $rednio o 0,7 log jtk/cm® wicksza, w stosunku do stali nierdzewnej, o wyzszym
wspolczynniku chropowatosci (R, = 7,4 um) i0 2,0 log jtk/cm?® wigksza, w stosunku do stali
gladkiej (R; = 1,2 um). Podobne rezultaty uzyskali Ingham i in. [2006], badajac zjawisko
tworzenia biofilmu przez Streptococcus pyogenes na réznych powierzchniach uzytkowych.
Spostrzezenia te dowodza, iz powierzchnia polipropylenu, sprzyja w wigkszym stopniu
procesom adhezji i tworzeniu biofilmow, niz plaszczyzny ze stali nierdzewnej, CO powinno
by¢ uwzglednione podczas projektowania linii technologicznych.

Aby okresli¢ wptyw chropowato$ci powierzchni stali nierdzewnej, na kinetyke tworzenia
biofilmu, w badaniach wykorzystano dwa rodzaje stalowych ptytek 304 (R;= 7,4 um) i1 304
(R;= 1,2 um), roéznigcych si¢ strukturg i warto$cig wspotczynnika chropowato$ci. Analizujac
liczebnos¢ komodrek w biofilmach, utworzonych na dwoch powierzchniach stali nierdzewne;,
zauwazono rdznice, glownie w czasie pierwszych godzin inkubacji. Komorki drobnoustrojow
adherowaly efektywniej do powierzchni stali, o wigkszej chropowato$ci, w pierwszej dobie
prowadzenia eksperymentu, po czym liczba drobnoustrojow w biofilmie, na obu
powierzchniach stali ksztaltowala si¢ na zbliZonym poziomie. Powyzsze wyniki, dowodza
I jednoczesnie potwierdzaja doniesienia niektorych autorow, ze chropowato$¢ powierzchni
abiotycznych odgrywa istotng role w poczatkowych etapach adhezji, w mniejszym stopniu
natomiast wptywa na liczebnos¢ komoérek w dojrzatym biofilmie. Charakterystyczne dla
uzytej w badaniach stali nierdzewnej typu 304 réwnolegle rysy oraz warto$¢ wspotczynnika
chropowatos$ci powierzchni R, = 7,4 pm, sprzyjaly adhezji komorek, zwlaszcza tych,
0 mniejszych rozmiarach (Micrococcus luteus, Staphylococcus hominis, Pseudomonas
putida), ktore zakotwiczajgc si¢ w nierdwnos$ciach i szczelinach szybciej formowaty blony
biologiczne. Zdaniem Lappin-Scot i Bass [2001], kazda szczelina zwigksza
prawdopodobienstwo kontaktu komorki z powierzchnia stala. Ponadto, struktura taka

nastrecza wigkszych trudnosci w usuwaniu komorek z zasiedlanej ptaszczyzny.
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Nalezy wspomnieé, ze nie ma jednoznacznego stanowiska wsrod badaczy na temat
wptywu chropowato$ci materiatow na proces adhezji. Kilku autoréw wykazato wzrost adhezji
drobnoustrojéw wraz ze zwigkszeniem si¢ chropowato$ci powierzchni [Barnes i in. 1999,
Han i in. 2000, Krysinski i in. 1992, Martinez, Casadevall, 2007]. Inni nie stwierdzili zwigzku
pomigdzy nierdwnosciami powierzchni, a zdolnoscig bakterii do tworzenia biofilmu [Frank
I Chmielewski 2001, Flint i in. 2000, Lewicki 2005, Mafu i in. 1990]. Powodem braku rdéznic,
moze by¢ fakt, ze autorzy zastosowali w badaniach powierzchnie, o stosunkowo niskich
I zblizonych do siebie wspotczynnikach chropowatosci R; (< 1 pm).

Przeprowadzona w ramach prezentowanej pracy analiza mikroskopowa (SEM)
ptaszczyzn stali nierdzewnej typu 304 (R, = 1,2 pum) potwierdzita, obecnos¢ komorek
wszystkich badanych bakterii, trwale zwigzanych z tym materialem. Ujawnienie obecnosci
biofilmu, przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego, na powierzchni stali
gladkiej, najstabiej kolonizowanej przez badane bakterie, bylo jednoczes$nie potwierdzeniem
istnienia bton biologicznych na pozostatych ptaszczyznach tzn.: stali typu 304 (R, = 7,4 um)
i polipropylenie, efektywniej zasiedlanych przez drobnoustroje. Przyktadowe obrazy biofilmu

zamieszczono na rysunku 5.

Rysunek 5. Biofilm na stali nierdzewnej typ 304 — B (R~1,2 um) po 7 dniach inkubacji w
20°C (SEM): A - Micrococcus luteus, B -Pseudomonas putida
Biofilm on stainless steel type 304 — B (R,=1,2 um) after 7 days of incubation in
20°C (SEM): A - Micrococcus luteus, B -Pseudomonas putida
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WNIOSKI
Drobnoustroje, wyizolowane z linii technologicznych wykazuja zdolno$¢ tworzenia
biofilmu na powierzchniach polipropylenu oraz stali nierdzewnej typu 304, o rdznej
strukturze i wspotczynniku chropowato$ci (R;=1,2 um; R~=7,4 um).
Hydrofobowy charakter powierzchni polipropylenu oraz chropowato$¢ stali, na poziomie
R; = 7,4 um sprzyja osadzaniu si¢ drobnoustrojéw i tworzeniu bton biologicznych,
W przeciwienstwie do stali nierdzewnej, o niskim wspotczynniku chropowatosci
(R;=1,2 um).
Najsilniej powierzchnie abiotyczne kolonizowat Micrococcus luteus najstabiej zas,
Listeria innocua.
Czestotliwo$¢ zabiegdw higienicznych w zaktadach produkcyjnych powinna uwzgledniaé

fakt szybkiego tworzenia si¢ biofilmu w czasie pierwszych 24 godzin.
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