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ABSTRACT

The complete removal of biofilms on food equipment surfaces is essential to ensure food safety and quality. However,
cells in biofilms exhibit greater resistance against the action of sanitizers and other antimicrobial agents compared to their
free living counterparts, making them much more difficult to remove. They can be a significant source of post - processing
contamination and could potentially harbor pathogens in food processing platns. The biotechnology sector is just beginning
to tackle the problem of biofilms by developing antimicrobial agents with novel mechanisms of action. Some studies seek to
prevent biofilm formation, others aim to develop antimicrobial agents to treat existing biofilms, and still others are trying to

disrupt the polymeric ties that bind the biofilms together.
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UVOoD

Mikrobialna adhézia a tvorba biofilmov su vyznamnym
rizikovym faktorom pre potravinarsky priemysel, pretoze
pomerne ¢asto je zaznamenavany ich vyskyt na povrchoch
prichadzajacich do styku s potravinami (Jay et al., 2005).
Mikrobialna adhézia je sposobena v dosledku zachytenia
a pripevnenia mikroorganizmov na povrch, nasledne
spustajicich rastovy proces. Bunkové rozmnozovanie
umoznuje vznik kolonii a etablovanie biofilmu, ked
bunkova masa je dost’ hruba na to, aby zhromazdila Ziviny,
zvyS§kové mnozstva a iné mikroorganizmy (Tsuneda et
al., 2005). Biotechnologicky sektor riesi problém tvorby
biofilmu prostrednictvom rozvojovych antibakterialnych
latok s novymi mechanizmami ucinku. Mnohé Stadie sa
snazia zabranit’ tvorbe biofilmu, iné si zamerané na rozvoj
antimikrobidlnych latok na oSetrenie uz existujicich
biofilmov a dalSie sa pokuSaja narusit’ polymérové
zvazky, ktoré spajaju biofilmy dokopy (Schachter, 2003).
Dolezité ukazovatele bunkového prichytenia, tvorby
a vyvoja biofilmu popisuje v nasledujucej tabul'ke Donlan
(2002).

Tabulka 2 U&inky spojené s tvorbou EPS v biofilmoch
(Wingender et al., 1999, Wang et al., 2003)

Funkcia Vyznam
Adhézia k povrchu Prvy krok pri inertnej kolonizacii
na povrchu, hromadenie baktérii
na ziviny bohatych povrchoch
v oligotrofnom prostredi.
Agregacia Premostenie medzi bunkami a
bakterialnych anorganickymi Casticami

buniek, tvorba
vlociek a biofilmov

obsiahnutymi v prostredi,
imobilizacia bakterialnych zmesi,
zaklad pre rozvoj vysokej hustoty
buniek a generacie pre nositel'ov
komunika¢nych procesov, pri¢ina
biofoulingu a biokordzie.

Bunkové
spoznavanie

Symbiotické vzt'ahy s rastlinami
alebo zvieratami, spustenie
patogénnych procesov

Enzymaticka aktivita

Asimilacia exogénnych
makromolekul pre ziskavanie
zivin, uvolnenie buniek v biofilme
prostrednictvom degradacie
Strukturalnych ESP v biofilme.

Interakcie Hromadenie, udrziavanie
polysacharidov a stabilizacia vylu¢ovanych
s enzymami enzymov.

Ochranna bariéra

Rezistencia k Specifickej

a neSpecifickej hostitel'skej
obranyschopnosti, rezistencia
k biocidom.

Sorpcia exogénnych

Preplachovanie a hromadenie Zivin

organickych zo Zivotného prostredia.
zluCenin
Sorpcia Akumulacia toxickych iénov,

anorganickych i6nov

podpora tvorby polysacharidového
gélu a mineralov.

Tabulka 1 Délezité ukazovatele bunkového
prichytenia, tvorby a vyvoja biofilmu (Donlan, 2002)
Vlastnosti .
adhézie Vlastnosti tekutiny Vlastnosti
bunky
povrchu
Textara alebo , o Hydrofobny
nerovnost’ Rychlost’ pridenia bunkovy povrch
Hydrofobnost’ pH Extra’celularne
privesky
Teplota Extracelularne
P polymérne latky
Aklimatizacia Tény
povlaku 5o e Signalizagné
antimikrobidlnych molekuly
latok
Bunky tvoriace biofilm moézu byt odlisné od

planktonickych buniek v tvorbe exopolymérnych latok
(EPS), znizZené rychlost'ou rastu a regulaciou $pecifickych
génov (Donlan, 2002). Uginky spojené s tvorbou EPS
v biofilmoch popisuje Wingender et al.(1999) a Wang et
al. (2003).

Strukturalne
elementy biofilmov

Sprostredkovanie mechanicke;j
stability biofilmov, stanovenie
tvaru konstrukcie EPS.

Kontrola biofilmu s enzymami

Pouzitie sanitaénych prostriedkov na enzymovom
zaklade ako biocCistiCe, tiez zname ako "zelené chemické
latky", moze sltzit ako vhodné rieSenie na prekonanie
problému tvorby biofilmov v potravinarskom priemysle.
Technoldgia a vyroba tychto enzymov ana enzymovom
zaklade zalozenych sanita¢nych prostriedkov je zvécsa
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chranena patentom. Enzymy modzu byt pouzité na
degradovanie Dbiofilmu, ale kvoli roznorodosti EPS
v biofilme a zmesi ¢innosti enzymov by mohli byt
potrebné na dostatoény rozklad bakterialnych biofilmov.
Enzymy a sanitaéné prostriedky boli tiez pouzivané ako
synergenty na zlepSenie dezinfekénej ucinnosti. (Jaquelin
et al.,, 1994; Johansen et al. 1997, Meyer, 2003). Je
zlozité najst enzymy, ktoré su Ucinné proti vSetkym
roznym typom biofilmov. Takze zlozenia obsahujuce
niekol’ko réznych enzymov sa zdaji byt rozhodujuce pre
uspeSni kontrolu tvorby biofilmu. V zisade protedza a
polysacharidy hydrolyzujuce enzymy mozu byt uzitocné.
Aj ked’ pouzitie enzymov pri odstrafiovani bakterialnych
biofilmov je stale limitované, predovsetkym kvoli nizkym
cenam dnes pouzivanych chemikalii. TaktieZ nizka
komeréna dostupnost’ réznych enzymovych aktivit
obmedzuje ich pouzitie (Poppele et al., 2003, Boor et al.,
2006).

Kontrola biofilmu s bakteriofagmi

Ked bakteriofagy pridu do kontaktu s biofilmami,
vyskytuji sa dalSie vzajomné interakcie, zavislé na
citlivosti baktérii biofilmu k bakterifagom a dostupnosti
miesta receptorov (Beutin et al., 2007). Ak bakteriofagy
obsahujii enzymy degradujuce polysacharidy, alebo ak
zna¢ny rozpad buniek je ovplyviovany bakteriofagmi,
integrita biofilmu méze byt rychlo zni¢ena (Liao et al.,
2006). Hughes et al. (1998) pracujici v oblasti kontroly
biofilmov  Enterobacterter  agglomerans  pouzitim
bakteriofagov zistili, Ze bunky sa lahko rozkladali a
biofilm bol degradovany pridanim bakteriofagov, ak boli
splnené urcité kritéria. Baktéria musela byt citlivd na
bakteriofagy a bakteriofagy depolymerizovanych
polysacharidov musia byt schopné rozkladat ESP
biofilmu. Bakteriofdg potom rozlozi bunky biofilmu,
enzym polymerazy degraduje ESP a spdsobuje zbavenie sa
biofilmu. Ak len jedno z tychto kritérii by bolo splnené,
znamenalo by to znaény stupenn degradacie biofilmu.
Eventualne spoluzitie medzi bakteriofagmi a hostitel'skymi
baktériami s biofilmom by mohlo byt zdokonalené
(Hughes et al., 1998, Liao et al., 2006). Bakteriofagy boli
navrhnuté ako prostriedky nicenia alebo kontrolovania
biofilmov, avSak technoldgia pre tito ¢innost’ doposial
nebola ispesne rozvinuta a je relativne malo dostupnych
informacii o bakteriofdgoch napadajtcich baktérie na
biofilmoch (Hughes et al., 1998; Sutherland et al., 2004,
Liao et al., 2006).

Kontrola biofilmu pomocou
medzidruhovej interakcie — bioregulacia
Existencia viacnasobnych interakcii alebo jednoducha
produkcia metabolitov moze zasahovat’ do vyvoja, ktory
zda sa byt Strukturalne usporiadanou komunitou v ramci
biofilmu (Lue, 2005). Rivalita v substrate je jednou
z hlavnych vyvojovych sil v bakteridlnom svete a mnohé
vyskumné udaje ziskané v laboratériu za kontrolovanych
podmienok ukazali ako rdézne mikroorganizmy mozu
ucinne zapasit’ s inymi z dévodu lepsieho vyuzitia daného
zdroja energie (Christensen et al., 2002). Okrem toho,
mnohé baktérie st schopné syntetizacie a vyluCovania
povrchovo aktivnych latok. V konkurenénom prostredi by
tento jav mohol hrat’ vyznamnu Glohu. Al-Tahhan et al.
(2000) =zdoraznili, ze aj pri velmi nizkej tUrovni

prostriedkov

biotenzidov, syntetizovanych rodom Pseudomonas spp.,
by mohli spdsobit povrch bunky viac hydrofobny.
Z vlastnosti biotenzidov je zname, ze mozu byt zahrnuté
do exopolymerového presunu z jedného druhu baktérie do
druhého, ¢o sa javi ako efektivnejSie vramci matice
biofilmu, kde st bunky v tesnej blizkosti (Osterreicher-
Ravid et al., 2000). Napriek tomu, v zmieSanych druhoch
biofilmu by tato bunkova vlastnost podporovana
bakterialnymi druhmi mohla mat antimikrobidlne
vlastnosti na d’al'Sie druhy baktérii. Produkcia biotenzidov
moze zoslabit’ tvorbu biofilmov (Daniels et al., 2004).
Niekol’ko autorov (Leriche a Carpentier, 2000; Zhao et
al., 2004) zistilo, Zze mikroorganizmy tvoriace biofilmy na
povrchoch v mliekarenskych zavodoch by mohli zohravat
ulohu narusitela biologickych ¢innosti patogénnych
baktérii, a preto by mohli byt pouzité na zlepSenie
povrchovej hygieny. Tenzidy z Bacillus subtilis rozrusuji
biofilmy pocas rastu bunick a zabranuju tvorbe biofilmu
mikroorganizmami ako s Salmonella  enterica,
Escherichia coli a Proteus mirabilis (Svensson et al.,
2000, Mireles et al., 2001). Taktiez, baktérie mlie¢neho
kvasenia  avyrobky, ktoré ich obsahuju  boli
zdokumentované pri ich antimikrobialnej aktivite proti
rastu Listerie monocytogenes (Zhao et al., 2004).
Zistenim, ktoré Siroké spektra baktérii vyuzivaji quorum
sensing na uskuto¢novanie tvorby biofilmu a diferenciacie
predstavuje atraktivny ciel’ pre kontrolu biofilmu (Cui,
2003; Daniels et al., 2004).

Kontrola biofilmu — ¢istenie a dezinfekcia
Biocidne vyrobky — definicia

Podl'a smernice 98/8/ES Europskeho parlamentu a Rady
zo dia 16. februara 1998 o uvadzani biocidnych vyrobkov
na trh si biocidne vyrobky aktivne latky a pripravky
obsahujuce jednu alebo viacero z nich upravené do formy,
ktora je dodavana wuzivatelovi s cielom nicenia,
zastraSovania, zneSkodnenia, zabranenia Skodlivého
ucinku alebo spdsobenia iného inhibi¢éného ucinku na
lubovolny S$kodlivy organizmus chemickymi alebo
biologickymi prostriedkami. Termin biocid sa bezne
pouziva ako synonymum pre antimikrobidlne latky alebo
sanitatné prostriedky. Avsak podla Gilberta a McBaina
(2003), trojica tychto definicii je odlisnd a je definovana
nasledovne: Biocidy su aktivne latky, ktoré pri urcitej
koncentracii  adefinovanych ~ podmienkach  buda
usmrcovat’ v uréenom Case bunky; antimikrobialne latky
st ucinné latky, ktoré maju nepriaznivy vplyv na rast alebo
rozmnozovanie mikroorganizmov; sanitaéné prostriedky
obsahuju ucinné latky, ktoré su bezpené pre pouzitie na
nezivé povrchy, a ktoré zabijaju Specifické skupiny
choroboplodnych mikroorganizmov v stanovenych casoch.
Cistenie a dezinfekcia

Cistenia a dezinfekcia v potravinarskom priemysle patria
medzi zakladné kroky, ktoré sa aplikuju pri zabezpecovani
vyroby potravin a efektivnost’ s akou sa tieto operacie
vykonavaji  velmi  ovplyviiuji  konecni  kvalitu
a bezpe&nost’ vyrobku (Carpentier a Cerf, 1993). Cistenia
a dezinfekcie st posudzované oddelene, hoci v praxi st
niekedy t'azko rozdelitelné.
Cistenie je dolezitd faza pre minimalizaciu mikrobilnej
kontaminacie priemyselného zariadenia na spracovanie
potravin (Carpentier a Cerf, 1993). Je velmi délezitou
zasadou eliminovat’ ¢o najviac mikroorganizmov este pred
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pouzitim dezinfekéného prostriedku. Cistiace postupy by
mali G¢inne odstranit’ zvySky potravin a iné necistoty,
ktoré mézu obsahovat’ mikroorganizmy alebo podporovat’
mikrobialny rast. Cistiace postupy zahffiaju odstratiovanie
necistoty a zvyskov potravin mechanicky, studenou alebo
teplou vodou, a az potom nasleduje pouzitie chemickych
latok, oplachovanie, dezinfekcia a oplachovanie. Vysoké
teploty mozZu znizovat’ potrebu fyzickej sily (Carpentier
Cerf, 1993; Maukonen et al.,, 2003). Chemické latky,
zvyCajne povrchovo aktivne latky alebo alkalické
zluceniny, pouzivané ako Cistiace prostriedky, pozastavia a
rozpustia zvySky potravin znizovanim povrchového
napitia, sposobuju emulgaciu tukov a denaturacia
bielkovin (Maukonen et al, 2003). Tieto chemické
pripravky st v sucasnosti pouzivané v kombinacii.
Mechanické posobenie (vodné turbulencie a drhnutie), je
povazované za velmi ucinné pri odstrafiovani biofilmu
(Chmielewski a Frank, 2003; Maukonen et al., 2003).
Ucinny postup &istenia musi narusit’ alebo rozlozit’ matricu
ESP spojenu s biofilmom tak, aby dezinfekéné prostriedky
mohli ziskat pristup k zivotaschopnym bunkdm
(Carpentier a Cerf, 1993; Gibson et al., 1999). Cistiaci
proces moze odstranit’ viac ako 90% mikroorganizmov
spojenych s povrchom, nemozno sa ale spoliehat’ na to zZe
ich usmrti. Baktérie sa mézu opétovne ulozit’ na iné miesta
a vzhladom k pritomnosti vody a Zivin nAm mdzu vytvorit’
biofilm. Preto musi byt vykonana vzdy aj dezinfekcia
(Gibsona et al., 1999). V potravinarskom priemysle je
proces Cistenia dolezitym faktorom a je potrebné, aby
vSetky plochy prichadzajuce do kontaktu s potravinami
boli Cist¢ a aby zabranili mikrobialnej kontaminécii a
produkovali sa kvalitné a bezpecné potravinarske vyrobky.
Cistenie a dezinfekcia si doplnkové procesy, ktoré
spolo¢ne poméahaji dosiahnut’ pozadované vysledky.
Dezinfekcia

Dezinfekcia  predstavuje  pouzivanie dezinfekénych
pripravkov na nic¢enie mikroorganizmov. Napriek tomu
v dezinfekénom roztoku boli najdené mikroorganizmy so
schopnostou tvorit' rezistentné kmene a zvySovat tak
ochranu biofilmu (Gilbert a Allison, 1999; McBain et al.,
2000). U prevadzkovatelov potravinarskych podnikov je
dezinfekcia ziadana, pretoze mokré povrchy poskytuju
priaznivé  podmienky pre rast mikroorganizmov
(Maukonen et al., 2003). Cielom dezinfekcie je znizit
povrchové populédcie zivotaschopnych buniek po vycisteni
a zabranit' rastu mikroorganizmov na povrchu pred
opatovnym spustenim vyroby. Dezinfekéné prostriedky
neprenikaji  do matice Dbiofilmu na povrchu po
neefektivnom Cistiacom procese a tak nezniéia vsetky zivé
bunky v biofilme (Holah, 1992; Carpentier a Cerf,
1993).

Dezinfekéné prostriedky su efektivnejSie pri nepritomnosti
organickych latok (tuky, sacharidy a materialy na baze
bielkovin). Organické latky, pH, teplota, tvrdost vody,
chemické inhibitory, koncentracia a kontaktny cas
vSeobecne sluzia na kontrolu tucinnosti dezinfekénych
prostriedkov (Mosteller a Bishop, 1994; Cloete et al.,
1998). Dezinfekéné prostriedky musia byt Géinné,
bezpecné, lahko pouzitelné a lahko oplachnutelné z
povrchu, nesmu zanechavat ziadne toxické zvysky, ktoré
maju vplyv na senzorické hodnoty vyrobku. Pouzitie
dezinfekénych prostriedkov v potravinarskych
prevadzkach zavisi od pouzitého materidlu a adhézie

mikroorganizmov. Na zéklade nasledovnych poznatkov by
sa malo vyberat' pouzivanie dezinfekénych prostriedkov,
ktoré vyraznou mierou pri spravnej aplikacii zabrafiuja
rastu biofilmov:

Je dezinfekény prostriedok stabilny po riedeni?

Je pouzivany dezinfekény prostriedok ucinny v danom
rozsahu pH?

Je dezinfekény prostriedok toxicky, bezpecny alebo
drazdivy?

Aké je mikrobialne spektrum dezinfekéného prostriedku?
Ako teploty ovplyviluju ucinnost  dezinfekéného
prostriedku?

Je dezinfekény prostriedok korozivny pre povrchy?

Je dezinfekény prostriedok povrchovo aktivny?

Je dezinfekény prostriedok stabilny, ked reaguje s
organickym materialom? (Troller, 1993; Wirtanen, 1995;
Wirtanen et al., 2000, Manuzon et al., 2007).
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