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Wymagania prawne w zakresie bezpieczeWymagania prawne w zakresie bezpieczeńństwa stwa 

żżywnoywnośścici, , tjtj. . rozporzrozporząądzenie WE dzenie WE 852/2004852/2004  Parlamentu Parlamentu 

Europejskiego i Rady z Europejskiego i Rady z 29.04.200429.04.2004    

„„W sprawie higieny W sprawie higieny śśrodkrodkóów spow spożżywczychywczych””    

i polska ustawa z i polska ustawa z 25.08.200625.08.2006    

„„O bezpieczeO bezpieczeńństwie stwie żżywnoywnośści i ci i żżywieniaywienia””    

((nowelizowana nowelizowana 08.01.201008.01.2010)), ,   

nakazujnakazująące wdrace wdrażżanie zasad GMP i systemu HACCPanie zasad GMP i systemu HACCP, , 

nie wyrnie wyróóżżniajniająą  sektora cukrowniczego sektora cukrowniczego   

spospośśrróód pozostad pozostałłych sektorych sektoróów branw branżży spoy spożżywczejywczej..  



  

BiofilmyBiofilmy  to zto złłoożżoneone, , wielokomwielokomóórkowe rkowe   

struktury drobnoustrojstruktury drobnoustrojóóww, ,   

otoczone warstwotoczone warstwąą  śśluzuluzu, ,   

wykazujwykazująące adhezjce adhezjęę    

do powierzchni biologicznych i abiotycznychdo powierzchni biologicznych i abiotycznych..  

ShiShi  i i ZhuZhu, , 20092009; ; Czaczyk i WojciechowskaCzaczyk i Wojciechowska, , 20032003  



  

Cechy Cechy biofilmubiofilmu::  

Rysunek Rysunek 11. . ZrZróóżżnicowanie aktywnonicowanie aktywnośści metabolicznej w obrci metabolicznej w obręębie bie biofilmu biofilmu 

[[httphttp://://bioinfobioinfo..molmol..ujuj..eduedu..plpl//articlesarticles//BuchalaBuchala0505]]  



  

Etapy powstawania Etapy powstawania biofilmubiofilmu::  

1.1. Adhezja odwracalna pojedynczych komAdhezja odwracalna pojedynczych komóórek do powierzchnirek do powierzchni;;  

2.2. Adhezja nieodwracalna komAdhezja nieodwracalna komóórekrek;;  

3.3. Tworzenie Tworzenie mikrokoloniimikrokolonii;;  

4.4. RRóóżżnicowanie sinicowanie sięę  osiadosiadłłej populacji bakterii i utworzenie     ej populacji bakterii i utworzenie     

dojrzadojrzałłej formy ej formy biofilmubiofilmu;;  

5.5. Migracja komMigracja komóórekrek. .   

LibudziszLibudzisz, , 20082008; ; BertholdBerthold, , 20072007; ; CzaczykCzaczyk, , 20042004  



  

1.1. Adhezja odwracalnaAdhezja odwracalna  

�  OdlegOdległłoośćść  mimięędzy komdzy komóórkrkąą, , a poda podłłoożżem em 150 150 nmnm  

�� Fizyczne oddziaFizyczne oddziałływaniaywania, , tjtj. . sisiłły hydrodynamiczney hydrodynamiczne, , sisiłły y 

termodynamiczne termodynamiczne ((ruchy Brownaruchy Browna)), , dyfuzjadyfuzja, , grawitacjagrawitacja, , 

sisiłły Van der y Van der WaalsaWaalsa, , elektrostatyczny elektrostatyczny łładunek adunek 

powierzchnipowierzchni, , ruchliworuchliwośćść  samych komsamych komóórekrek  

RysRys. . 22. . Formowanie Formowanie biofilmubiofilmu  na na 

powierzchniach stapowierzchniach stałłych ych   

w warunkach statycznychw warunkach statycznych  

  [[httphttp://://biologybiology..binghamtonbinghamton..

eduedu//daviesdavies//researchresearch..htmhtm]]  



  

2. Adhezja nieodwracalna 

� Odległość między komórką, a podłożem – 3 nm 

� Chemiczne intereakcje, tj. wiązania wodorowe oraz  

tworzenie par i kompleksów jonowych (wiązania 

kowalencyjne typu węgiel-węgiel) 

� Wzmożona synteza i wydzielanie zewnątrzkomórkowych 
biopolimerów (EPS – extracellular polymeric substances) 

Rys. 2. Formowanie biofilmu na 
powierzchniach stałych  

w warunkach statycznych 
 [[httphttp://://biologybiology..binghamtonbinghamton..

eduedu//daviesdavies//researchresearch..htmhtm]] 



  

3. Tworzenie mikrokolonii 

� Indukcja i supresja poszczególnych genów 

� Ekspresja odpowiednich cech genotypowych 

� Wzmożona synteza i wydzielanie zewnątrzkomórkowych 

biopolimerów (EPS – extracellular polymeric substances) 

Rys. 2. Formowanie biofilmu na 
powierzchniach stałych  

w warunkach statycznych 
 [[httphttp://://biologybiology..binghamtonbinghamton..

eduedu//daviesdavies//researchresearch..htmhtm]] 



  

4. Dojrzewanie biofilmu 

� Intensywne namnażanie się komórek 

� Wytwarzanie glikokaliksu, tj. otoczki składającej się  

z reszt polisacharydowych glikolipidów i glikoproteidów 

wchodzących w skład błon komórkowych 

� Adsorbcja substancji mineralnych, związków 

organicznych oraz komórek innych drobnoustrojów do 

struktury glikokaliksu 

Rys. 2. Formowanie biofilmu na 
powierzchniach stałych  

w warunkach statycznych 
 [[httphttp://://biologybiology..binghamtonbinghamton..

eduedu//daviesdavies//researchresearch..htmhtm]] 



  

5. Migracja komórek 

� Osiągnięcie przez błonę biologiczną, tzw. krytycznej 

grubości 

� Migracja komórek z peryferycznych części dojrzałego 

biofilmu do otaczającego środowiska 

� Proces kolonizacji nowych miejsc/płaszczyzn 

Rys. 2. Formowanie biofilmu na 
powierzchniach stałych  

w warunkach statycznych 
 [[httphttp://://biologybiology..binghamtonbinghamton..

eduedu//daviesdavies//researchresearch..htmhtm]] 



  

Czynniki warunkujące tworzenie biofilmów: 

1. Wydzielanie przez drobnoustroje zewnątrzkomórkowych 

biopolimerów (EPS – extracellular polymeric substances); 

2. Hydrofobowość/hydrofilowość płaszczyzn i komórek; 

3. Rodzaj i charakter powierzchni; 

4. Czynniki środowiskowe; 

5. Obecność innych mikroorganizmów. 

Mohammed i wsp., 2006; Czaczyk, 2005; Midelet i Carpentier, 2004 



  

ZEWNĄTRZKOMÓRKOWE BIOPOLIMERY 

białka, polisacharydy, kwasy nukleinowe, fosfolipidy 

Polisacharydy Białka 

� akumulacja na powierzchni komórki  

w postaci śluzu lub wydzielanie do podłoża 

� wypełnianie pustych przestrzeni między 

komórkami mikroorganizmów 

� zabezpieczanie komórek  

przed destrukcyjnym działaniem 

osmotycznych i oksydatywnych  

czynników, w tym środków 

dezynfekcyjnych 

� uwolnienie do roztworu – utworzenie warstwy 

 kondycjonującej 

� wzrost koncentracji białek – I etap adhezji 

� sekrecja białek in situ – nasilenie adhezji 

stabilne „zakotwiczenie” komórek  

 do powierzchni docelowej 

� adsorbcja na powierzchni związków 

 toksycznych i zapobieganie ich dyfuzji  

 do cytoplazmy 

niska koncentracja składników odżywczych w środowisku wzrostu 



  

Hydrofobowość/hydrofilowość 

 
1. Płaszczyzny docelowe 

Płaszczyzny wysoce hydrofobowe lub wykazujące dodatni ładunek 

powierzchniowy są z reguły lepiej zasiedlane przez mikroorganizmy niż 

płaszczyzny o hydrofilowym charakterze i naładowane ujemnie.   

Zależność ta determinowana jest obecnością wolnych grup funkcyjnych 
(głównie COO-, OH-, NH2- oraz O2-) w strukturze zewnętrznych membran 

drobnoustrojów. 

Hydrofobowe powierzchnie abiotyczne: 

� Polichlorek winylu (PCV) 

� Polietylen tetraftalenu (PET) 

� Hydrofobowe regiony powierzchni stali nierdzewnej 



  

Właściwości powierzchniowe bakterii są procesem 
dynamicznym, zależnym od warunków hodowli 

� korzystne warunki środowiska - hydrofilowość 

� niekorzystne warunki środowiska - hydrofobowość  

Rys. 3. Listeria monocytogenes 

Hydrofobowość/hydrofilowość 

 
2. Ściana komórkowa drobnoustrojów 

Powierzchnia większości bakterii naładowana jest ujemnie, a wiele 

struktur powierzchniowych, białek czy lipidów, podnosi jej 

hydrofobowość. Silne właściwości hydrofobowe powierzchni wpływają 

na autoagregację komórek bakteryjnych i oznaczają wyższy stopień 

przywieralności do hydrofilnych powierzchni. 



  

Rodzaj i charakter powierzchni 

 
Hipoteza 1  

Wraz ze wzrostem chropowatości powierzchni zwiększa się adhezja 

drobnoustrojów 

Hipoteza 2  

Brak korelacji pomiędzy nieregularnościami powierzchni, a zdolnością 

bakterii do adhezji – wielkość komórek mikroorganizmów 

Hipoteza 3 

Tworzenie biofilmów determinowane jest hydrodynamiką całego 

układu, tj. w środowiskach nienarażonych na stresy hydrodynamiczne 
nie ma różnic w adhezji w zależności od porowatości 



  

Materiały, na których najczęściej stwierdza się obecność biofilmów: 

� Drewno 

� Szkła 

� Stal nierdzewna i inne metale 

� Tworzywa sztuczne: polipropylen, polistyren, teflon, silikon, guma 

Rodzaj i charakter powierzchni 

 W większości badań wykazano jednak, że porowatość, obecność na 

powierzchni zarysowań i skaz sprzyja tworzeniu się biofilmów, tj. 

adhezji komórek o szczególnie małych rozmiarach. 



  

Czynniki środowiskowe 

 

1. Składniki odżywcze 

� Źródła cukru 

 Determinacja powstawania mikrokolonii komórek na powierzchniach  

i nadanie biofilmom trójwymiarowej struktury. 

� Źródła węgla 

 Determinacja syntezy pozakomórkowych substancji, scalających 

mikrokolonie biofilmu i stabilizujących mechaniczną strukturę błon 
biologicznych.  

� Źródła azotu  

 Synteza zewnątrzkomórkowych białek kształtujących hydrofobowy 

charakter powierzchni komórek i powierzchni abiotycznej. 



  

Czynniki środowiskowe 

 

1. Składniki odżywcze 

� Jony metali 

 Wpływ na funkcje odżywcze, transportowe i enzymatyczne  

w komórkach mikroorganizmów, co może w sposób pośredni 
wpływać na tworzenie biofilmu lub kształtować jego strukturę  
i właściwości. 

� Składniki mineralne 

 Udział w procesie biosyntezy egzopolisacharydów, jak również 
wzmocnienie struktury glikokaliksu. 



  

Czynniki środowiskowe 

 
2. Odczyn podłoża hodowlanego 

 Wysokie pH (>10) lub niskie pH (<2-3) – skuteczne inhibitory 

wzrostu komórek i syntezy substancji EPS u większości bakterii 

saprofitycznych i patogennych. 

 

3. Temperatura 

 W niskich temperaturach powierzchnia mikroorganizmów wykazuje 

wysoce hydrofobowy charakter, co związane jest z syntezą przez 

komórki specyficznych białek szoku termicznego (ang. cold shock 

protein), co sprzyja procesom adhezji. 



  

Obecność innych mikroorganizmów 

 Niektóre mikroorganizmy nie przyczepiają się do powierzchni jeżeli 

występują w monokulturach, ale w hodowlach mieszanych obserwuje 

się znaczącą ich adhezję.  

Obecność w środowisku populacji mieszanych może przyspieszać 

proces adhezji, jak również powodować przyczepianie się komórek 

patogennych, które same nie posiadają takich uzdolnień 



  

Biofilmy – zagrożenie w wielu gałęziach gospodarki 

 
1. Praktyka medyczna 

� Zakażenia u pacjentów  

 przyrządy, wykonane z materiałów syntetycznych, tj. cewniki, dreny, 

protezy stawowe, soczewki kontaktowe, zespolenia naczyniowe 

� Rozprzestrzenianie się chorób zakaźnych  

 adhezja bakterii chorobotwórczych do powierzchni stałych 

� Powstawanie płytki nazębnej, próchnicy i paradontozy  

 adhezja drobnoustrojów do powierzchni zębów 



  

Biofilmy – zagrożenie w wielu gałęziach gospodarki 

 

2. Przemysł spożywczy 

Produkt Ekonomia 

� Zmiany organoleptyczne 

� Przyczyna psucia  

� Rezerwuar bakterii 

chorobotwórczych 

�  Ograniczenie przepływu mediów 

�  Utrudniona wymiana ciepła 

�  Wzrost tarcia na elementach   

  ruchomych 

�  Awaria urządzeń 

 



  

 

W skali przemysłowej tematyka dotycząca tworzenia i skutków 

obecności biofilmu została szczegółowo opisana w przemyśle 

mleczarskim, mięsnym i rybnym.   

Biofilm realnym zagrożeniem dla jakości, w tym bezpieczeństwa 

produktów finalnych 

2. Przemysł spożywczy 

� Gunduz G.T., Tuncel G.: Biofilm formation in an ice cream plant. 
Antonie Van Leeuwenhoek 2006, 89, 329-336   

 Badania prowadzone w skali przemysłowej podczas produkcji lodów 

wykazały, że w skład biofilmu mogą wchodzić zarówno bakterie 

gramdodatnie z rodzaju Staphylococcus sp., Bacillus sp., Listeria sp., 

Streptococcus sp., Leuconostoc sp. i Pediococcus sp.,  

jak i gramujemne z rodziny Enterobacteriaceae, tj.: Proteus, 

Enterobacter, Citrobacter, Shigella, Escherichia. 



  

 

� Sharma M. and Anand S.K.: Biofilms evaluation as an essential 

component of HAACP for food/dairy processing industry – a case. 
Food Control 2002, 13, 469-477 

 Biofilm obecny w aparaturze stosowanej w przemyśle mleczarskim 

może być zróżnicowany gatunkowo i zawierać Bacillus cereus, 

Escherichia coli, Shigella sp. i Staphylococcus aureus. 

2. Przemysł spożywczy 

� Giffel M.C., Beumer R.R., Granum P.E., Rombouts F.M.: Isolation 

and characterization of Bacillus cereus from pasteurized milk in 

household refrigerators in the Netherlands. International Journal of 
Food Microbiology 1997, 34, 307-318  

 Adhezja spor Bacillus cereus do powierzchni stali nierdzewnej 

wymiennika ciepła stosowanego w przemyśle mleczarskim, 

namnażanie i tworzenie biofilmu. 



  

OpornoOpornośćść  biofilmbiofilmóóww  na czynniki na czynniki antymikrobiologiczneantymikrobiologiczne::  

1.1. Wytwarzanie ochronnej warstwy Wytwarzanie ochronnej warstwy śśluzuluzu;;  

2.2. Zmniejszenie aktywnoZmniejszenie aktywnośści metabolicznejci metabolicznej;;  

3.3. Zmiany zachodzZmiany zachodząące na poziomie molekularnymce na poziomie molekularnym;;  

4.4. Procesy chemicznego komunikowaniaProcesy chemicznego komunikowania;;  

5.5. ZespoZespołły zwiy zwiąązkzkóów biaw białłkowychkowych. .   

Czaczyk i MyszkaCzaczyk i Myszka, , 20072007; ; SzczotkoSzczotko, , 20072007; ; LatasaLatasa  i i wspwsp.., , 20062006  



  

1.1. Wytwarzanie ochronnej warstwy Wytwarzanie ochronnej warstwy śśluzuluzu  

�� obniobniżżenie tempa dyfuzji enie tempa dyfuzji biocydbiocydóów w   

�� utrudnienie dotarcia skutrudnienie dotarcia skłładnikadnikóów toksycznych w toksycznych   

do gdo głęłębszych warstw bbszych warstw błłony biologicznejony biologicznej  

�� ochrona przedochrona przed::  

  promieniowaniem UVpromieniowaniem UV  

  zmianami wartozmianami wartośści ci pHpH  śśrodowiskarodowiska  

  fagocytozfagocytoząą  

  szokiem osmotycznymszokiem osmotycznym  



  

2.2. Zmniejszenie aktywnoZmniejszenie aktywnośści metabolicznejci metabolicznej  

W gW głęłębszych warstwach bszych warstwach biofilmubiofilmu  komkomóórki majrki mająą  mniejszy mniejszy 

dostdostęęp do skp do skłładnikadnikóów odw odżżywczych i tlenuywczych i tlenu, , wiwięęc aby c aby 

przetrwaprzetrwaćć  w tych warunkach muszw tych warunkach musząą  sisięę  dostosowadostosowaćć, , 

poprzez zmianpoprzez zmianęę  swojej fizjologii i zmniejszenie tempa swojej fizjologii i zmniejszenie tempa 

wzrostuwzrostu, , przechodzprzechodząąc w stan zblic w stan zbliżżony do anabiozyony do anabiozy. . 

WykazujWykazująą  wwóówczas zmniejszonwczas zmniejszonąą  wrawrażżliwoliwośćść  na dziana działłanie anie 

substancji toksycznychsubstancji toksycznych  



  

3.3. Zmiany zachodzZmiany zachodząące na poziomie molekularnymce na poziomie molekularnym  

�� Mechanizm konstytutywny Mechanizm konstytutywny ––  ekspresja odpowiednich ekspresja odpowiednich 

gengenóóww  

�� Mechanizm indukcyjny Mechanizm indukcyjny ––  inicjowany obecnoinicjowany obecnośściciąą  

czynnika czynnika antymikrobiologicznegoantymikrobiologicznego  

�� Aktywacja genAktywacja genóóww, , ktktóórych produkty ekspresji rych produkty ekspresji ((npnp. . 

enzymyenzymy) ) neutralizujneutralizująą  dziadziałłanie anie bbóójczejcze  czcząąstek stek 

antybiotykantybiotykóów oraz substancji dezynfekujw oraz substancji dezynfekująącychcych  



  

 

Biofilmy Biofilmy w przemyw przemyśśle le cukowniczymcukowniczym::  

�� W literaturze W literaturze śświatowej brak jest informacji na temat wiatowej brak jest informacji na temat 

biofilmbiofilmóóww  w przemyw przemyśśle cukrowniczym le cukrowniczym   

�� Dane literaturowe dotyczDane literaturowe dotycząą  ggłłóównie oceny wnie oceny 

mikrobiologicznej komikrobiologicznej końńcowego produktu oraz oceny cowego produktu oraz oceny 

higieny higieny śśrodowiska produkcji i pracownikrodowiska produkcji i pracownikóóww  



  

1.1. Zdefiniowanie miejsc tworzenia siZdefiniowanie miejsc tworzenia sięę  biofilmubiofilmu  w instalacjach w instalacjach 

przemysprzemysłłu cukrowniczegou cukrowniczego;;  

2.2. Zdefiniowanie skZdefiniowanie skłładu mikrobiologicznego adu mikrobiologicznego biofilmu biofilmu   

3.3. Zdefiniowanie skZdefiniowanie skłładu chemicznego matrycy adu chemicznego matrycy biofilmubiofilmu, , tjtj. . mm..inin. . 

biabiałłka pozakomka pozakomóórkowerkowe, , a aspekty fizykochemiczne cukru a aspekty fizykochemiczne cukru 

((npnp. . podatnopodatnośćść  cukru na tworzenie cukru na tworzenie flokafloka))  

4.4. Badanie opornoBadanie opornośści temperaturowej drobnoustrojci temperaturowej drobnoustrojóów w 

wchodzwchodząących w skcych w skłład ad biofilmubiofilmu;;  

5.5. Badanie wraBadanie wrażżliwoliwośści ci biofilmbiofilmóóww  na stosowane na stosowane dezynfektantydezynfektanty..  

Biofilmy Biofilmy w przemyw przemyśśle le cukowniczym cukowniczym ––  aspekt naukowyaspekt naukowy  


