Proceedings of ECOpole
DOI: 10.2429/proc.2016.10(1)022 2016;10(1)

Magdalena KRCIDLO' i Teresa KRZBKO-LUPICKA®

WRAZLIWO SC IZOLATOW Trichoderma viride ZE STREFY
PRODUKCJI ZAKELADU SPO ZYWCZEGO NA DIVOSAN FORTE

THE SENSITIVITY OF Trichodermaviride ISOLATES
WITH PRODUCTION SURFACE AREA ON DIVOSAN FORTE

Abstrakt: Zanieczyszczenia mikrobiologiczne magtanowé zagraenie podczas wytwarzankgwnosci, dlatego
istotne jest stosowanie odpowiedniciiodkéw dezynfekcyjnych pozwalglych zredukowé& mazliwosé
kontaminacji produktu gotowego mikrobidbwarzyszca procesowi produkcji. Celem bathyta ocena wptywu
preparatu Divosan Forte (DF) na szczefrychoderma viride wyizolowane ze strefy produkcyjnej jednego
z zakladow produkcji spywcezej. Materiat badawczy stanowity szczepyviride 21 i T. viride 56 wyizolowane
metod, selekcyjm z powierzchni technologicznej zakladu produkepo zywnos¢. Stosowany do dezynfekcji
linii technologicznej Divosan Forte (DF) testowamoprzeliczeniu na czysty kwas nadoctowy wzshiach
objetosciowych 0,15; 0,30 i 0,60% (v/v)Aktywnos¢ fungistatyczy preparatu DF na testowane szczepy
przeprowadzono metgdzatruwania podtoy. Wyniki przedstawiono jako przyrost grzybni bageim szczepow.
Preparat DF niezataie od zastosowanegoestnia, w poréwnaniu do kontroli, stymulowat wzrostdanych
szczepOwT. viride Po 4 dobach odnotowano gkszy o blisko 50% liniowy wzrost grzybnf. viride 56

w poréwnaniu do kontroli. Wolniejszy, ale wszy o 30%, w poréwnaniu do kontroli, byt t&krozwoj szczepu
T. viride21.

Stowa kluczowe:przemyst spegywczy, Trichoderma viridekwas nadoctowy, Divosan Forte

Wstep

Zanieczyszczenia mikrobiologiczne mog wyshpi¢c podczas procesu produkcji
stanowi jeden z istotniejszych probleméw be#grspazywczej. Wsepne badania wykazayj
ze w tym specyficznyndrodowisku wystpuje zré@&nicowana mikrobiota [1].

Jednym z gldwnych zagren na poszczegélnych etapach produkcii grzyby
strzgpkowe, gdy mog one doprowadzi do pogorszenia jalkoi produktu gotowego.
Ryzyko kontaminacji grzybami zwzane jest w gléwnej mierze z latboln
rozprzestrzenianiagich w srodowisku oraz wytwarzaniem mykotoksyn. Dlategoreste
0 wysoky jakos¢ i bezpieczastwo zywnosci oraz zapobieganie stratom ekonomicznym
nalezy dobra odpowiedmi technile dezynfekcji oraz preparaty dezynfekcyjne pozviakaj
zredukowé@ zanieczyszczenia strefy produkcyjnej i gotowegodpktu [1-3]. Na wyboér
preparatu do mycia i dezynfekcji linii technologieg oraz hali produkcyjnej wptywagj
brarva, specyfika i technologia produkcji [4]. Przy dab® preparatow dezynfekcyjnych
nalezy wiec zwréct uwag ha ich spektrum dziatania iegenie, sktad konsorcjum
mikroorganizméw oraz warunki fizykochemiczne w ik prowadzenia sanacji. Kde
obnizenie efektywnéci dziatania preparatu dezynfekcyjnego z@osprzyjé rozwojowi
mikroorganizmoéw opornych, domiragych w strefie produkcyjnej, co w konsekwencji
powoduje pogorszenie jak@ produktu finalnego i zageenie zdrowia konsumentéw [5].
Preparaty na bazie kwasu nadoctowego dedykowgadezynfekcji w obiegu zamkgtym
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CIP przede wszystkim dla takich bgarjak: produkcja napojoéw i sokéw owocowych,
mleczarstwo i browarnictwo [6].

W brarzy produkcji sokéw i napojéw owocowych nagéeiej wystpuja
zanieczyszczenia drdzami, a w mleczarskiej najistotniejszes sanieczyszczenia
bakteriami katlowymi z rodziny Enterobacteriaceaerodzaju Enterococuss[7, 8J.
Zanieczyszczenia grzybami sipkowymi w tych bramach wystpuja okazjonalnie
i najczsciej pochodz z powietrza, powierzchni produkcyjnych Ilub opakéawa
jednostkowych [9]. Dotychczas w zakladach przemysjprywczego stwierdzono
dominacg grzybow nalegcych do rodzajow: Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Trichoderma, Cladosporiurfil]. Moga one powodowa nie tylko zmiany makroskopowe
tzw. plenienie powierzchni, surowcow i produktéw, ale#akprodukowé mykotoksyny.
Znanych jest okoto 400 mykotoksyn, ale najgize zagrgenie dla cziowieka stanowi
alfatoksyny, ochratoksyny, trichoteceny, fumonizyraz zearalenon [10, 11]. Gléwnymi
producentami aflatoksyn jegtspergillus flavusa ochratoksyn zaréwnaspergillus jak
i Penicillium Natomiast trichoteceny, fumonizyny i zearalengriwarzap grzyby rodzaju
Fusarium[11]. Zwigzki te wykazuj dziatanie toksyczne oraz wiwosci kancerogenne,
mutagenne, teratogenne i estrogenne [12, 13].

Grzyby rodzaju Trichoderma wystepuja powszechnie w bioaerozolu zaréwno
w budynkach mieszkalnych, jak i powietrzu atmosfenym. Zazwyczaj nie stwarzapne
zagraenia dla cziowieka, a wez @ szeroko wykorzystywane biotechnologicznie
w procesach scukrzania celulozy i biologicznej oocie rglin. T. viride s
niepowtarzalnynzrodtem wtornych metabolitéw, obecnie wyizolowang g¥3 substancije
0 znaczeniu medycznym lub agrotechnicznym [14, 1gktabolity te mog by¢
wykorzystywane jako substancje przeciwnowotworowe antymikrobiologiczne
(fungistatyczne i przeciwwirusowe) [16]. Szczepyviride ze wzgédu na rozbudowany
kompleks enzymatyczny megrzetrwa& w niesprzyjajcych warunkachkrodowiskowych
[14]. W kwasnym srodowisku nie tylko dobrze sirozwijaja, ale take wykazuj wysok
sprawnd¢ enzymatyczg Jezeli jednak szczepyl. viride zdominuj srodowisko, mog
okaz& sie niebezpieczne. §S odpowiedzialne m.in. za deterioracjmateriatéw
budowlanych, a tale materialtéw opakowaniowych. Badania prowadzonekan8ynawii
wykazaly, ze @ one gatunkiem dominagym w wodzie pitnej [17, 18], a Vesper [19]
wskazuje je jako czynnik nasit@y wystpowanie astmy u dzieci [17, 19]. Sugerujez®,
grzyby te nabyly oporrigi na stosowane preparaty dezynfekcyjne albo wyjkazibIngci
do biodegradacji substancji czynnych preparatéw, wokonsekwencji prowadzi do
obnizenia skuteczniwi dezynfekgciji.

W warunkach przemystowych stosowagegBwnie preparaty dezynfekcyjne na bazie
sody lub kwasdéw nieorganicznych, ale coraz powszeghwykorzystuje & mniegj
obcigzajgce srodowisko preparaty na bazie kwasu nadoctowegopdPaty te ména
miesz& z kwasnymi srodkami myjcymi, co pozwala na wykonanie mycia i dezynfekcji
w jednym zabiegu. Poza tym nie stwagzape szczegblnego zagemia dlasrodowiska,
gdyz tworzg sole kwasu octowego nieobzajgce sciekow. Komercyjne preparaty
dezynfekcyjne na bazie kwasu nadoctowego przeigazawieraj kwas octowy, perhydrol
i kwas nadoctowy w stosunku 1:1:1 [6]. W kimrmmleczarskiej oraz produkcji napojéw
i sokow stosowanegsgtownie preparaty dezynfekcyjne na bazie kwasuootmvego
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np. Divosan Forte (DF), w teniu obgtosciowym (v/iv) 0,1% zalecanym przez
producenta [20].

Celem bada byta ocena wplywu preparatu Divosan Forte (DF) seczepy
Trichoderma viridewyizolowane ze strefy produkcyjnej jednego z zeé&a produkciji
spazywczej.

Materiaty i metody

Material badawczy stanowity dwa szczepy viride 21 i T. viride 56 wyizolowane
ze strefy produkcyjnej zaktadu przemystu speczego metogl wymazéw w podigu
selekcyjnym zawiergcym DF w ilasci odpowiadajcej 0,1% (v/v) sfzeniu kwasu
nadoctowego. Wplyw preparatu DF na rozwdéj dwéchaiw T. viride oceniano metag
zatruwania podiy [21, 22]. Wykorzystano inokulum w formie gakéw pazywki
przeragnietych grzybnj o érednicy 10 mm. Innokulum otrzymano, prowadzhodowt
testowanych szczepow. viride metody zalewows w syntetycznej poywce Czapek Dox
Agar (CYA). Uptynnione podize CYA inokulowano wystandaryzowanzawiesin
zarodnikéw o gstaici 1:10° jtk-cn® i inkubowano w temperaturze 25°C przez 10 dni,
a nastpnie wycinano kizki i nanoszono je centralnie na zywke zawierajca badany
preparat dezynfekcyjny.

Aktywnos¢ preparatu dezynfekcyjnego weatniu odpowiadajcemu procentowej
zawartdci kwasu nadoctowego - 0,15, 0,30 i 0,60% (v/v)m@eo w stosunku do kontroli
negatywnej, ktgr stanowita jalowa woda destylowana. Uklady badawrdeibowano
w temperaturze 25°Grednic; grzybni mierzono w milimetrach, codziennie przé€zdhi.
Wyniki przedstawiono jako przyrost grzybni w czasigania déwiadczenia [mm-dap’].
Doswiadczenie prowadzonozado catkowitego pokrycia podia CYA (kontroli) przez
grzybnk.

Wyniki i dyskusja

W przemyle spaywczym istotne jest utrzymanie stanu sanitarnegklada na
najwyzszym poziomie. Way jest dobor preparatow dezynfekcyjnych o szerokim
spektrum dziatania i nieobgiajagcych $rodowiska. Wymagana jest jednak kontrola
gatunkoéw nabywagych opornéé¢ na te dezynfektanty.

Preparat dezynfekcyjny DF niezahte od zastosowanegoestnia w odniesieniu do
izolatéw T. viride 21 i 54 nie wykazywat dziatania biobdjczego. Wzrtisearny grzybni
kazdego szczepu byt wgzy w podiagu zmodyfikowanym dodatkiem preparatu
w poréwnaniu do kontroli (podi® wolne od DF). Oznacza tae kwas nadoctowy
w stzeniach od 0,15 do 0,6% powodowat stymujacjizwoju grzybni badanych izolatow.
Wyrazne przypieszenie wzrostu grzybni obserwowano pgimy drugim a czwartym
dniem trwania déwiadczenia. Szczep. viride 21 w trzecim dniu diwiadczenia wykazat
najwickszy przyrost grzybni, a szybs®jego wzrostu byla wisza o 45% i w podiazu
bez preparatu. W konsekwencji w czwartym dniu tiaanlcwiadczenia podize
z preparatem DF calkowicie zostalo pokryte grzgbrii. o 6 dni wczéniej niz
w przypadku podiza niemodyfikowanego (rys. 1).
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Rys. 1. Dobowy przyrost grzybni szczepuchoderma viride21 w trakcie 10-dniowego okresu badawczego
[mm-doba’ + odchylenie standardowe]: a) préba kontrolna, B)WD stzeniu 0,15%, c) DF w steniu
0,30%, d) DF w steniu 0,60%

Fig. 1. Daily increase of mycelium oTichoderma viride21 in duration of 10 days research period
[mm-day* + standard devotion]: a) control sample, b) DF ionaentration of 0.15%, c) DF in
concentration of 0.30%, d) DF in concentration @006

Réwniez w przypadku szczepd. viride 56 w ukladach zawiergych preparat
dezynfekcyjny, niezalamie od jego stzenia, stwierdzono szybszy przyrost grzybni
w poréwnaniu do kontroli. Stymulage dzialanie preparatu DF na przyrgsednicy
grzybni obserwowano od 3 do 7 dnia inkubacji, aqpase tempo rozwoju byto podobne
jak w kontroli. Najwekszy przyrost grzybni odnotowano paiizy drugim a czwartym
dniem d@wiadczenia. Natomiast najuyz réznice w szybkaci jej przyrostu - pomidzy
szczepami rozwijacymi s na podiagu z dezynfektantem a kontrolnym odnotowano
w czwartym dniu déwiadczenia i wynosita ona 35%. Szczep ten cechsiyatolniejszym
wzrostem w poréwnaniu do izolalu viride 21, gdy: catkowite pokrycie podia grzybni
zaobserwowano dopiero w 8 dniusddadczenia (podobnie jak w przypadku padto
kontrolnego) (rys. 2).

Uzyskane wyniki bada wykazaty oporné¢ szczepdw Trichoderma na preparat
dezynfekcyjny na bazie kwasu nadoctowego - Divosarte. Potwierdzeniem gs
doniesienia na temat ograniczonej skuteézn@reparatow dezynfekcyjnych na bazie
kwasu nadoctowego nie tylko w stosunku do grzybotmzggkowych. Badania
przeprowadzone w magazynaghwnosciowych wykazatyze 75% testowanych szczepéw
bylo catkowicie opornych na preparat zawiecgj kwas nadoctowy [22]. Odnotowano
rowniez oporndé¢ bakterii na tego typu preparaty, np. izolat@acillus subtilis
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i Micrococcus luteugpochodzacych z uradzen dezynfekcyjnych [23] oraz biofilmow
bakteryjnych obecnych na stali nierdzewnej [24].

a) 55.0 by 350
_ 500 _ 500
T 450 T 450 4
2400 2400
T O350 T 350
E 300 T E 300
B X { L=
£ 200 : E 200 :
8 e ¥ e
5 150 3 5 150
g 5o I R -
 godb—o—F % .+ T ¥ 3 B 00—y
g ! 2 ]
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Czas [dni] Czas [dni]
c) 55.0 d) 55.0
500 _ 500 ¥
= 450 ¥ = 450
“ v Y,
3 90 5 o
a). b W,
E 300 E 300
= 250 I E 25.0 -
=200 < 200
N 3 =
5 15.0 EJ 15.0
z 10,0 z z 100
= = c -
= 5.0 = 5.0
éc)_(lf...,,vvr E'U_UT,.,.,,.,,
01 2 3 4 5 6 8 9 10 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Czas [dni] Czas [dni]

Rys. 2 Dobowy przyrost grzybni szczeplrichoderma viride56 w trakcie 10-dniowego okresu badawczego
[mm-doba’ + odchylenie standardowe]: a) préba kontrolna, )W stzeniu 0,15%, c) DF w steniu
0,30%, d) DF w steniu 0,60%

Fig. 2. Daily increase of mycelium oTichoderma viride56 in duration of 10 days research period
[mm-day* + standard devotion]: a) control sample, b) DF ionaentration of 0.15%, c) DF in
concentration of 0.30%, d) DF in concentration @006

Do tej pory jednak preparaty utlerjeg stanowity jeden z najskuteczniejszych
sposobow redukcji zanieczyszézmykologicznych [23]. Stwierdzona opoud szczepdw
rodzaju Trichodermana preparaty zawiergije kwas nadoctowy nie by spowodowana
przez dwa réne mechanizmy. Po pierwsze szczépwiride mogs wykazywa zdolngé
do whczania skladnikéw preparatéw dezynfekcyjnych doalsalv metabolicznych.
Dowiedziono, ze szczepT. reeseijest w stanie metabolizowwakwas octowy obecny
w podiatu, a dodatkowa obeckb furfuralu zwkksza poziom wydzielania
celulazy [25, 26].

Drugim typem mechanizmu jest wytworzenie systemuowyp przed substancjami
wchodzcymi w sklad preparatu. Chambergo i in. [27] opisalizolatdw z rodzaju
Trichodermadysmutaz nadtlenkow Cu/Zn-SOO i Mn-SOO. Obeckd tych ztazonych
komplekséw biatkowych warunkuje opoigona stres oksydacyjny wywotany wolnymi
rodnikami, cyjankiem sodu i potasu oraz pozwalaamvij w obecnéci stzonego HO,
[27]. Oporndci na stres oksydacyjny T. viride moze by tez zwigzana z wydzielaniem
glutatnionu i tioredukcyny [28].



198 Magdalena Kgcidto i Teresa Krzgko-tupicka

Zdolnas¢ do metabolizowania lub unieczynnienia niektéry&ladnikéw preparatow
dezynfekcyjnych stanowi powme zagraenie dla skuteczioi mycia i dezynfekcji.
Produkowane przez oparrmikrobiot enzymy, takie jak dysmutaza nadtlenkowa czy
katalaza, mog powodowa redukcg rodnikéw tlenowych oraz obiré¢ skutecznét
preparatu nawet w stosunku do mikroorganizméw ni@aypcych opornéci na wysoki
stres oksydacyjny [29].

Szeroki zakres uzdolnieenzymatycznych oraz zdokiodo wzrostu i prowadzenia
przemian metabolicznych w pH < 2 sprawjaje grzyby rodzajurrichodermamog by¢
uzyteczne w wielu procesach technologicznych [30dindé& te same cechy biochemiczne
mog powodowa ich rozwdj w warunkach nieprzyjaznych innymi mikrganizmom, jak
np. hale produkcyjne w przeglg spaywczym, a stosowanie kémaych preparatow
dezynfekcyjnych mze dodatkowo stymulowéaich rozwaj.

Pomimo ze do tej pory poznano bardzo mato toksyn wytwarzhngrzez szczepy
T. viride ich dominacja w s$rodowisku produkcji oraz niewthwos¢ na srodki
dezynfekcyjne mee stanowd zagraenie dla strefy produkcyjnej. Wytworzone produkty
0 zmienionym smaku, zapachu czy innych setaosciach swiadczcych o rozwoju
i aktywnasci mikroorganizméw nie nadfjsie do sprzeday i generuy straty firmy.
Dodatkowo nadmierne genie zarodnikéw jednego gatunku w powietrzuzengtanowd
potencjalne zagi@nie dla zdrowia pracownikow.

Pomimo szerokiego stosowania preparatow dezynfaichj na bazie kwasu
nadoctowego w przemile spaywczym naley liczy¢ sig z ograniczog ich skutecznécia,
zwtaszcza w stosunku do grzybéw spkowych.

Podsumowanie i wnioski

Zastosowany dezynfektant nie ograniczat rozwojuattov T. viride 56 i 21. Nie
uzyskano efektu biobdjczego nawet przyyaiu stzen wyzszych ni zalecane przez
producenta preparatu. Coewej, obecn& w podiau preparatu DF stymulowata wzrost
testowanych izolatéw. 1zolowane z powierzchni piadjynych metod selekcyjm szczepy
zaréwno bakterii, jak i grzyboéw oporne na prepaggyynfekcyjne magstanowg istotny
wskaznik skutecznéci dziatania preparatu dezynfekcyjnego i jédioproduktu finalnego
w zaktadach przemystu spovczego. Wprowadzenie tego typu wskikow wydaje s
by¢ zasadne, zwtaszcze pojawienie si mikrobioty opornej mge spowodowadominacg
jednej grupy mikroorganizmoéw, co jest zjawiskierapwadanym.
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THE SENSITIVITY OF Trichodermaviride ISOLATES
WITH PRODUCTION SURFACE OF FOOD AREA ON DIVOSAN FOR TE

Chair of Biotechnology and Molecular Biology, Unisity of Opole

Abstract: Microbiological contamination may constitute a ridiring food production. Therefore is highly
important to apply appropriate disinfectant thaluees the possibility of contamination of the firéd product by
microorganisms associated with production proc&be. aim of this study was the assessment of infleesf
Divosan Forte disinfectant on resistant strain§rathoderma viridgsolated from production area of food facility.
Microbial materials were two strains ©fichoderma viridecollected from production surfaces in the foodlitgc
by selection method. Divosan Forte (DF) was thetgm of peracetic acid, acetic acid and hydrogeroxide
which was applied to clean the production line. &kgvity of the disinfectant at volume concentat [v/v] of
0.15, 0.30 and 0.60 percentages was evaluated redihect to the negative control (sterile distilledter).
The antifungal activity of that preparation wastedsby medium poisoning method. The result werevshas
increase of growth [mm-day. Disinfecting independently of the concentratiarsed, compared to the control,
stimulated the growth of mycelium of the test stgaiOn the 4th day of the study reported a fasyeefial growth
of T. viride 56 isolate by nearly 50% in comparison to contsbbwer but 30% higher than control was growth of
T. viride21.

Keywords: food industry,Trichoderma virideperacetic acid, Divosan Forte



