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Badania efektu bakterio- i grzybostatycznego prébek blachy i tworzywa

sztucznego

Zgodnie z norma ..PN-EN ISO 846:2002:

Tworzywa sztuczne - Ocena dzialania mikroorganizméw” w okreslonych warunkach
srodowiskowych mikroorganizmy moga osiada¢ 1 tworzy¢ kolonie na powierzchni
materialéow, a obecno$¢ mikroorganizmow oraz ich produktéow metabolizmu wplywa na
uszkodzenie tworzywa lub/i zdolnos¢ do uzytkowania materiatu.

W oparciu o norm¢ PN-EN ISO 846:2002 okreslono pogorszenie wlasciwosci
materialtow pod wplywem dzialania wybranych mikroorganizméw i oznaczono efekt
bakterio- i grzybostatyczny dostarczonych przez zleceniodawceg nast¢pujgcych probek:

e Dblacha lakierowana proszkowo (barwa lakieru biata i czarna),

e tworzywo sztuczne z domieszkg substancji hamujacej rozwd) mikroorganizméw,
poprzez ocene wizualng, i zmiang wlasciwosci fizycznych.
W ponizszych badaniach zastosowano nastgpujaca definicje efektu bakterio- i
grzybostatycznego.
Efekt bakterio- i grzybostatyezny to wedlug punku 3 w/w normy efekt spowodowany
d=zialaniem srodka do zwalczania drobnoustrojéw, ktéry zabezpiecza material przed
porosnigciem przez bakterie/grzyby w wilgotnych warunkach.

Zasada badania polegala na poddawaniu probek dzialaniu wybranych szczepow
bakterii/grzybow przez okreslony czas (tutaj 28 dni) w okreslonych warunkach wilgotnosci i
temperatury (wedhug punku 8.1 normy byla to temperatura 23+1 °C: przy wilgotnosci
wzglednej >95%- wilgotnos¢ taka osiggana jest przez agar- wedlug tabeli 3 w/w normy).

Hodowle szezepow prowadzono wedtug punktu 5.2.2 w/w normy na podiozu agarowym.



1. Oznaczanie efektu grzvbostatycznego (w tym przypadku Aspergillus niger

wykonano wedtug punku 4.2.1.1. — metoda B - oznaczanie efektu grzybostatycznego.
Wedlug tego punktu probki sa wystawiane na dzialanie zawiesiny (tutaj komorek-
konidiow plesni) w obecnosci pelnowartosciowej pozywki tj. ze zrodlem wegla.
Kazde zahamowanie wzrostu, zarobwno na badanym materiale jak i na pozywce (strefa
inhibitorowa) wskazuje na aktywnos¢ grzybostatyczng materialu lub obecnos¢ srodka
hamujacego rozwoj drobnoustrojow. Do badan wybrano szczep plesni 4. niger ., co
jest zdane z punktem 5.2.1., w ktérym podano, ze wybor szczepow zalezy od
porozumienia zainteresowanych stron.
Probki do badan przygotowano zgodnie z punktem 6.1. normy i stanowily je kwadraty o
wymiarach 30mm x 30mm.
W badaniach  zastosowano wariant B normy (wedlug punktu 4.2.1.1) metody czyli
oszacowanie efektu grzybostatycznego. Probki byly wystawiane na dzialanie mieszaniny
zawiesiny konidiéw A. niger w obecnosci pelnowartosciowej pozywki tj. ze zrodlem wegla
przygotowanej wedlug punktu 5.2.3.5 w/w normy (zrodlo wegla : roztwor glukozy o
stezeniu 30 g/L).
Zywotno$é testowanych plesni sprawdzana byla zgodnie z punktem 8.2.1.4. w/w normy.
W tym celu napetniono sterylne szalki Petriego pozywka pelnowartosciowg (5.2.3.5)
postepujgc zgodnie z punktem 8.2.1.1 i zaszczepiono je jedng kropla kazdej zawiesiny
komorek. Inkubowano w temperaturze 24+1 °C przez 3-4 doby. Po uplywie wymaganego
czasu obserwowano obfity wzrost drobnoustroju, co potwierdzalo odpowiednie
przygotowanie komorek oraz ich wymagang zywotnosc¢.
Wedlug normy po zakonczeniu ekspozycji probek wizualnie oceniano probki przed i po
oczyszezeniu. Wyniki badan probek poddanych dzialaniu biologicznemu byly porownywane
z wynikami uzyskanymi na podstawie oceny probek nie poddanych dzialaniu
mikroorganizmodw.
Oceny efektow modyfikacji badanych probek dokonywano zgodnie z punktem 9.1 normy-
ocena wizualna wzrostu grzyboéw oraz punktem 9.2.1- ocena probek oczyszczonych. Po
okresie 28 dniowej inkubacji probki poddano ocenie wizualnej i mikroskopowej. W
przypadku oceny wizualnej na podstawie tabeli 4 w/w normy przyjeto nastgpujace stopnie

oceny:
0- Brak widocznego pod mikroskopem wzrostu plesni na probcee;
1- Wazrost plesni na probce niewidoczny nieuzbrojonym okiem, lecz wyraznie widoczny pod

mikroskopem;



2-  Wazrost ple$ni na probee dostrzegalny nieuzbrojonym okiem, ale mniej niz 25% powierzchni
pokryte hodowla:

3-  Wazrost plesni na probee dostrzegalny nieuzbrojonym okiem pokrywajacy do 25% powierzchni;

4-  Znaczny wzrost plesni na probee, pokrywajacy wiecej niz 50% powierzchni badane;j;

5- Intensywny wzrost plesni na calej powierzchni badanej.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen, postgpujac zgodnie z punktem 9.1 w/w
normy, proby oceniano nieuzbrojonym okiem, a nastgpnie w kazdym przypadku
potwierdzano pod mikroskopem stereoskopowym (powigkszenie 50x). Wzrost plesni
oceniano wedlug Tabeli 4 w/w normy- ..Ocena wzrostu grzybow”. Dodatkowg ocene probek
przeprowadzono po ich oczyszczeniu zgodnie z punktem 9.1 (czyszczenie probek
przeprowadzono zgodnie z punktem 9.2.1 czyli probki wyj¢to z agaru, zanurzono w
mieszaninie etanolu z wodg przygotowanego wedltug 5.1.11.1, przeplukano pod biezaca woda,
wytarto papierowa bibula 1 pozostawiono przez noc do wyschnigcia w temperaturze
pokojowej.
Oceng wizualng dotyczaca kazdej probki wyrazono stopniem wzrostu komoérek w sposéb
podany w tabeli 4.
e Wyglad prébek dostarczonych do badan po 28 dniach inkubacji w
obecnosci badanych mikroorganizmow przedstawiono na rysunku 1A-C.
Jak wida¢ zadna z probek w trakcie kontaktu z drobnoustrojami nie ulegta

widocznym zmianom.
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Rysunek 1. Obraz powierzchni prébek po 28 dniach inkubacji w obecnodcei A.
niger . A- tworzywo sztuczne z domieszka $rodka przeciwdrobnoustrojowego;
B- blacha lakiecrowana proszkowo (biala); C- blacha lakierowana proszkowo

(czarna)



e Wyglad probek kontrolnych (blacha) poddanych dziataniu plesni po 28
dniach inkubacji przedstawiono na rysunkach 2 D-E. Jak wida¢
dostarczone do testow probki blachy w trakcie badania ulegaty widocznym
zmianom- nastgpowala silna korozja materialu. Na pozywce, w miejscu
kontaktu probki z powierzchnig nie zaobserwowano hamowania wzrostu
badanego szczepu A. niger, co $wiadczy o nieobecnosci Srodka
hamujgcego rozwoj badanej grupy drobnoustrojow. Tworzywo sztuczne
bez érodka konserwujacego nie ulegalo widocznym zmianom. Nie

obserwowano réwniez hamowania wzrostu badanego mikroorganizmu.
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Rysunek 2. Obraz powierzchni probek po 28 dniach inkubacji w obecnosci 4.
niger . D i E- blacha- kontrola; z prawej wida¢ zmiany barwy pozywki na skutek

korozji blachy i brak hamowania wzrostu drobnoustrojow

Dzialanie grzybostatyczne badanvch prébek

Na ponizszych rysunkach przedstawiono zahamowanie wzrostu plesni 4. niger w obecnosci
badanych probek tj. blachy lakierowanej proszkowo i tworzywa sztucznego z domieszkg
materialu przeciwdrobnoustrojowego. Jak wida¢ na ponizszych rysunkach dostarczone do
badan probki nie ulegaty widocznym zmianom. Na pozywce. w migjscu kontaktu probek z
powierzchnig, zaobserwowano silne hamowanie wzrostu badanego szczepu 4. niger, co

$wiadezy o obecnosei srodka hamujacego rozwoj badanej grupy drobnoustrojow.



Rysunek 2. Obraz powierzchni ptytki po 28 dniach inkubacji 4. niger w obecnosci
badanej probki; od gory z lewej blacha lakierowana proszkowo (czarna) i blacha
lakierowana proszkowo (biala); u dolu- tworzywo sztuczne z domieszka Srodka

przeciwdrobnoustrojowego- obrazy po usuni¢ciu probek

2. Badania z udzialem bakterii przeprowadzono wedlug punktu 8.2.3. (metoda C)
Sposob oczyszezanie probek prowadzono wedtug punktu 8.2.3.1.. Testy prowadzono na
pozywce agarowej przygotowanej wedlug punktu 8.2.3.2. Bakteryjne kultury hodowlane
na pozywce agarowej zalewano bulionem wzbogaconym (5.3.2.2) i inkubowano przez 24
godziny w temperaturze 29 "C £1 "C i postgpowano zgodnie z opisem.

Probki do badan przygotowano wedhug punktu 6.2.1 normy. Ich liczba byla zgodna z
punktem 6.2.2 w/w normy. Zastosowana metoda badania zgodna byla z punktem 8.2

tabela 3 w/w/ normy.



Do badan z udzialem bakterii wybrano zgodnie z punktem 5.3.1 normy szczep Pseudomonas

aeruginosa ATCC13388, ktory hodowano na podlozu zdefiniowanym w punkcie 5.3.2.1. w/w
normy.

Zywotno$¢ szczepu sprawdzano wediug punktu 8.2.3.4. Do badan pozywke

agarowa zaszczepiono wedlug punktu 8.2.3.5. Przykladowy obraz stanu zywotnosei P.

aeruginosa przedstawiono na rysunku 3.

Rysunek 3. Ocena stanu zywotnosci badanego szczepu P. aeruginosa

Jak widaé na powyzszym rysunku mikroorganizm wykazywal charakterystyczny (obfity)

wzrost na pozywece, co potwierdza jego dobrg zywotnosc.



Wyglad badanych prébek poddanych dziataniu szczepu bakterii po 28 dniach

inkubacji przedstawiono na rysunku 4.

Rysunek 4. Obraz powierzchni plytki po 28 dniach inkubacji P. aeruginosa w
obecnosci badanej probki; od gory z lewej blacha lakierowana proszkowo (czarna) i
blacha lakierowana proszkowo (biata): u dolu- tworzywo sztuczne z domieszka srodka

przeciwdrobnoustrojowego- obrazy po usunig¢ciu probek

Jak wida¢ dostarczone do badan probki w trakcie 28 dniowego kontaktu z bakteriami nie
ulegaly widocznym zmianom. Na pozywce, w miejscu kontaktu profilu z powierzchnia,
zaobserwowano silne hamowanie wzrostu badanego szczepu Pseudomonas aeruginosa., co

Swiadezy o obecnosci Srodka hamujacego rozwdj badanej grupy drobnoustrojow.

Za porozumieniem obu zainteresowanych stron w badaniach zastosowano dodatkowe

szczepy, ktorymi byty: E. coli PCM 2209; S. aureus PCM 458 1 Bacillus cereus PCM 2018;
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Probki do badan przygotowano zgodnie z punktem 6.1. normy i stanowily je kwadraty o
wymiarach 30mmx30mm.

Wyglad probek poddanych dziataniu badanych szczepow bakterii po 28 dniach inkubacji
przedstawiono na rysunkach 5, 6 i 7. Jak wida¢ dostarczone do badan probki w trakcie
inkubacji nie ulegaty widocznym zmianom. Na pozywce, w miejscu kontaktu probek z
powierzchnig zaobserwowano silne hamowanie wzrostu badanych szezepdéw E. coli PCM
2209: S aureus PCM 458 i B. cereus 2018, co $wiadczy o obecnosci srodka hamujgcego
rozwoj badanej grupy drobnoustrojow.

Na ponizszych fotografiach (rysunek 5) przedstawiono wyglad powierzchni ptytek agarowych

po 28 dniach inkubacji wybranych bakterii (£. coli) w obecnosci testowanych probek.

Rysunek 5. Obraz powierzchni plytki po 28 dniach inkubacji E. coli w obecnosci
badanej probki; od goéry z lewej blacha lakierowana proszkowo (czarna) i blacha
lakierowana proszkowo (biata); u dotu- tworzywo sztuczne z domieszka srodka

przeciwdrobnoustrojowego- obrazy po usunigeiu probek



Na ponizszych fotografiach (rysunek 6) przedstawiono wyglad powierzchni plytek agarowych

po 28 dniach inkubacji wybranych bakterii (S. aureus) w obecnosdcei testowanych probek.

Rysunek 6. Obraz powierzchni ptytki po 28 dniach inkubacji S. aureus w obecnosci
badanej probki; od gory z lewej blacha lakierowana proszkowo (czarna) i blacha
lakierowana proszkowo (biata); u dotu- tworzywo sztuczne z domieszka srodka

przeciwdrobnoustrojowego- obrazy po usunig¢ciu probek

Na ponizszych fotografiach (rysunek 7) przedstawiono wyglad powierzchni plytek agarowych

po 28 dniach inkubacji wybranych bakterii (8. cereus) w obecnosei testowanych probek.



Rysunek 7. Obraz powierzchni plytki po 28 dniach inkubacji B. cereus w obecnosci
badanej probki; od gory z lewej blacha lakierowana proszkowo (czarna) i blacha
lakierowana proszkowo (biala): u dolu- tworzywo sztuczne z domieszka srodka

przeciwdrobnoustrojowego- obrazy po usunigciu probek

Whnioski

/. Dostarczone do badan probki (blacha lakierowana proszkowo- biata i czarna)
sa pokryte trwala warstwa srodka silnie hamujacego rozwoj testowanych
drobnoustrojow tj. A. niger, P. aeruginosa, E. coli, S.aureus i B. cereus.

2. Powloka zapobiega rozwojowi drobnoustrojow w bezposrednim kontakcie.

3. Blacha nie pokryta warstwg o przeciwdrobnoustrojowych wlasciwosciach nie
hamuje rozwoju drobnoustrojéw oraz ulega korozji w kontakcie z pozywka.
4. Tworzywo sztuczne. ktére nie zawiera S$rodka o wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych nie ulega procesowi biodeterioracji, ale nie hamuje

rozwoju drobnoustrojow.
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5. Tworzywo sztuczne domieszkowane $rodkiem przeciwdrobnoustrojowym

hamuje rozwoj: A. niger, P. aeruginosa, E. coli, S.aureus i B. cereus.
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