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Sammendrag

Bakterier, som heefter til og danner biofilm p& overfladen af produktionsudstyr, udggr en vigtig
kontamineringsrisiko under produktion og forarbejdning af fadevarer. Bakterier i biofilm er beskyttet
mod biocider og er derfor vanskelige at bekeempe. Det er sdledes lettere at holde overflader rene,
hvis man kan forhindre det farste trin i biofiimdannelsen — vedheeftning af bakterier til overfladen.

Formalet med dette projekt var at udvikle og karakterisere sol-gel-belsegninger med overlegne
hygiejniske egenskaber. Dette kan opnas ved at designe en overflade som 1) minimerer bakteriers
evne til at heefte sig fast, 2) slar bakterier ihjel som kommer i kontakt med overfladen, eller 3)
minimerer bindingsstyrken af de fastheeftede bakterier, sa de let kan fiernes under renggring.

Vi valgte at arbejde med en glaskeramisk overfladebeleegning, som ikke indeholder kemiske
forbindelser, der forventes at kunne spaende ben for en senere FDA-godkendelse. Den
glaskeramiske overfladebeleegning er afledt ved en sol-gel-proces ('sol’ er en forkortelse for
solution og ’‘gel’ for gelering, to vigtige trin i metoden, hvorved der opnas glaskeramik ud fra
flydende reagenser, og ikke som konventionelt ud fra sammenbagning af faste materialer). Teknisk
er belsegningen et to-komponent system, formuleret ud fra hydrolyseret glycidoxypropyl-
trimethoxysilan og propyltrimethoxysilan og afhaerdet med aminopropyltrimethoxysilan. Sol-gel-
belaegningen blev funktionaliseret ved at tilfgre additiver, som gjorde overfladen mere hydrofob
eller hydrofil, og ved at indlejre kovalentbundne nanopartikler af sglv, kobber, eller zinkoxid.
Belaegningen havde en ruhed (Ra) pa under 1 nm, hvilket var en dramatisk reduktion i forhold til
ruheden for 2B 316 rustfrit stal, som hyppigt anvendes i fadevareproduktion. Ruheden viste sig —
ikke overraskende — at have en markant effekt pa bakteriers evne til at heefte sig og danne biofilm
pa overfladerne. Antallet af vedhaeftede bakterier pa den ikke-funktionaliserede sol-gel var ca. 1/10
i forhold til 2B rustfrit stal. Funktionalisering af overfladerne med hydrofobe additiver havde ingen
effekt, men indlejring af nanopartikler reducerede antallet af vedheeftede bakterier yderligere 100
gange. Blandt nanopartiklerne havde zinkoxid den stgrste effekt, hvorimod sglv havde naesten
ingen effekt.

Vi tilpassede endvidere en ny type sol-gel, som tillader heerdning ved stuetemperatur, sledes at
den kan pafgres produktionsudstyr, som ikke kan inkuberes ved hgj temperatur. Sol-gel-
beleegningen kan sammenlignes med den ovenfor naevnte, men bl.a. indlejret med partikler der
tildeler forbedrede slidegenskaber og krydsbinding. De biofiimheemmende egenskaber af den ny
belaegning var sammenlignelige med den ikke-funktionaliserede udgave af den ovenfor beskrevne
sol-gel. Den biofiimheemmende effekt var dog mere udtalt for bakterier fra svineked end for
bakterier fra meelk. Det var desvaerre ikke muligt at opna yderligere antibakteriel effekt ved
indlejring af nanopartikler, og anvendelse af denne belsegning som en effektiv biofilmhammende
overflade vil kreeve yderligere udvikling og funktionalisering.

Sol-gelen havde gode renggringsegenskaber, og ved renggring med en modificeret CIP-protokol
opnaede vi den samme renggringseffektivitet pa sol-gel rengjort ved 50 °C, som pa 2B rustfrit stal
rengjort ved 90 °C.

Overordnet kan det altsd konkluderes, at sol-gel-afledte glaskeramiske belaegninger har
egenskaber, der signifikant mindsker de indledende trin af biofilmopbygningen. De biofilm-
haeemmende egenskaber skyldes ikke mindst en stor reduktion af overfladeruheden, men inklusion
af nanopartikler med biofilmhazemmende egenskaber er ogsa medvirkende til at mindske den
bakterielle bevoksning. Et yderligere udviklingsarbejde forestar dog endnu, fgrend kommercielt
tilgeengelige biofiimhaemmende, glaskeramiske belsegningssystemer til fgdevareindustrien bliver
en realitet.



Summary

Bacteria that attach and form biofilm on surfaces of process equipment constitute an important risk
for contamination of food products during production and processing. Bacteria in biofilm are
protected from biocides and are therefore difficult to eliminate. It is therefore easier to keep
surfaces clean, if the first step in biofilm formation can be prevented, i.e. the attachment of bacteria
to the surface.

The purpose of this project was to develop and characterise sol-gel coatings with superior hygienic
properties. This can be achieved by designing a surface which 1) minimises the ability of bacteria
to attach to it, 2) kills bacteria that come into contact with it, or 3) minimises the adhesion strength
of attached bacteria, so that they are easily removed during cleaning.

We chose to work with a ceramic coating, which does not contain compounds that are likely to
hinder FDA approval at a later stage. The ceramic coating was derived from a sol-gel process
(“sol” being short for solution and “gel” for gelation — the two important steps in the method by
which a ceramic coating can be made from solutions, rather than solids). Technically, the coating is
a two-component system, formulated from a hydrolysed gycidoxypropyltrimethoxysilan and
propyltrimethoxysila and hardened with aminopromyltrimethoxysilan. The sol-gel coating was
functionalised by using additives that made the surface more hydrophobic or more hydrophilic, or
by incorporating covalently bound nanoparticles of silver, copper or zink oxide.

The coating had an average roughness (Ra) of less than 1 nm, which was a dramatic reduction of
the surface roughness compared to 2B 316 stainless steel, which is commonly used in food
production. Not surprisingly, the roughness had a substantial effect on biofilm formation on the
surfaces. The number of adhered bacteria on the non-functionalised sol-gel was approximately
1/10 compared to 2B stainless steel. Functionalisation of the surfaces with hydrophobic additives
had no effect on bacterial adhesion, but incorporation of nanopatrticles further reduced the number
of adhered bacteria by two orders of magnitude. Among the nanopatrticles, zink oxide was most
effective, while silver had almost no effect.

We adapted a new type of sol-gel coating, which allows hardening at room temperature, so that it
can be applied to process equipment that cannot be incubated at high temperature. This sol-gel
coating was comparable to the coating mentioned above, but incorporation of nanoparticles gave it
better cross coupling and rendered it more wear resistant. The biofilm-inhibiting properties of the
new coating were comparable to the non-functionalised version of the sol-gel described above.
The effect was, however, more pronounced for bacteria from pork compared to bacteria from milk.
Unfortunately it was not possible to enhance the biofilm-inhibiting properties by incorporation of
metal nanoparticles, and application of this coating to efficiently reduce biofilm formation would
thus require further development and functionalisation.

The sol-gel coating had good cleaning properties, as the same cleaning efficiency could be
obtained for sol-gel coatings cleaned at 50°C as compared to 2B stainless steel cleaned at 90°C.

We conclude that the sol-gel derived ceramic coatings have properties that significantly reduce the
initial step in biofilm formation. The biofilm-inhibiting properties are to some extent caused by a
substantial reduction in the roughness of coated surfaces. However, incorporation of antibacterial
nanoparticles also contributed to a significant reduction in biofilm formation. Further development
of coating systems lies ahead before biofilm-inhibiting ceramic coatings for the food industry
become a commercial product.



Baggrund og mal

God hygiejne under produktion og forarbejdning af fadevarer er essentielt for varernes kvalitet og
forbrugernes sikkerhed. Under forarbejdning af ked, meelk, og andre fgdevarer kommer disse i
kontakt med overflader pa maskiner, transportband, rer, varmevekslere og andet. Fa fgdevarer er
sterile, og bakterier fra fadevarerne og omgivelserne afseettes pa disse overflader. Det er saledes
vigtigt at holde overfladerne rene for at mindske krydskontaminering med patogene bakterier
mellem kontaminerede og ikke-kontaminerede fgdevarer og for at mindske overfgrslen af bakterier
til ferske fgdevarer generelt.

Bakterier, som findes pa disse overflader, afsaettes ikke tilfeeldigt. Mange bakterier er i stand til
aktivt at heefte sig fast til en overflade. Her danner de komplekse biofilm bestdende af forskellige
arter af bakterier indkapslet i en matrix af polysaccharider, proteiner og andre biopolymerer. Det er
langt vanskeligere at beksempe bakterier i en biofilm sammenlignet med fritlevende bakterier i en
vaeske. Biofilmens matrix beskytter cellerne mod ydre pavirkninger, og cellerne i biofilmen aendrer
fysiologi, s& de bliver mere robuste over for fx biocider. Udvikling af modificerede overflader, som
minimerer bakteriers evne til at haefte sig fast, kan derfor bidrage til at gge fedevaresikkerheden.
Produktionsomkostningerne kan endvidere reduceres, hvis intervallet mellem renggringer kan
forleenges og renggringstiden forkortes, eller hvis forbruget af varmt vand og kemikalier til
rengaring kan seenkes.

Formalet med dette projekt var at udvikle og karakterisere sol-gel belsegninger, som har bedre
hygiejniske egenskaber end den type rustfrit stal, som hyppigst anvendes i mejeri- og
slagterisektorerne. Sol-gel-teknologi bruges til at skabe en robust keramisk beleegning, hvor
overfladens nanostruktur og kemiske egenskaber kan reguleres ngje. Belsegningen er mere robust
end traditionelle lakker og adskiller sig fra traditionelle keramiske belaegninger, ved at den haerder
ved lavere temperaturer. Vi har i projektet udviklet og funktionaliseret sol-gel-belaegninger ved
indlejring af antibakterielle nanopartikler. Der har veeret fokus pa at udvikle en ny type sol-gel med
hgj slidstyrke, som heerder ved stuetemperatur. Dette vil muligggre anvendelse pa produktions-
udstyr som ikke kan varmes op under haerdningen.

Ved brug af nanoteknologiske veerktgjer har vi karakteriseret belaegningernes overfladestruktur og
-kemi, samt adsorption af biomolekyler og vedhaeftning af bakterier til overfladerne. De bakterier
som skaber problemer med biofilm i hhv. mejeri og slagterisektoren er vidt forskellige. Vi har derfor
evalueret vedheeftningen af bakterier fra bade maelk og svinekad, samt foretaget en detaljeret
sammenligning af hvilke bakterier fra svineked, som er ansvarlige for biofiimdannelse pa hhv.
rustfrie staloverflader og sol-gel-belaegninger.

Resultater og konklusioner

Karakterisering af sol-gel-belaegninger med variabel hydrofobicitet

Med udgangspunkt i allerede udviklede sol-gel-systemer, karakteriserede vi en sol-gel-beleegning
("SG-A"), som blev udvalgt pa baggrund af dens kemiske sammensaetning, idet vi forventede, at
den vil kunne godkendes til brug pa overflader, som kommer i kontakt med fadevarer. Sol-gelen
blev modificeret med additiver, som enten gjorde overfladen mere hydrofob eller mere hydrofil. De
modificerede beleegninger havde saledes en vand-kontaktvinkel varierende mellem 75 og 101°.

Bakteriel adhaesion til denne overflade blev udelukkende undersggt for bakterier, som er relevante
for slagteribranchen. Vi anvendte en modelorganisme, Pseudomonas fluorescens, og en
blandingskultur af bakterier dyrket fra hakket svinekgd. Vi kvantificerede maengden af vedheeftede
bakterier efter inkubation i 1 time og i 16-24 timer, og fandt en generel tendens til, at der var 10
gange sa mange bakterier pa 2B rustfrit stdl sammenlignet med de sol-gel-belagte overflader.



Den store forskel i overfladernes ruhed er formentlig en af
arsagerne til den nedsatte biofilmdannelse pa sol-gel-
beleegningerne. Det er velkendt, at flere bakterier haefter sig
til ru overflader i forhold til glatte. Beleegning af overflader
med sol-gel reducerede den gennemsnitlige overfladeruhed
(Ra) fra 300 nm for 2B rustfrit stal til 0,3 nanometer for sol-gel
(Figur 1). Dette var endnu lavere end hvad kunne opnas ved
polering af stal, som gav en ruhed pa 6 nm. Vi fandt dog
ingen forskel pa antallet af vedheeftede bakterier pa poleret
stal og sol-gel, til trods for at ruheden for poleret stal var 20
gang hgjere end for sol-gel. Sandsynligvis skyldes dette, at
det polerede stals ruhed i forvejen var sa lav, at en yderligere
reduktion ikke havde nogen effekt.

Kvantificering af proteinadsorption til overfladerne ved brug af
quartz crystal microbalance (QCM) viste, at kun halvt sa
meget protein fra bovint serum adsorberede til sol-gel
sammenlignet med poleret stal. Der var dog ingen forskel pa
proteinadsorption blandt sol-gel-overfladerne med variabel
hydrofobicitet. Proteiner og andre organiske molekyler
adsorberer til en overflade inden bakterier haefter til den, og
det adsorberede lag kan dermed potentielt pavirke bakteriers
evne til at haefte sig fast. Til trods for den store forskel i
maengden af adsorberet protein, fandt vi som naevnt ingen
, . o forskel i antallet af bakterier heeftet til sol-gel og elektropoleret
Figur 1. APM billede af 2B rustirit sl () - 8| Tykkelsen af det adsorberede proteinlag havde saledes
og sol-gel (b og c). | (c) er z-skalaen : . o . Lo .
sendret s& overfladens nanostruktur ses. ingen umiddelbar effekt pa bakteriel adhaesion i dette tilfaelde.

Hydrofobicitet er tidligere blevet foreslaet som en vigtig parameter i forhold til bakteriel
vedheeftning, men vores studier viste, at antallet af bakterier, som haeftede til sol-gel-overflader
med forskellig hydrofobicitet ikke varierede.

Forskellige bakterier tiltreekkes af forskellige overflader, og for at kunne fortolke resultatet foretog vi
en grundig beskrivelse af det mikrobielle samfund, som etablerede sig pa overfladerne. Ved brug
af fluorescerende in situ hybridisering (FISH) sa vi, at de mest hyppige bakterier pa overfladerne
tilhgrte sleegterne Pseudomonas og Acinetobacter, og at Pseudomonas var overrepraesenteret pa
overfladerne i forhold til i den suspenderede bakteriekultur (Figur 2).

DNA-analyser viste, at disse sleegter ogsa er hyppige pa rustfrie staloverflader i det slagteri, hvor
det anvendte svinekad kom fra. Vi kunne dog ikke pavise en signifikant forskel imellem de to
sleegters hyppighed pa sol-gel-beleegninger med en kontaktvinkel pa hhv. 75 og 101° (for
Pseudomonas, se Figur 2), og vi konkluderede, at sol-gel-beleegningens hydrofobicitet inden for
dette interval ikke pavirker hverken meaengden eller typen af bakterier fra svinekad, som heefter til
overfladen. Da projektet var delvist finansieret af svineafgiftsfonden, fokuserede denne del af
projektet p& at karakterisere vedheeftningen bakterier som findes pa overflader, der kommer i
kontakt med svinekgd. Bakterier fra maelkeprodukter er dog veesentligt anderledes, og muligvis vil
man se en anden respons pa overfladens hydrofobicitet fra disse bakterier.
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Figur 2. Biomasse-fraktionen af Pseudomonas sp i biofilm pa rustfrit stal og sol-gel
med variabel hydrofobicitet. Biomasse-fraktionen er bestemt ud fra digital
billedanalyse af ca. 50 fluorescensmikroskopibilleder. Et eksempel pa de anvendte
billeder er vist ovenfor. Her er alle bakterier maerket med rgd og Pseodumonas sp er
maerket med grgn, hvorved de fremstar gule.

Karakterisering og funktionalisering af sol-gel med nanopartikler
Metalnanopartikler anvendes i dag i en reekke antibakterielle produkter. Det er muligt at binde
metalnanopartikler kovalent til komponenter i sol-gel-beleegningen. Dette er interessant i forhold til
at minimere risikoen for, at nanopartiklerne vandrer fra beleegningen over i fadevarer, som kommer
i kontakt med den. Hvis nanopartikler skal kunne anvendes i materialer, der kommer i kontakt med
fgdevarer, er det afggrende, at partiklerne forbliver i materialet.

Vi indlejrede sglv (Ag), kobber (Cu), og zinkoxid (ZnO)-partikler i den ovenfor beskrevne sol-gel, og
undersggte effekten pa vedheeftning af modelorganismen Pseudomonas fluorescens samt en
blandingskultur af bakterier fra svinekad. Forsgg med modelorganismen og blandingskulturen viste
samme resultat: Indlejring af sglv havde lille eller ingen effekt, hvorimod kombination af sglv og
kobber fgrte til en ca. 80 % reduktion i antallet af vedhaeftede bakterier sammenlignet med sol-gel
uden nanopartikler (Figur 3). Den starste effekt kunne dog opnas ved indlejring af 2 % zinkoxid,
som farte til en 98 % reduktion i antallet af vedhaeftede bakterier. Til sammenligning med
maengden af bakterier pa 2B rustfrit stal, fandt vi altsa ca. 1000 gange feerre bakterier pa sol-gel
med zinkoxid-nanopartikler, hvilket er sserdeles lovende i forhold til at forhindre eller mindske
biofilmdannelse pa overflader i fadevareproduktion.
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Figur 3. Maengden af bakterier som heefter til overfladen efter 1 times
inkubation. Antallet er givet i % af antallet af bakterier heeftet til ikke-
funktionaliseret sol-gel i samme inkubation.

Karakterisering af en ridsefast sol-gel, som hearder ved lav temperatur

En af de starste begraensninger af sol-gelen beskrevet ovenfor er, at den skal opvarmes til 140 °C
for at haerde. Dermed er det kun genstande, som er sma nok til at blive inkuberet i en ovn, eller
som ad anden vej kan opvarmes, der kan behandles med denne belaegning. Vi gnskede derfor at
anvende en nyudviklet type sol-gel, som kan hzerde ved lavere temperaturer uden at ga pa
kompromis med hardhed og slidstyrke.

Den nye sol-gel-belaegning kan beskrives som en hybrid organisk/uorganisk sol-gel-nanokomposit.
Som udgangspunkt er den opbygget analogt til det allerede beskrevne system, men er formuleret
som et vandbaseret system og opnar en langt bedre slidstyrke og intern krydsbinding via
metaloxid-nanopartikler. | laboratorietest har beleegningen vist sig stabil i fire ugers salttagetest,
fire ugers UV-test, har udvist rigtig god vedhaeftning til en lang reekke substrater og har basale
egenskaber, der gor den god at arbejde med (bearbejdningstid, thixotropi, m.v.). Desuden heerder
denne sol-gel i temperaturintervallet 4-140 °C, forelgbigt dog karakteriseret til optimal slidsstyrke
fra 70 °C, idet yderligere afhaerdninger og slidstyrketest ved temperaturer endnu ikke er foretaget.

Den nye nanokomposit-sol-gel (SG-B) havde en markant anderledes overfladestruktur, som
afspejlede belaegningens indhold af nanopartikler. Overfladens samlede ruhed var dog ikke mere
end 2 nm (se Figur 4).

I lighed med de andre testede sol-gel-belaegninger fandt vi, at op til 90 % feerre bakterier haeftede
sig til sol-gel-beleegningen sammenlignet med 2B rustfrit stal. Vi undersggte adhaesionen for
modelorganismen Pseudomonas fluorescens samt blandingskulturer dyrket fra svineked og
blandingskulturer dyrket fra maelk. Den biofiimhaemmende effekt viste sig at veere mindre udtalt for
bakterier fra maelk sammenlignet med bakterier fra svinekgd.



2:00 Vi undersggte, om den biofiimhaeemmende
effekt var tilstraekkelig til at mindske eller for-
sinke forsuring (dvs. kontaminering) af maelk,
der kommer i kontakt med overfladen. Det blev
gjort ved at fglge pH-udviklingen i UHT-meelk,
som blev inkuberet med praver af 2B rustfrit
stdl med og uden sol-gel. Prgverne havde
forinden veeret inkuberet i pasteuriseret maelk i

1.00 30 timer for at "kontaminere” overfladerne.

Desveerre var der ingen forskel pa udviklingen
i pH i UHT-meelk inkuberet med sol-gel-
belagte praver frem for ubelagte prover.

Forsgget giver altsa ingen afklaring af, om
reduktionen i biofiimdannelse observeret ved
mikroskopi er tilstraekkelig til at mindske
kontaminering af maelk, som kommer i kontakt

. < one e med overfladen.
Figur 4. AFM-billede af den nye sol-gel-belaegning.

Overfladens ruhed er 1,7 nanometer

For at forbedre belsegningens biofiimheemmende egenskaber afprgvede vi en raekke additiver,
som skulle gare beleegningens overflade enten mere hydrofob eller mere hydrofil. Ingen af disse
additiver havde dog en effekt pa belaegningens hydrofobicitet, eller bakteriernes evne til at haefte
sig til overfladen. | lighed med de forsgg, som blev lavet pa SG-A sol-gel-systemet, indlejrede vi en
raekke forskellige nanopartikler. Heller ikke her fandt vi nogen effekt pad meelke-bakteriers evne til at
haefte sig til overfladen.

En mulig forklaring pa dette kan veere, at belaegningen ikke tillader den ngdvendige diffusion af
metalioner. Det er ioner udskilt fra nanopartiklerne, som interagerer med bakterierne, og disse skal
diffundere ud af belaegningen for at have en effekt. Det nye sol-gel-system er usaedvanligt hardt og
ridsefast, og maske er permeabiliteten af beleegningen for lav til at de anvendte additiver kunne
have en effekt.

Beleegningens renggringsegenskaber blev ogsd karakteriseret ved at gennemfare et
renggringsforlgb efter etablering af biofilm over 16 timer. Belsegningen kunne ikke klare
kombinationen af hgj temperatur (over 60 °C) og 2 % syre eller base. Vi saenkede derfor
renggringstemperaturen til 50 °C. Mikroskopi af overfladerne fgr og efter renggring viste, at der
procentvist blev fiernet lige s@ mange bakterier fra sol-gel-overfladerne under renggring ved 50 °C,
som der gjorde fra 2B rustfrit stal rengjort ved 90 °C. Med det nye sol-gel-system er der altsa
potentiale for at kunne ssenke temperaturen under renggring uden at miste effektivitet.
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Forskeruddannelse

Saju Pillai, Mingdong Dong, og Xingfei Zhou har veeret ansat som post docs pa projektet. Desuden
har Rikke Meyer (finansieret af Forskningsradet for Natur og Univers) haft teet tilknytning til
arbejdet. Dette er ligeledes tilfeeldet med ph.d.-studerende Lone Tang (finansieret af AU og iNANO
school).

Samarbejdsrelationer

Ud over projektets partnere (Aarhus Universitet og Teknologisk Institut) har Vinnie Helle
Rasmussen fra Slagteriernes Forskningsinstitut og Henrik Jgrgen Andersen og Annette Baltzer
Larsen, Arla Foods deltaget i projektets falgegruppe.

Det primeere arbejde med udvikling af nye sol-gel-baserede beleegninger har foregaet pa
Teknologisk Institut, hvorimod Aarhus Universitet har haft ansvar for fysisk, kemisk og
mikrobiologisk karakterisering af belsegningerne sammen med undersggelse af udvalgte faktorers
indvirkning pa bakteriel adhaesion.

Resultaternes praktiske og videnskabelige betydning for mejeribruget,
samt hvilke ny problemstillinger projektet har afdeekket

Projektet har i et vist omfang afdsekket potentialet for sol-gel-belsegningers anvendelse i
fgdevareproduktion. Samtlige forsgg har dog veeret foretaget i laboratoriet og med forholdsvist
korte inkubationer. Det ville veere interessant at evaluere sol-gel-beleegningernes slidstyrke og



egenskaber mht. til opbygning af organisk materiale pa overfladen over laengere tid efter gentagne
renggringscykler.

Projektet har veeret startskuddet til at videreudvikle og teste sol-gel-overflader under industrielle
forhold i samarbejde med en udstyrsproducent. | slutnhingen af 2007 fik INANO og Teknologisk
Institut bevilget 8 mio. kr. fra Det Strategiske Forskningsrad til at fortseette udviklingen af
funktionelle sol-gel-belsegninger og teste disse i samarbejde med Arla Foods og Alfa Laval. Dette
3-arige projekt er pabegyndt i januar 2008.

10



Mejeriforeningen « Danish Dairy Board « Frederiks Allé 22 « DK-8000 Arhus C
Telefon +45 8731 2000 - Fax +45 8731 2001 - ddb@mejeri.dk « www.mejeri.dk



