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ANITA MIKOLAJCZYK

WPLYW KWASU WINOWEGO NA PALECZKI SALMONELLA
W PODLOZACH MIKROBIOLOGICZNYCH I W TUSZKACH
INDYCZYCH

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wplywu stezenia kwasu winowego na pateczki Salmonella w podtozach
mikrobiologicznych i w tuszkach drobiowych. Srednie liczby bakterii w probkach kontrolnych bez dodat-
ku kwasu winowego wynosity w przypadku S. Enteritidis 1,8 x10%, S. Anatum 1,1 x10%, §. Typhimurium
2,0 x 10°. Kwas winowy w podtozu agarowym o stezeniu 0,1 % catkowicie hamowat wzrost wszystkich
badanych szczepow Salmonella. Przy stezeniu 0,05 % i 0,03 % liczba bakterii S. Anatum i S. Enteritidis
w porownaniu z proba kontrolng zmniejszyta si¢ o jeden cykl logarytmiczny, natomiast S. Typhimurium
rosta w liczbach mieszczacych si¢ w tym samym przedziale logarytmicznym co w badaniu kontrolnym.
Wyniki badan uzyskane po zanurzeniu elementéw tuszek indyczych w kwasie winowym wskazuja, ze
wykrycie pateczek Salmonella z probek zalezy od liczby tych bakterii na powierzchni tuszki drobiowe;.
Przy kontaminacji 10" jednostek tworzacych kolonie (jtk) paleczek Salmonella na powierzchni elementu
tuszki indyczej i zanurzeniu jej na 15 min w wodnych roztworach 1,5 % i 2 % kwasu winowego nie
stwierdzono pateczek Salmonella, natomiast przy zanieczyszczeniu 10 jtk zaobserwowano zmniejszenie
si¢ liczby probek, w ktorych wykryto pateczki Salmonella, w stosunku do liczby probek kontrolnych.

Hamujacy wpltyw kwasu winowego na pateczki Sal/monella w podlozach bakteryjnych moze mie¢
réwniez miejsce w przypadku tuszek drobiowych. Niekorzystne dziatanie tego zwiazku wzglgdem bakterii
Salmonella bylo silniejsze w podtozach bakteryjnych niz w tuszkach drobiowych.

Stowa kluczowe: Salmonella, kwas winowy, tuszki indycze, podtoza mikrobiologiczne

Wprowadzenie

Zapobieganie zakazeniom paleczkami Salmonella i zwalczanie salmoneloz wsrod
drobiu, w celu wyeliminowania tych drobnoustrojow ze $rodowiska, jest niezwykle
trudnym procesem. Wszechobecno$¢ tych bakterii zardéwno wsréd ptakow, jak
i w czasie produkcji na wszystkich jej etapach stanowi ciagle zagrozenie bezpieczen-
stwa zywnosci.
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Tuszki drobiu sa czgsto zanieczyszczone pateczkami Salmonella. Stwierdzono, ze
kurczeta rzezne i indyki po oszatamianiu zanieczyszczone byty bakteriami Salmonella
rzedu do 7 %, a przed schtadzaniem wzrastalo ono nawet w przypadku kurczat do
48 % [14, 15, 16, 17]. Powyzsze wyniki, uzyskane w Polsce, koreluja z badaniami
prowadzonymi przez Food Safety and Inspection Service USDA, z ktérych wynika, ze
4 - 5 % brojleréw dostarczanych do zaktadu uboju drobiu zakazonych byto pateczkami
Salmonella, podczas gdy drob opuszczajacy zaklad zanieczyszczony byt w 35 - 36 %
[12]. Jest to skutek zanieczyszczenia poubojowego, do ktorego dochodzi na kazdym
etapie produkcyjnym. Stad istnieje duze prawdopodobienstwo, ze drob oferowany
konsumentom bgdzie zanieczyszczony pateczkami Salmonella. W 55 % przebadanych
przez Bystronia i wsp. [3] tuszkach drobiowych, pochodzacych z polskich sklepow,
wyizolowano pateczki Salmonella. Dominujacym szczepem serologicznym byta S.
Enteritidis. Podobny odsetek (60 %) probek zanieczyszczonych pateczkami Salmonella
stwierdzono w produktach drobiowych dostepnych w portugalskich sklepach [1].

Obecnie stosowane technologie uboju drobiu i obrobki poubojowej niekiedy po-
woduja trudnosci w doktadnym myciu i odkazaniu maszyn, a dodatkowo nieprzestrze-
ganie standardow sanitarnych podczas uboju sprzyja zanieczyszczeniom tuszek pa-
teczka Salmonella i przyczynia sig¢ do rozprzestrzeniania si¢ tych bakterii na tuszkach.

Mimo podjetych réznorodnych dzialan, zmierzajacych do wyeliminowania pate-
czek Salmonella z tuszek drobiowych z linii produkcyjnej, nadal stanowia one duze
zagrozenie dla zdrowia ludzi. W zwiazku z tym na caltym $wiecie wciaz poszukiwane
sa metody eliminacji tych drobnoustrojow.

Unieszkodliwianie paleczek Salmonella prowadzone byto w r6znorodnych mo-
delach doswiadczalnych, z uzyciem wielu zwiazkéw chemicznych m.in. chlorku hexa-
decylopirydyniowego [2, 19, 26], ortofosforanu sodu [26, 27], kwaséw organicznych
[7, 13, 23, 24, 25], wody utlenionej i dwuweglanu sodu [21]. Nie wszystkie z tych
metod okazaly si¢ skuteczne. Srodek okre$la si¢ jako skuteczny, jesli pod jego wply-
wem nastgpuje redukcja okreslonych drobnoustrojow o 2 log [9].

Wzrost §wiadomosci konsumentéw odnosnie jakosci i zdrowotnosci zywnosci
zmusza do stosowania w technologii zywnosci jedynie takich srodkéw chemicznych,
ktore naturalnie wystepuja w przyrodzie i sa powszechnie uwazane za bezpieczne.

Wisréd preferowanych dodatkow niszczacych florg bakteryjna na tuszkach, duza
grupe stanowia kwasy organiczne i ich sole. Kwasy organiczne powszechnie uwazane
sa za bezpieczne. W polskim przemysle spozywczym dopuszczone jest stosowanie
nastepujacych kwasow organicznych: askorbinowego, cytrynowego, mlekowego,
octowego, winowego oraz ich soli [20]. Kwas winowy (E334) oraz jego sole: E335
(winian sodu), E336 (winian potasu), E337 (winian sodowo-potasowy) stosowane sa
jako dodatki do zywnos$ci. Kwas winowy 1 jego sole to jedne ze sktadnikéw napojow
bezalkoholowych, proszku do pieczenia, wykorzystywane sa tez przy produkcji serow
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topionych. Biorac pod uwagg zastosowanie kwasu winowego w przemysle spozyw-
czym, powszechnie uznaje si¢ go za bezpieczny. Maksymalna dawka kwasu winowego
dodawanego do zywnosci (poza nielicznymi wyjatkowymi przypadkami, jak np.: suche
przetwory zbozowe przeznaczone dla niemowlat) okreslana jest na zasadzie ,.quantum
satis” [20]. Nie wyznaczajac zadnego maksymalnego poziomu stosowania tego kwasu
w produkcji zywnosci, jest on stosowany jako dodatek zgodnie z dobra praktyka pro-
dukcyjna, w dawkach nieprzekraczajacych dawki koniecznej do uzyskania zamierzo-
nego celu, pod warunkiem niewprowadzania w btad konsumenta.

Majac na uwadze powszechno$¢ uzywania kwasu winowego w przemysle spo-
zywczym oraz ztozono$¢ problemu poszukiwania metod unieszkodliwiania pateczek
Salmonella w trakcie obrobki migsa drobiowego, podjeto badania, ktorych celem byto
okreslenie wplywu stezenia kwasu winowego na pateczki Salmonella w podtozach
mikrobiologicznych i w tuszkach drobiowych.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byty szczepy bakterii: Salmonella Enteritidis nr 33/66, Sal-
monella Anatum nr 30/93, Salmonella Typhimurium nr 227/84, ktére otrzymano
z Muzeum Szczepoéw Bakteryjnych Instytutu Weterynarii w Putawach.

W pierwszym etapie badan okreslano wptyw kwasu winowego (POCH S.A.) na
pateczki Salmonella w podtozach mikrobiologicznych. Ustalono nastgpujace stgzenia
kwasu winowego (C4H¢Og) cz.d.a. w agarze odzywczym [%]: 0,01, 0,02, 0,03, 0,05,
0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 1,5 i 2,0. Kwas winowy wyjatawiano przy uzyciu filtra Millipor
(Millex 9P, 02211, Bedford), a nastgpnie dodawano go w odpowiednich stezeniach do
podioza o temp. 50 °C.

Badane szczepy wsiewano do 9 ml bulionu odzywczego i po 24-godzinnej inku-
bacji w temperaturze 37 °C uzyskiwano hodowle wyjsciowa do dalszych badan. Na-
stgpnie wykonywano z tej hodowli dziesigciokrotne rozcienczenia i kazdy szczep
z kazdego rozcienczenia wysiewano: na agar odzywczy bez substancji chemicznych
(probka kontrolna) oraz na agar odzywczy z dodatkiem réznych ilosci kwasu winowe-
go. Stosowano posiew powierzchniowy. Ptytki inkubowano w temp. 37 °C przez 24 do
48 h. Badania kazdego szczepu powtdrzono dziesigciokrotnie i obliczono warto$ci
$rednie.

Druga czg$¢ badan dotyczyta przeanalizowania wpltyw kwasu winowego na Sal-
monella Enteritidis obecna w elementach tuszek indyczych.

Badania przeprowadzono na 240 probkach z piersi indyczych zakupionych w za-
ktadach drobiarskich. Po dostarczeniu piersi indyczych do laboratorium przetrzymy-
wano je w chlodziarce w temp. 4 °C, a nastgpnie przygotowywano z nich 25 g proby
do dalszych badan. W badaniach dotyczacych sprawdzenia naturalnej obecnosci pate-
czek Salmonella przeprowadzanych na probach wybieranych losowo (w ilosci 20 %
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wszystkich prob pobieranych do badan z kazdej zakupionej piersi) nie stwierdzano
pateczek Salmonella. Pozostate probki byly celowo kontaminowane. Do zakazenia
prob uzywano szczepu Salmonella Enteritidis nr 33/66. Powyzszy szczep najpierw
wsiewano do bulionu odzywczego i inkubowano w temp. 37 °C przez 24 h, a pozniej
na kazda probke nanoszono po 0,05 ml 24-godzinnej hodowli bulionowej S. Enteritidis
rozcienczonej od 10* do 10®. Okre§lano wyjsciowe inoculum prob kontrolnych
w kazdej serii badan. Zawiesing bakteryjna rozprowadzano delikatnie, specjalna, sze-
roka eza, mozliwie na jak najwigkszej powierzchni probki. Po naniesieniu bakterii
wszystkie probki przetrzymywano przez 20 min w chlodziarce w temp. 4 °C w celu
catkowitego wysuszenia zawiesiny. Nastepnie kazda probke przenoszono do jatowych
zlewek z 250 ml roztworu 1, 1,5 1 2 % kwasu winowego na 15 min. Z metod zaleca-
nych do wykrywania pateczek Salmonella z tuszek drobiowych, podrobow
i produktow drobiarskich zastosowano metodg zalecana w normach [8, 18].

Po 15 min dziatania roztworow kwasu winowego kazda probke przenoszono do
jatowej zlewki i zalewano 225 ml zbuforowanej wody peptonowej (BPW, CM 509,
Oxoid Basingstoke Hampshire, UK), po czym inkubowano w temp. 37 °C przez 20 h.
Namnazanie selektywne wykonywano na podtozu seleninowo-cystynowym (SC, 0
687—-17-1, Difco Laboratories Detroit MI, USA) i podlozu Miiller-Kauffmana (MK,
CM 343, Oxoid Basingstoke Hampshire, UK) oraz w podtozu Rappaport-Vassiliadis
(RV, CM 669, Oxoid Basingstoke Hampshire, UK), a przesiewy na agarze z zielenia
brylantowa i czerwienia fenolowa (BGA, CM 329, Oxoid Basingstoke Hampshire,
UK), na podtozu bizmutawo-siarczynowym (BSA, 00 73-01-1, Difco Laboratories
Detroit MI, USA) oraz na agarze z ksyloza, lizyna i dezoksycholanem (XLD, CM 469
Oxoid Basingstoke Hampshire, UK). Kolonie typowe lub podejrzane o przynalezno$¢
do rodzaju Salmonella byly identyfikowane serologicznie i biochemicznie. Do okresle-
nia charakterystycznych cech biochemicznych pateczek Salmonella uzyto testu API 20
E. Typy serologiczne okreslano na podstawie zmodyfikowanego schematu Kauffman-
na-White’a, zaproponowanego przez Popoffa i Le Minora, z zastosowaniem surowic
wyprodukowanych w Krajowym Osrodku Salmonella.

Probe kontrolng stanowity proby z piersi indykow zanieczyszczone pateczkami
Salmonella, ktore zanurzano w wodzie jalowej przez 15 min. Kazdy wariant doswiad-
czenia powtdrzono dziesigciokrotnie.

Zebrany w doswiadczeniu materiat liczbowy opracowano statystycznie, postugu-
jac sig testem t-Studenta oraz analiza korelacji.

Whiyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki badan przedstawiono w tab. 1. i 2. Wptyw kwasu winowego na
pateczki Salmonella w podtozach mikrobiologicznych przedstawiono w tab. 1.
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Tabela l
Liczba pateczek Salmonella wyrostych na podtozu agarowym z dodatkiem kwasu winowego (n=10).
Count of Salmonella spp. grown on agar substrate with the addition of tartaric acid (n=10).

Typ pateczek Stezenie kwasu winowego [%]
Salmonella Concentration of tartaric acid [%]
SPP- 0,00 | 0,01 | 0,02 | 0,03 | 0,05 | 0,1 | 025 | 0.5 | 1 | 1,5 | 2
Type of
Salmonella Liczba kolonii [jtk/ml]
spp. Number of colonies [CFU/ml]
S. Anatum | 1,1x10% | 4,6x10°% | 4,3x10% | 4,3x107 | 3,0x107 | 0 0 0o |lo| o0 fo
S. Enteritidis | 1,8x10% | 1,4x10% | 1,0x10% | 4,1x107 | 4,1x10” | 0 0 olof|l o fo
S Typhi- 1 00108 | 1ex10° | L1x10° | Lix10® | Lixto* | o | o | o | o] o |0
murium

Srednia liczba bakterii w probkach kontrolnych bez dodatku kwasu winowego
wynosita w przypadku S. Enteritidis 1,8x10%, S. Anatum 1,1x10%, S. Typhimurium
2,0x10%, Kwas winowy w podlozu agarowym o stezeniu 0,1 % catkowicie hamowat
wzrost wszystkich badanych szczepow. S. Typhimurium przy st¢zeniu [%]: 0,01, 0,02,
0,03 1 0,05 % rosta w liczbach mieszczacych si¢ w tym samym przedziale logarytmicz-
nym, co w badaniu kontrolnym. O jeden cykl logarytmiczny w poréwnaniu z préba kon-
trolng nastapitlo zmniejszenie S. Anatum i S. Enteritidis przy stezeniu 0,05 i 0,03 %.
Powyzsze drobnoustroje przy pozostatych badanych stezeniach rosty w tym samym
przedziale logarytmicznym, co w badaniu kontrolnym.

Wyniki badan wptywu kwasu winowego na Sa/monella Enteritidis na elementach
tuszek indyczych przedstawiono w tab. 2.

Analizujac wyniki badan uzyskane po zanurzeniu elementéw tuszek indyczych w
kwasie winowym, tatwo zauwazy¢, ze wykrycie paleczek Salmonella z probek zalezy
od inoculum tych bakterii na powierzchni tuszki drobiowej. Przy kontaminacji 10" jtk
pateczek Salmonella na powierzchni elementu tuszki indyczej i zanurzeniu jej na 15
min w wodnym roztworze 1,5 lub 2 % kwasu winowego nie stwierdzono pateczek
Salmonella, a w przypadku 1 % kwasu winowego nastapito zmniejszenie liczby pro-
bek, w ktorych wykryto pateczki Salmonella, w stosunku do liczby probek kontrol-
nych. Przy kontaminacji 10° jtk pateczek Salmonella Enteritidis na powierzchni czesci
tuszki indyczej i zanurzeniu jej na 15 min w wodnym roztworze 1,5 i 2 % kwasu wi-
nowego nastgpowato zmniejszanie si¢ liczby probek, w ktorych wykryto pateczki Sal-
monella, w stosunku do liczby prébek kontrolnych, natomiast w przy zastosowaniu
1 % kwasu nie zaobserwowano wptywu na wykrywalnos¢ pateczek Salmonella. Przy
kontaminacji 10° jtk na powierzchni tuszki indyczej zanurzonej w 1 i 1,5 % oraz 2 %
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kwasie winowym nie stwierdzono wpltywu ww. stezen kwasu na wykrywalnos¢ pate-
czek Salmonella.

Tabela 2
Liczba préobek elementéw tuszek indyczych poddanych 15-minutowemu dziataniu kwasu winowego, na
ktorych stwierdzono pateczki Salmonella Enteritidis ( n=10).
Number of samples of turkey carcass elements subjected to the effect of tartaric acid solution and with
Salmonella Enteritidis found thereon (n=10).

Salmonella Enteritidis nr 33/66

Stezenie Rozcienczenia (inoculum)

kwasu winowego Dilutions (inoculum)

Concentration of

tartaric acid 10 107 10° 10’ 8
[%] Liczba dodatnich wynikow
Number of positive results

0 10 10 10 10 0

1 10 10 10 0

1,5 10 10 8 0

2 10 10 8 0

Prowadzone dotychczas badania [6, 11, 24] nad eliminowaniem pateczek Salmo-
nella pod wptywem czynnikéw chemicznych na tuszkach drobiowych miaty na celu
w pierwszym etapie zlikwidowanie mikroflory towarzyszacej, np. poprzez promienio-
wanie ultrafioletowe, a dopiero nastgpnie zanieczyszczenie ich pateczkami Salmonella.
Dzigki temu mozliwe bylo w dalszym etapie stosowanie nieselektywnych pozywek,
ktore pozwalaty na wykrycie uszkodzonych pateczek Salmonella pod wptywem sub-
stancji chemicznych [4]. Wszystkie przytoczone badania wskazuja, ze stosowany
w nich uktad doswiadczalny daleko odbiegal od rzeczywistych sposoboéw naturalnego
zanieczyszczania tuszek paleczkami Salmonella oraz warunkow ich przechowywania.
W badaniach wlasnych okreslono wptyw 112 % kwasu cytrynowego na pateczki Sal-
monella w warunkach najbardziej zblizonych do naturalnych, czyli na tuszkach dro-
biowych pochodzacych bezposrednio z zakladéw drobiarskich, nie poddawanych
w laboratorium jakimkolwiek procesom zmierzajacym do zlikwidowania mikroflory
towarzyszace;.

Na podstawie wynikow uzyskanych w badaniach wlasnych stwierdzono, ze ha-
mujacy wptyw kwasu winowego na pateczki Salmonella w podtozach bakteryjnych
moze mie¢ rowniez miejsce na tuszkach drobiowych. Niekorzystne dzialanie tych
zwiazkoéw wzgledem bakterii Salmonella byto silniejsze w podlozach bakteryjnych niz
w tuszkach drobiowych.
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W dostgpnym piSmiennictwie brak jest szczegétowych informacji o wplywie
kwasu winowego na rézne wyjsciowe liczby pateczek Salmonella na tuszkach indy-
czych. Z danych jakie uzyskano z badan wlasnych wynika, ze skuteczno$¢ przeciwbak-
teryjnego dziatania kwasu winowego jest zréznicowana i zalezy od jego stezenia oraz
od wyjsciowej liczby pateczek Salmonella na tuszkach indyczych

Mechanizm unieszkodliwiajacego dziatania kwasu winowego wzgledem pateczek
Salmonella zwiazany jest z obecno$cia zdysocjowanych czastek oraz z niskim pH
kwasow [4]. Prace wielu autorow [5, 22, 24] wskazuja, ze im wyzsze jest stgzenie
kwasow organicznych, tym wigksza jest ich efektywno$¢ wzgledem pateczek Salmo-
nella. W przypadku wysokiego stezenia kwasow w roztworach unieszkodliwiajacych
pojawiaja si¢ w tuszkach zmiany sensoryczne [10]. Tamblyn i Conner [24] zaobser-
wowali zmiany takie, jak blado$¢ skory oraz nieprzyjemny zapach przy stgzeniu testo-
wanych kwasow roéwnym badz wigkszym niz 2 %. Z przeprowadzonych badan wta-
snych wynika, Ze istnieje mozliwo$¢ unieszkodliwiania pateczek Salmonella na tusz-
kach drobiowych poprzez naniesienie na jego powierzchni¢ 1,5 % kwasu winowego,
a 1 % kwas winowy powoduje znaczne zmniejszanie liczby probek, w ktorych wykry-
wano pateczki Salmonella, w stosunku do liczby prébek kontrolnych. Takie stgzenie
ww. kwasu powoduje zahamowanie namnazania si¢ pateczek Salmonella i nie powo-
duje zmiany zapachu i barwy migsa.

W opracowaniu statystycznym do weryfikacji odpowiednich hipotez statystycz-
nych przyjeto poziom istotnosci p = 0,10. Analiza korelacji zostata przeprowadzona na
liczbach logarytmowanych. W przypadku kazdego badanego typu paleczek Salmonalla
obserwowano istotng ujemna, na poziomie p = 0,05, zaleznos¢ liczby bakterii od steze-
nia kwasu winowego. Wspolczynnik korelacji (r) przyjat warto$¢ ujemna réwna - 0,65.

Whioski

1. Hamujacy wptyw kwasu winowego w podtozach bakteryjnych byt wysoki. Kwas
ten w podtozu agarowym o st¢zeniu 0,1 % catkowicie hamowal wzrost wszystkich
badanych szczepow Salmonella.

2. Kwas winowy moze by¢ rowniez wykorzystywany do niszczenia pateczek Salmo-
nella w tuszkach drobiowych. Niekorzystne dzialanie tego zwiazku wzgledem bak-
terii Salmonella bylto silniejsze w podlozach bakteryjnych niz w tuszkach drobio-
wych.

3. Wykrycie pateczek Salmonella z probek uprzednio zanurzonych w kwasie wino-
wym zalezy od liczby tych bakterii na powierzchni tuszki drobiowej. Przy konta-
minacji 10" jtk pateczek Salmonella na powierzchni elementu tuszki indyczej i za-
nurzeniu jej na 15 min w wodnych roztworach 1,5 1 2 % kwasu winowego nie
stwierdzono pateczek Salmonella.
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EFFECT OF TARTARIC ACID ON SALMONELLA SPP. IN MICROBIOLOGICAL MEDIA
AND IN TURKEY CARCASSES

Summary

The objective of the investigations was to determine the effect of tartaric acid concentration on Sa/mo-
nella spp. in microbiological substrates and poultry carcasses. The average bacteria counts in the control
samples without tartaric acid were: as for S. Enteritidis: 1.8x10%; as for S. Anatum: 1.1x10%; and 2.0x10%
in the case of S. Typhimurium. tartaric acid in 0.1 % concentration agar substrate totally inhibited the
growth of all the Sa/monella strains studied. With the concentration of 0.05 % and 0.03 % of tartaric acid,
the count of S. Anatum and S. Enteritidis decreased by one logarithmic cycle if compared to the control
sample. However, the count of S. Typhimurium grew by the numbers from the same logarithmic range as
in the control investigation. The results of the investigations obtained after the turkey carcass elements
were immersed in the tartaric acid prove that the fact whether or not the Salmonella spp. are detected in
the samples depends on the inoculum of these bacteria on the surface of poultry carcasses. Salmonella spp.
were not found when the surface of turkey carcass element was contaminated with 10" Salmonella spp.
colony-forming-units (cfj) and immersed for 15 minutes in aqueous solutions of 1.5 % and 2 % tartaric
acid. However, it was found that the contamination of 107 cfj resulted in a reduced number of samples, in
which Salmonella spp. were detected compared to the number of control samples.

The inhibiting impact of tartaric acid on Salmonella spp. in bacterial substrates can also occur in the
case of poultry carcasses. The unfavourable effect of this compound on Salmonella bacteria was stronger
in the microbiological media than in the poultry carcasses.

Key words: Salmonella, tartaric acid, turkey carcasses, microbiological media
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