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Elimination of Salmonella spp. in bacteriological media and in turkey carcasses with citric acid

Summary

The aim of this study was to determine the influence of citric acid in different concentrations on Salmonella
spp- in microbiological media and in turkey carcasses. The influence of 0.01%, 0.02%, 0.03%, 0.05%, 0.1%,
0.25%, 0.5%, 1%, 1.5%, 2.0% citric acid concentrations in nutrient agar on Salmonella Enteritidis no. 33/66,
Salmonella Anatum no. 30/93, Salmonella Typhimurium no. 227/84, was studied. Citric acid in 0.1% concen-
tration agar media totally inhibits the growth of all Salmonella strains studied. At the concentration of 0.05%
the bacteria count of S. Anatum, compared with the control, decreased by 2 logarithmic cycles and the count
of S. Enteritidis, and S. Typhimurium by 1 logarithmic cycles only. Additional investigations were carried out
on 150 turkey breast samples bought from poultry plants. The samples were contaminated with Salmonella
Enteritidis no. 33/66. Afterwards, each sample was moved to 1%, and 2% citric acid solution for a period of
15 minutes. The results obtained after immersing turkey carcass elements in citric acid indicate that detecting
Salmonella spp. in the samples was dependent on the inoculum of these bacteria on the poultry carcass
surface. Salmonella spp. were not found when the surface of an element of a turkey carcass was contaminated
with 10' Salmonella spp. colony-forming-units (cfu) and immersed for 15 minutes in 1% and 2% citric acid
aqueous solution, while at a 10? cfu contamination, Salmonella spp. was detected in a smaller number of
samples compared with the control samples. The inhibiting influence of citric acid on Salmonella spp.
in bacterial substrates can also occur on poultry carcasses. The unfavourable action of this compound on

Salmonella bacteria was stronger in bacterial media than in poultry carcasses.
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Zwalczanie pateczek Salmonella w srodowisku sta-
nowi trudny problemem dla osob zajmujacych sig pro-
dukcja zwierzeca 1 zywnosci. Opracowano 1 przetes-
towano wiele metod dotyczacych m.in.: uboju, immu-
nizacji i stosowania substancji antybakteryjnych. Zadna
z tych metod nie gwarantowata pelnego sukcesu, ale
wszystkie poprawialy warunki higieniczne 1 bezpie-
czenstwo zdrowotne zywnosci.

Unieszkodliwianie paleczek Salmonella prowadza-
ne bylo w rozmaitych modelach doswiadczalnych,
z uzyciem wielu zwiazkow chemicznych, m.in. chlorku
heksadecylopirydyniowego (1, 13, 20), ortofosforanu
sodu (20, 21), kwas6w organicznych (6, 11, 17-19),
wody utlenionej 1 dwuweglanu sodu (15). Nie wszyst-
kie z tych metod okazaly si¢ skuteczne. Srodek okres-
la si¢ jako skuteczny, jesli pod jego wptywem naste-
puje redukcja okreslonych drobnoustrojow o 2 log (8).

Mozliwos¢ stosowania dodatkowych substancji
W przetworstwie Zywnosci jest ograniczona na skutek

negatywnego oddziatywania ich na ludzki organizm
oraz trudno$ci w rozpuszczalno$ci 1 mozliwosci bez-
posredniego zastosowania. Wzrost swiadomosci kon-
sumentéw odnosnie do jakosci 1 zdrowotnosci zyw-
nosci zmusza do stosowania w technologii zywnosci
jedynie takich srodkow chemicznych, ktore natural-
nie wystepuja w przyrodzie.

Wsréd preferowanych dodatkow niszczacych flore
bakteryjna na tuszkach, spora grupe stanowia kwasy
orgamczne iich sole. Kwasy organiczne powszechnie
uwazane sa za bezpieczne. W polskim przemysle spo-
zywczym dopuszczone jest stosowanie nastepujacych
kwasow organicznych: askorbinowego, cytrynowego,
mlekowego, octowego, winowego oraz ich soli (14).
Kwas cytrynowy uzywany jest jako regulator kwaso-
wosci 1 przeciwutleniacz. Mozna go uzyskaé¢ z owo-
coOw cytrusowych, ale zdecydowanie czgstsza 1 tansza
metoda jego pozyskania jest fermentacja utleniajaca.
W przebiegu tej fermentacji produkt rozpadu glukozy



ulega czeSciowemu utlenieniu kosztem tlenu atmos-
ferycznego do kwasu cytrynowego. Powszechnie kwas
cytrynowy uznaje si¢ za bezpieczny i naturalnie wy-
stepujacy w srodowisku. Stanowi on czg$¢ integralng
metabolizmu komorkowego jako metabolit cyklu
Krebsa. Maksymalna dawka kwasu cytrynowego do-
dawanego do Zywnosci okreslana jest jako quantum
satis (14). Nie wyznaczajac zadnego poziomu maksy-
malnego dla zastosowania tego kwasu w produkcji
zywnosci (w tym réwniez w produktach przeznaczo-
nych dla niemowlat i matych dzieci), kwas cytrynowy
jako dodatek stosuje si¢ zgodnie z dobra praktyka
wytwarzania, w dawkach nieprzekraczajacych dawki
koniecznej do uzyskania zamierzonego celu, pod wa-
runkiem niewprowadzania w btad konsumenta. Stad
tak czesto, na wielu produktach spozywczych uzywa-
na jest petna nazwa ,.kwas cytrynowy” lub widnieje
napis E 330, bedacy oznaczeniem wymienionego kwa-
su zgodnym z numerycznym systemem oznaczen Unii
Europejskie;j.

Majac na uwadze powszechno$¢ uzywania kwasu
cytrynowego w przemysle spozywczym oraz zlozonos¢
problemu poszukiwania metod unieszkodliwiania pa-
teczek Salmonella na linii ubojowej i w trakcie obréb-
ki migsa drobiowego, postanowiono okresli¢ wptyw
roznych stezen kwasu cytrynowego na przezywalno$¢
pateczek Salmonella w podtozach mikrobiologicznych
1 na tuszkach drobiowych.

Materiat i metody

Badano wplyw stezen — 1%, 2% kwasu cytrynowego
w agarze odzywczym na: Salmonella Enteritidis nr 33/66,
Salmonella Anatum nr 30/93, Salmonella Typhimurium
nr 227/84, otrzymanych z Muzeum Szczepow Bakteryjnych
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach.

Kwas cytrynowy wyjatawiano przy uzyciu filtra Milli-
por (Millex 9P, 022, Bedford), a nastgpnie dodawano go
w odpowiednich st¢zeniach do goracego podtoza.

Badane szczepy wsiewano do 9 ml bulionu odzywczego
1 po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C uzyski-
wano hodowlg wyjsciowa do dalszych badan. Nastepnie
wykonywano z tej hodowli dziesigciokrotne rozcienczenia
i1kazdy szczep z kazdego rozcienczenia wysiewano: na agar
odzywczy bez substancji chemicznych (kontrola) oraz na
agar odzywczy z dodatkiem r6znych ilo$ci kwasu cytryno-
wego. Stosowano posiew powierzchniowy. Plytki inkubo-
wano w temperaturze 37°C przez 24 do 48 godzin. Bada-
nia dla kazdego szczepu powtorzono dziesigciokrotnie i ob-
liczono $rednie ze wszystkich badan.

Ponadto badania przeprowadzono na 150 probkach
z piersi indyczych zakupionych w zaktadach drobiarskich.
Po dostarczeniu do laboratorium przetrzymywano je
w chlodni w temperaturze 4°C, a nastgpnie przygotowy-
wano z nich 25 g probki do dalszych badan. W badaniach
dotyczacych sprawdzenia naturalnej obecnosci pateczek
Salmonella przeprowadzanych na probkach wybieranych
losowo (w ilosci 20% wszystkich probek pobieranych do
badan z kazdej, jednej zakupionej piersi) nie stwierdzano
pateczek Salmonella. Pozostate probki byly celowo konta-
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minowane. Do zakazenia probek uzyto szczepu Salmonel-
la Enteritidis nr 33/66. Szczep najpierw wsiewano do bu-
lionu odzywczego 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez
24 godziny, a nastgpnie na kazda probke nanoszono po
0,05 ml 24-godzinnej hodowli bulionowej S. Enteritidis roz-
cienczonej od 10 do 1078, Okreslano wyjsciowe inoculum
prob kontrolnych w kazdej serii badan. Zawiesing bakte-
ryjna rozprowadzano delikatnie, specjalna, szeroka eza,
mozliwie na jak najwigkszej powierzchni probki. Po na-
niesieniu bakterii wszystkie probki przetrzymywano przez
20 minut w lodowce w temperaturze 4°C, w celu catkowi-
tego wysuszenia zawiesiny. Nastgpnie kazda probke prze-
noszono do jatowych zlewek z 250 ml roztworu 1% i 2%
kwasu cytrynowego na okres 15 minut. Z metod zaleca-
nych do wykrywania pateczek Salmonella z tuszek drobio-
wych, podrobow i produktéw drobiarskich zastosowano
metodg podang w Europejskiej 1 Polskiej Normie (7, 12).

Po 15 minutach dzialania roztworéw kwasu cytrynowe-
g0, kazda probke przenoszono do jatowej zlewki i zalewa-
no 225 ml zbuforowanej wody peptonowej (pH 7,2), po
czym inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 godzin.
Namnazanie selektywne wykonywano na podtozu seleni-
nowo-cystynowym (SC, 0 687-17-1, Difco Laboratories
Detroit MI, USA) i podtozu Miiller-Kauffmana (MK) oraz
w podtozu Rappaport-Vassiliadis (RV, CM 669, Oxoid)
a przesiewy na agarze z zielenia brylantowa i czerwienig
fenolowa (BGA, CM 329, Oxoid) oraz na agarze bizmuta-
wo-siarczynowym (BSA, 00 73-01-1, Difco Laboratories).
Kolonie typowe lub podejrzane o przynaleznos¢ do rodza-
ju Salmonella byty identyfikowane serologicznie i bioche-
micznie. Do okreslenia charakterystycznych cech bioche-
micznych pateczek Salmonella uzyto testu API 20 E. Typy
serologiczne okreslano w oparciu o zmodyfikowany sche-
mat Kauffmanna-White’a, zaproponowany przez Popofta
i Le Minora, z zastosowaniem surowic wyprodukowanych
w Krajowym Osrodku Salmonella.

Kontrolg stanowily probki z piersi indykow zanieczysz-
czone pateczkami Salmonella, ktore zanurzano w wodzie
jatowej przez 15 minut. Kazdy wariant doswiadczenia po-
wtorzono dziesieciokrotnie.

Wyniki opracowano statystycznie, postugujac si¢ testem
t-Studenta oraz analiza korelacji. Do weryfikacji hipotez
statystycznych przyjeto poziom istotnosci p = 0,10. Anali-
za korelacji zostata przeprowadzona na liczbach logaryt-
mowanych.

Wyniki i omowienie

Wplyw kwasu cytrynowego na paleczki Salmonel-
la w podiozach mikrobiologicznych przedstawiono
w tab. l inaryc. 1.

Dane zawarte w tab. 1 wskazuja, Ze $rednia liczba
bakterii w probkach kontrolnych bez dodatku kwasu
cytrynowego wynosita dla S. Enteritidis 1,8 x 108,
S. Anatum 1,1 x 108, S. Typhimurium 2,0 x 108 Kwas
cytrynowy w podtozu agarowym o stezeniu 0,1% cat-
kowicie hamowat wzrost wszystkich badanych szcze-
pow Salmonella. Przy stezeniu 0,05% liczba bakterii
w pordéwnaniu z kontrolg zmniejszyta si¢ 0 2 cykle
logarytmiczne w przypadku S. Anatum i o 1 cykl lo-
garytmiczny w przypadku S. Enteritidis 1 S. Typhimu-
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Tab. 1. Wzrost paleczek Salmonella na podlozu agarowym z dodatkiem kwasu cytrynowego (n = 10)

61

Liczba kolonii (jtk/ml)
Salmonella Stezenie kwasu cytrynowego (%)
0,00 0,01 0,02 0,03 0,05 0,1 0,25 0,5 1 1,5 2
Anatum 1,1 x108 | 4,6 x107 | 7,0 x107 | 5,3 x107 | 7,0 x 106 0 0 0 0 0
Enteritidis 1,8 108 | 1,9 x 108 | 1,2 x 108 | 1,4 x108 | 4,0 x 107 0 0 0 0 0
Typhimurium | 2,0 x108 | 2,0 x 108 | 2,3 x108 | 1,7 x108 | 7,2 x 107 0 0 0 0 0
rium. Liczba S. Anatum 1 00E+09
w porownaniu z kontro- ’ . .
la przy stezeniu kwasu UDTETE s ~- 5. Anatum
C tI‘ nowego 0 03(y 1.00E+07 1 -=- S, Enteritidis
Oyoz?),/ 0 O%W sV /0, x -+ S. Typhimurium
) 0, U, 0 Zmnicj- | = 1,00E+06
szyla sig o jeden cykl lo- | 8 , joc.os!
garytmiczny Natomiast |8 1'00E o
NPT X +044
S. Enteritidis 1 S. Typhi- | 8
murium rosty w obec- | 8 1,00E+031
nosci 0,03%, 0,02% 1,00E+02-
1 0,01% kwasu cytryno- 1,00E+01 1
wego w liczbach miesz- 1 00E+00 X X X X X ' ' ' ' '
czacych si¢ w tym sa- ’ 000 001 002 003 005 010 025 050 1,00 150 200
mym przedziale logaryt- Stezenie, %

micznym.

Wplyw kwasu cytry-
nowego na Salmonella
Enteritidis na elementach tuszek indyczych przedsta-
wiono w tab. 2.

Wyniki badan uzyskane po zanurzeniu elementow
tuszek indyczych w kwasie cytrynowym wykazaty, ze
wykrycie pateczek Salmonella z probek zalezy od ino-
culum tych bakterii na powierzchni tuszki drobiowe;.
Przy kontaminacji 10 jtk pateczek Salmonella na po-
wierzchni elementu tuszki indyczej i zanurzeniu jej
na 15 minut w wodnych roztworach 1% 1 2% kwasu
cytrynowego nie stwierdzono pateczek Salmonella.

Przy kontaminacji 10 jtk pateczek Sal/monella En-
teritidis na powierzchni czgs$ci tuszki indyczej i zanu-
rzeniu jej na 15 minut w wodnym roztworze 1% lub
2% kwasu cytrynowego powodowaty zmniejszanie si¢
liczby probek, w ktorych wykryto pateczki Salmo-
nella, w stosunku do liczby probek kontrolnych. Przy
10° th na powierzchni tuszki indyczej zanurzonej
w 1% 1 2% kwasie cytrynowym nie stwierdzono ich
wplywu na wykrywalnos$¢ pateczek Salmonella.

Dotychczasowe badania (5, 10, 18) nad eliminowa-
niem pateczek Salmonella pod wpltywem czynnikow
chemicznych na tuszkach drobiowych miaty na celu
W pierwszym etapie zniszczenie mikroflory towarzy-
szacej, np. poprzez promieniowanie ultrafioletowe,
a nastgpnie zanieczyszczenie ich pateczkami Salmo-
nella. Dzigki temu mozliwe byto w dalszym etapie sto-
sowanie nieselektywnych pozywek, ktore pozwalaly
na wykrycie uszkodzonych pateczek Salmonella pod
wplywem substancji chemicznych (2). Wszystkie wy-
mienione badania wskazuja, ze stosowany w nich uktad
doswiadczalny daleko odbiegat od rzeczywistych spo-

cytrynowego

Ryc. 1. Wzrost paleczek Salmonella na podlozu agarowym z dodatkiem réznych ilosci kwasu

Tab. 2. Liczba probek z elementéw tuszek indyczych, podda-
nych dzialaniu kwasu cytrynowego, na ktérych stwierdzono
paleczki Salmonella Enteritidis (n = 10)

Salmonella Enteritidis nr 33/66
i Czas rozcierficzenia (inoculum
S(g(:/e; e dziatania ( )
O miny | 4| s | e |7 ] s
Liczba dodatnich wynikéw
0 15 10 10 10 10 0
1 15 10 10 6 0 0
2 15 10 10 5 0 0

sobow naturalnego zanieczyszczania tuszek pateczka-
mi Salmonella oraz warunkoéw ich przechowywania.
W badaniach wlasnych okreslono wptyw 1% 1 2%
kwasu cytrynowego na pateczki Salmonella w warun-
kach najbardziej zblizonych do naturalnych, czyli na
tuszkach drobiowych pochodzacych bezposrednio
z zaktadéw drobiarskich, nie poddawanych w labora-
torium jakimkolwiek procesom zmierzajacym do zlik-
widowania mikroflory towarzyszacej. Na podstawie
wynikoéw uzyskanych w badaniach wiasnych stwier-
dzono, ze hamujacy wplyw kwasu cytrynowego na pa-
teczki Salmonella w podiozach bakteryjnych moze
mie¢ rowniez miejsce na tuszkach drobiowych. Nie-
korzystne dziatanie tych zwiazkoéw w stosunku do bak-
terii Salmonella byto silniejsze w podtozach bakteryj-
nych niz w tuszkach drobiowych. W dostgpnym pis-
miennictwie brak jest szczegolowych danych o wpty-
wie kwasu cytrynowego na r6zna wyjsciowa liczbg pa-
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teczek Salmonella na tuszkach indyczych. Z danych,
jakie uzyskano z badan wtasnych wynika, ze skutecz-
nos¢ przec1wbakteryJ nego dziatania kwasu cytrynowe-
go jest zroznicowana 1 zalezy od wyjsciowej liczby
pateczek Salmonella na tuszkach indyczych.

Mechanizm unieszkodliwiajacego dziatania kwasu
cytrynowego na paleczki Salmonella zwiazany jest
z obecnoscia zdysocjowanych czastek oraz z niskim
pH kwasow (2). Wielu autoréw (3, 4, 16, 18) wskazu-
je, ze im wyzsze jest stezenie kwasow organicznych,
tym wigksza jest ich efektywno$¢ w stosunku do pate-
czek Salmonella. W przypadku wysokiego stezenia
kwasow w roztworach unieszkodliwiajacych pojawiaja
si¢ w tuszkach zmiany organoleptyczne (9). Obserwo-
wano zmiany, takie jak blado$¢ skory oraz nieprzy-
jemny zapach przy st¢zeniu testowanych kwasow row-
nym badZ wigkszym niz 2%.

Z przeprowadzonych badan wlasnych wynika, ze
istnieje mozliwos¢ unieszkodliwiania pateczek Salmo-
nella na tuszkach drobiowych poprzez naniesienie na
jego powierzchni¢ 1% kwasu cytrynowego. Ta sub-
stancja chemiczna powoduje zahamowanie namnaza-
nia si¢ paleczek Salmonella 1 nie powoduje zmiany
zapachu 1 barwy migsa. Zmierzajac do ogranlczema
nlebezpleczenstwa spowodowanego spozyciem zyw-
nosci zanieczyszczonej pateczkami Salmonella, spo-
$rod substancji dodatkowych potencjalnie mozliwych
do dodawania do wody zraszajacej tuszki drobiowe
podczas procesu schtadzania powietrzem, nalezy roz-
wazy¢ takze dziatanie kwasu cytrynowego.
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