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Ogolna liczba drobnoustrojow oraz salmonelli
na powierzchni skory tuszek kurczat brojlerow
po sonikacji
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Total number of bacteria and Salmonella on the skin of broiler chicken carcasses after sonication

Summary

The influence of low frequency (40 kHz) and medium intensity (2 W-cm2) ultrasound on the total number
of bacteria and Salmonella on the skin of chicken broilers before chilling was investigated. Chicken wings
were used for the study. The first part of raw wings was used for total number of bacteria investigation. The
second part was contaminated with Salmonella. The changes of total number of bacteria (OLD) and number
of Salmonella (SALM) after sonication were determined. Ultrasound treatment was conducted in distilled
water (AQ) or 1% lactic acid aqueous solution (LA) at 20°C. The sonication time of a sample was 1, 3 or
6 minutes. The sonicated samples were compared with parallel, untreated samples. The obtained results show
that OLD on wings’ skin decreased more than 1.8 log after 6 min of sonication in AQ and SALM decreased
3.6 log in LA. The effect was caused by the ultrasonic cavitation and microflows in the ultrasonic field. The
phenomena removed the bacteria from the skin and passed it to the solution and become inactivated. It was
concluded that the sonication effect was amplified by the LA. It was supposed that LA stimulates sonobiological
phenomena in cell membranes and, in effect, decreases its vital functions and causes the death of bacteria. The
cleanness of chicken carcass’ (wing) skin was increasing with the longer duration of sonication. But it was
supposed at the same time that the temperature of the liquid (AQ, LA) in the ultrasonic field increases directly
in proportion to the time of exposure, 4.5°C in 6 min. The low frequency and medium intensity ultrasound
decreases the microbial load on carcass skin, especially the Salmonella, while treated in aqueous lactic acid
solution. Sonication should be conducted before the chilling of the carcass. The utilization possibility of chicken

carcass decontamination ultrasonic method is confirmed.
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Miqso drobiowe zwykle zawiera wigcej drobno-
ustrojow niz migso innych zwierzat rzeznych. Mikro-
organizmy wystepujace na powierzchni swiezych
tuszek drobiowych przed wychtodzeniem pochodza
najczesciej z pior ptakow, skory, przewodu pokarmo-
wego, a takze z linii technologicznych. Przemystowe
technologie uboju nie sa w stanie skutecznie ograni-
czy¢ zakazen. Wsrdd wielu rodzajow bakterii izolo-
wanych z tuszek drobiowych istotny problem stano-
wia pateczki Salmonella obecne zwykle w przewodzie
pokarmowym 1 uktadzie rozrodczym ptakéw, a takze
Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, Sta-
phylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria, Aero-
monas (3, 12, 15). Powszechno$¢ wystgpowania sal-
monelli sprawia, ze sa jedna z najczgstszych przyczyn
zakazen pokarmowych u ludzi. W Polsce w 2005 r. na
ogolna liczbe 20 251 zarejestrowanych przypadkow
zatru¢, typy odzwierzgce pateczek Salmonella byty

przyczyna 78,1% przypadkoéw (1). Serowarem Salmo-
nella enterica odpowiedzialnym za ok. 85% salmo-
nelloz byta S. Enteritidis. Wedlug danych amerykan-
skich udziat drobiu w notowanych corocznie przypad-
kach salmonelloz wynosi 10-20% (4). meejszenle
hczby zatru¢ pokarmowych mozna osiagna¢ poprzez
ograniczenie stopnia zakazenia mig¢sa metodami che-
micznymi i fizycznymi, z ktérych najmniej kontrower-
sji budza metody termiczne, elektryczne oraz sonika-
cja, czyli poddawanie wptywowi ultradzwigkow (10).
Ultradzwigki sa falami sprezystymi o czgstotliwos-
ci przewyzszajacej 20 kHz, nie rejestrowanymi przez
stuch cztowieka. Gorna granica widma ultradzwigkéw
(1 GHz) wyznaczona jest przez techniczne mozliwos-
ci ich wytwarzania. Rozchodzac si¢ w osrodkach rze-
czywistych (dyssypatywnych), takich jak np. tkanki,
podlegaja zjawiskom odbicia i zatamania oraz tl”um1e-
nia w miar¢ rozchodzenia sig. Po przekroczeniu tzw.
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progu kawitacji wywotuja w cieczach zjawisko pole-
gajace na rozrywaniu ciagtosci osrodka. Pecherzyki
kawitacyjne w fazie implozji generuja znaczne gra-
dienty ci$nienia, ktorym towarzysza zlozone, nie do
konca poznane zjawiska o charakterze fizykochemicz-
nym. O ich intensywnosci decyduja przede wszystkim:
wiasciwosci akustyczne osrodka oraz zrodta fal (14).

Celem badan byto okreslenie skuteczno$ci ultra-
dzwigkowej metody oczyszczania skory kurczat broj-
leréw w wodzie i wodnym roztworze kwasu mleko-
wego, na podstawie ogolnej liczby drobnoustrojow
oraz bakterii rodzaju Salmonella na $wiezym su-
TOWCU.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na skrzydetkach kurczat broj-
leréw pobieranych z linii ubojowej zaktadu drobiarskiego
bezposrednio po uboju przed wychtodzeniem.

Sonikacj¢ prowadzono przy pomocy urzadzenia ultra-
dzwigkowego (ryc. 1) z prostopadtoscienna komora robo-
cza wykonana z blachy kwasoodpornej. Pod dnem komory
umocowany byt przetwornik piezoelektryczny (typ sand-
wicz) pracujacy przy czestotliwosci 40 kHz 1 natgzeniu ok.
2 W - cm™. Nominalna pojemno$¢ komory wynosita 1 dm®.
Bezposrednio przed doswiadczeniem komorg wypetniano
sterylng woda destylowana lub sterylnym 1% wodnym
roztworem kwasu mlekowego. Poczatkowa temperatura
cieczy w zbiorniku wynosita 20 + 1°C. Temperature cieczy
w zbiorniku mierzono przy pomocy termopary typu K
(ryc. 1).

W pierwszym etapie badan okreslano zmiang ogolnej
liczby drobnoustrojow (OLD) naturalnie wystgpujacych na
powierzchni skrzydetek po sonikacji. Swieze skrzydetka
uktadano na dnie zbiornika urzadzenia tak, aby byty catko-
wicie zanurzone w cieczy. Sonikacj¢ prowadzono przez czas
1, 3 lub 6 min. w poréwnaniu do tzw. probek kontrolnych,
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Ryec. 1. Schemat stanowiska do sonikacji

Objasnienia: 1 — zbiornik; 2 — pokrywa zbiornika; 3 — generator
ze wzmacniaczem; 4 — przetwornik ,,sandwicz”’; 5 — kontroler
temperatury; 6 — ptaszcz termostabilizacyjny; 7 — rejestrator tem-
peratury; 8 — termopara; 9 — komora robocza; 10 — probka
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ktore pozostawaly zanurzone w cieczy przez taki sam czas
przy wylaczonym generatorze ultradzwigkow. Po zakon-
czonej sonikacji z powierzchni skory probki wykonywano
wymazy zgodnie z PN-ISO 3100-1:1999. Ogoélna liczbg
drobnoustrojow (OLD) oznaczano na powierzchni probek
oraz w roztworach roboczych, stosujac metod¢ plytkowa
wg PN-A-82055-6:1994.

W drugim etapie badan skrzydetka poddawano zaka-
zeniu poprzez zanurzenie na 1 min. w hodowli (zawiesina
1-107 = 18 - 10®) pateczek Salmonella anatum. Zakazone
probki zawijano w wysterylizowang foli¢ aluminiowa i po-
zostawiano na 60 min. w temperaturze 20 + 1°C. Po tym
czasie usuwano foli¢ i zakazone probki poddawano soni-
kacji w warunkach identycznych, jak w etapie pierwszym.
Nastepnie oznaczano liczbg pateczek Salmonella w wyma-
zach pobranych ze skrzydetek i z roztworéw po sonikacji.
Oznaczenie wykonano metoda plytkowa na podtozu BGA,
posiewajac odpowiednio rozcienczony materiat badawczy.
Po inkubacji w 37°C liczono kolonie charakterystyczne dla
badanych pateczek i wyniki przeliczano zgodnie z posred-
nia metoda liczenia.

Doswiadczenie zrealizowano w 6 powtorzeniach (n = 6).
Dane poddano analizie statystycznej obliczajac 95-procen-
towe przedziaty ufnosci srednich log(N /N), gdzie N ozna-
cza liczbg jtk po sonikacji, a N przed sonikacja. Obliczo-
no wspotczynniki korelacji (r) migdzy czasem sonikacji
a wielkoscia redukcji liczby mikroorganizmow.

Wyniki i omowienie

Ogolna liczba drobnoustrojow (OLD) na skrzydet-
kach po trwajacej 6 min. sonikacji w §rodowisku wod-
nym ulegta redukcji o warto$¢ ponad 1,8 log. Krotsze
ekspozycje wywotywaly stabszy efekt dekontamina-
c¢ji: 1 min. — 0,2 log, 3 min. — 1,2 log (ryc. 2). Skutecz-
no$¢ ultradzwigkowego oczyszczania skory w roztwo-
rze kwasu mlekowego byla najwyzsza przy najdtuz-
szym czasie oddziatywania (6 min.). Redukcja OLD
wynosita niemal 1,3 log. Stwierdzono slabszy efekt
oddziatywania ultradzwigkéw w Srodowisku 1% wod-
nego roztworu kwasu mlekowego na OLD na po-
wierzchni skory (ryc. 2).

Liczba bakterii rodzaju Salmonella na skrzydetkach
poddanych sonikacji w wodzie ulegta obnizeniu o 1,2 log
po 6 min. ekspozycji (ryc. 2). Sonikacja przeprowa-
dzona w 1% wodnym roztworze kwasu mlekowego
wykazata liczbe jtk nizsza o 3,6 log (ryc. 2). Uzyskane
wyniki badan sa porownywalne i zblizone do wyni-
kéw innych autorow (6-9, 16), ktérzy stwierdzaja, ze
dhuzszym czasom oddziatywania ultradzwigkow towa-
rzysza wyzsze warto$ci redukcji liczby mikroorganiz-
mow.

Stwierdzono, ze ogdlna liczba drobnoustrojow
(OLD) w cieczach, w ktérych zanurzane byty skrzy-
detka wzrastata po 1 min. sonikacji o 5,3+6,1 log
(ryc. 3). Liczba bakterii rodzaju Salmonella okreslana
w wodzie wynosita 5,7+5,9 log (ryc. 3). Na szcze-
g6lna uwagge zastuguje fakt braku obecnos$ci pateczek
Salmonella juz po uptywie 1 min. sonikacji skrzyde-
tek w roztworze kwasu mlekowego.
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Ryc. 2. Wplyw czasu trwania sonikacji na ogélna liczbe drob-
noustrojow (OLD) oraz Salmonella (Salm) na powierzchni
skory (Aq — w wodzie, LA — w 1% roztworze kwasu mleko-
wego)
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Ryec. 3. Wplyw czasu trwania sonikacji na ogélng liczbe drob-
noustrojow (OLD) oraz Salmonella (Salm) w wodzie (Aq)
i 1% roztworze kwasu mlekowego (LA)

Mozna przypuszczad, ze redukcja liczby mikroor-
ganizmow na powierzchni skéry odbywa si¢ dwuto-
rowo. Oscylacje ci$nienia w cieczy oraz uderzeniowe
fale poimplozyjne pgcherzykow kawitacyjnych poko-
nuja sity adhezji mikroorganizméw na powierzchni
skory. W efekcie obserwuje si¢ przechodzenie bakte-
rii z powierzchni do srodowiska cieczy roboczej. Jed-
noczesnie miejscowe zmienne zaggszezenia i rozrze-
dzenia osrodka zachodzace z czestotliwos$cia fal oraz
zapadanie si¢ pecherzykow moga wywolywac¢ m.in.
przyspieszenie procesOw wymiany masy przez btony
komorkowe oraz ruchy i przemieszczenia struktur
wewnatrzkomorkowych. Roéznica impedancji akus-
tycznej pomigdzy ciecza a warstwa skory sprzyja po-
wstawaniu kawitacji w bezposrednim sasiedztwie sko-
ry. W rezultacie kawitacji w komodrkach i w ich naj-
blizszym otoczeniu moga powstawaé duze gradienty
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Tab. 1. Wspolczynnik korelacji (r) migdzy czasem sonikacji
a osiagana redukcja liczby drobnoustrojow w wodzie (Aq)
i 1% roztworze kwasu mlekowego (LA)

Prébka $rodowisko OLD Salmonella
Aq 0,956** 0,564*
Skrzydetko
LA 0,899** 0,835**
Ag -0,514* 0,017
Ciecz
LA -0,522* -0,233

Objasnienia: * —p < 0,05, ** —p < 0,01

ci$nienia, temperatury i potencjalu elektrycznego.
Moga one prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian fi-
zycznych i chemicznych w obrebie cytoplazmy komor-
ki bakteryjnej, wzrostu przepuszczalnosci btony ko-
morkowej, zachwiania rOwnowagi jonowej, osmotycz-
nej, koloidalnej, a w efekcie powodowac inaktywacje
mikroorganizmoéw (5, 11).

Przypuszcza sig, ze w przypadku sonikacji prowa-
dzonej w roztworze kwasu mlekowego synergia ultra-
dzwigkow 1 obnizonego pH sprzyja nietypowym zja-
wiskom sonobiologicznym prowadzacym do ograni-
czenia funkcji zyciowych i inaktywacji bakterii. Po-
dobne spostrzezenia poczynili takze inni autorzy (1,
7, 8), ktorzy potwierdzaja wzmocnienie efektu soni-
kacji przez synergi¢ metod fizycznych i chemicznych.
Przyczyn zr6znicowanej podatnosci mikroorganizmow
na sonikacjg upatruje si¢ w bogactwie form mikroflo-
ry powierzchniowej drobiu. Dowiedziono, Ze oporno$¢
drobnoustrojéw na ultradzwigki zalezy od budowy
sciany komorkowej, ksztattu komorek 1 zdolnosci do
wytwarzania form przetrwalnych (6, 13).

Na podstawie wynikéw badan stwierdzono wyso-
kie, dodatnie wspotczynniki korelacji r (tab. 1) ubytku
liczby bakterii na powierzchni skéry wyrazanego
w log (N/N) i czasu sonikacji.

Wspodtczynnik korelacji ogdlnej liczby drobnoustro-
jow (OLD) na skrzydetkach i czasu trwania sonikacji
przyjmowat istotne statystycznie wartos$ci z przedzia-
ha 0,564+0,956 (tab. 1). Oznacza to, ze jest mozliwe
uzyskanie wysokich wartosci redukcji liczby mikro-
organizméw poprzez wydtuzanie czasu sonikacji, co
stanowi potwierdzenie wynikow badan innych auto-
row (1, 6-9, 11, 16). Dhuzsze ekspozycje wiaza si¢ nie-
rozerwalnie z kumulacja efektow pochtaniania i dys-
sypacji energii fal ultradzwigkowych w komorce bak-
teryjnej. W czasie sonikacji prowadzonej w warunkach
wymiany ciepta z otoczeniem (temp. otoczenia ok.
20°C) trwajacej 6 min., zaobserwowano liniowy wzrost
temperatury cieczy (Aq, LA) w komorze roboczej
o ponad 4,5°C. Wzrost temperatury srodowiska soni-
kacji nalezy uzna¢ za zjawisko naturalne, §wiadczace
o wysokiej energetycznosci oddziatywania ultradzwig-
kow. Wydhuzanie czasu sonikacji, jakkolwiek sprzyja
inaktywacji mikroorganizmow, wywotuje wzrost tem-
peratury osrodka (5, 11).
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Podsumowanie

Skuteczna inaktywacja mikroflory skory tuszki dro-
biowej ze wzgledu na nierdwno$¢ powierzchni wciaz
pozostaje problemem otwartym. Naturalnie wysoki
poziom zakazenia tuszek drobiowych, warunki §rodo-
wiska sprzyjajace rozwojowi mikroorganizmow, nie-
mozno$¢ stosowania substancji bakteriobdjczych w sto-
sunku do migsa, rosnace standardy wymagan higie-
nicznych, to tylko niektdre z czynnikéw wplywajacych
na poszukiwania metod mogacych skutecznie podnies¢
bezpieczenstwo zdrowotne migsa drobiowego i jego
przetworoéw. Sonikacja jako metoda wykorzystujaca
zjawiska o naturze mechanicznej jest ze wszech miar
obiecujaca. Jak wykazuja wyniki przeprowadzonych
badan, obnizenie stopnia zakazenia mikrobiologicz-
nego tuszek kurczat brojleréw przekracza 90%, a przy
zastosowaniu kwasu mlekowego — nawet 99%. Czas
sonikacji jest determinowany przede wszystkim ocze-
kiwanym stopniem obnizenia zakazenia tuszki 1 do-
puszczalnym wzrostem jej temperatury. Przyjmujac,
ze sonikacja tuszek bgdzie prowadzona przed ich wy-
chlodzeniem, kilkustopniowy wzrost temperatury §ro-
dowiska drgan ultradzwigkowych nie wptynie istotnie
na wlasciwosci fizykochemiczne migsa.

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja
mozliwo$¢ obnizenia zanieczyszczenia powierzchni
skory tuszek kurczat brojlerow metoda sonikacji ul-
tradzwigkami o niskiej czestotliwosci 1 srednim nate-
zeniu, prowadzonej w 1% roztworze kwasu mleko-
wego.
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