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Testovanie mikrobicidnej ucinnosti alkalického
sanitacného prostriedku na psychrotrofné baktérie

MARGITA CANIGOVA - VIERA DUCKOVA

SUHRN. V prdci sa testovala ucinnost alkalického sanita¢ného prostriedku na psychro-
trofné baktérie izolované z mlieka. Pri dodrzani podmienok aplikdcie prostriedku
(0,7%-ny roztok, teplota roztoku 65 °C, doba pdsobenia 10 mintt) sa usmrtenie baktérif
zistilo v prostredi bez organickych neclistot, ako aj s ich pritomnostou. ZniZenie teploty
sanitacného roztoku na 40 °C sa prejavilo prezivanim psychrotrofnych baktérif v prostre-
di s organickymi necistotami (pri koncentrécii vyssej ako 0,6 g na 100 ml).

KIUCOVE sLOVA: mikrobicidna ucinnost; alkalicky sanitacny prostriedok; psychrotrofné
baktérie

Mlieko je cenny prirodny produkt pre Iudskud vyzivu, ale vdaka svojmu
zloZeniu je aj idedlnou zivnou pddou pre mnohé mikroorganizmy. Ndroky
na mikrobiologickd kvalitu mlieka a na distotu zariadeni pouzivanych
pri jeho ziskavani a spracovani su preto vysoké.

Sucasny stav v prvovyrobe mlieka v podmienkach Slovenskej republiky je
charakteristicky uplatiiovanim prevazne velkovyrobnych technoldgii, ¢im
vyrazne stupaju hygienické poziadavky na Cistotu dojnic, hygienu prostredia,
v ktorom sa mlieko ziskava, na zdravotny stav dojnic, na hygienu dojenia
a v neposlednom rade na droven Cistenia a dezinfekcie dojacej a chladiace;j
techniky. Konecny efekt sanitdcie, ktoru predstavuje Cistenie a dezinfekcia,
ovplyvnuje niekolko fyzikdlnych a chemickych faktorov, ako su teplota, kon-
centrdcia, doba pdsobenia sanitacnej latky, druh, zloZenie a vlastnosti sani-
taného prostriedku, denzita a zastipenie mikroorganizmov, ako aj vlast-
nosti a stav asanovaného povrchu a dalsie [1, 2].

Ucinnost vykonanych sanitaénych prac sa prejavi na kvalitativnom
a kvantitativnom zastipeni mikroorganizmov na sanitovanych plochdch
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a teda v kone¢nom dosledku aj v mlieku. VicSina kontaminujicich mikroor-
ganizmov sa ndslednym tepelnym oSetrenim mlieka nici. AvSak pre dalSie
technologické spracovanie a kvalitu vyrobenych mlie¢nych vyrobkov je ne-
ziaduca pritomnost mikroorganizmov s lytickymi vlastnostami, predovset-
kym v smere proteolyzy a lipolyzy. Jednou z takychto skupin mikroorganiz-
mov su psychrotrofné mikroorganizmy. Tieto si neziaduce najmé z dévodu
produkcie extraceluldrnych, znacne termorezistentnych enzymov, schopnych
rozkladat zdkladné zlozky mlieka, najma mlie¢ny tuk a proteiny [3].

Lipazy psychrotrofnych baktérii viacSinou odStiepuju mastné kyseliny
z 1. a 3. polohy v triacylglyceroloch. Uvolnené mastné kyseliny su pri¢inou
vzniku r6znych chyb chuti mlie¢nych vyrobkov ako horkd, mydlovitd, stuch-
nutd a dalSie. NajvicSie senzorické problémy vznikaju pri uvolneni kyselin
s nizkym poc¢tom uhlikov, teda C4 aZ Ci2 [3].

Proteindzy prednostne atakuju y-kazein za tvorby para-y-kazeinu. To ma
za nasledok destabilizdciu kazeinovych miciel a ndsledne koaguldciu mlieka.
Z. dalSich frakcii kazeinu sa Stiepia B-kazein a asi-kazein. Pri tomto Stiepeni
sa mozu tvorit peptidy az aminokyseliny, ¢im je mozné vysvetlit horknutie
mlieka [4, 5].

Psychrotrofné mikroorganizmy patria k ubikvitnym mikroorganizmom,
¢o znamend, Ze sa nachddzaju vSade, vo vode, pdde, na rastlindch. Do
surového mlieka sa dostavaju bud z vysSie uvedenych zdrojov alebo z doja-
cieho zariadenia. PredovSetkym mlie¢ne potrubie, ventily a gumové ndstav-
ce su hlavnym zdrojom ich kontamindacie. Az 90%- nu kontamindciu spdso-
buju zle sanitované dojacie a chladiace zariadenia [6].

Doélezitym faktorom podielajicim sa na kontamindcii mlieka psychro-
trofnou mikroflorou je aj schopnost najma zdstupcov gramnegativnych bak-
térif prilnut k povrchu zariadent, ¢o zrejme suvisi so Specifickou stavbou ich
bunkovych stien a zvySenou prilnavostou tychto baktérii k povrchu zariade-
ni, ako aj selektivnou povahou cistiacich a dezinfekénych prostriedkov [7].

Cielom prace bolo v modelovych pokusoch otestovat ucinnost alkalické-
ho sanita¢ného prostriedku za r6znych aplikacnych podmienok na psychro-
trofné baktérie povodne izolované zo surového kravského mlieka. Vysledky
maju prispiet k poznatkom o citlivosti psychrotrofnych mikroorganizmov
na sanitacny prostriedok pouZivany v podmienkach nasej prvovyroby mlieka.

Materidal a metddy
Testovany sanitacny prostriedok je prostriedok bezne aplikovany pri sani-

tdcif zariadeni pouzivanych v prvovyrobe mlieka. Je to kombinovany alkalic-

256



Testovanie mikrobicidnej uc¢innosti alkalického sanita¢ného prostriedku...

ky cistiaci (i¢inné zlozky NaOH a KOH) a dezinfek¢ny (tic¢innd zlozka chldr-
nan sodny) prostriedok.

Odporica sa pouzivat ho vo forme 0,5 az 1%-ného vodného roztoku
(v zavislosti od tvrdosti vody) pri teplote 50-65 °C s dobou cirkuldcie 15 az
10 min. Prostriedok sa testoval vo forme 0,7%-ného vodného roztoku (index
alkality 66, obsah aktivneho chléru 231 mgv 11) v prostredi bez pritomnos-
ti a s pritomnostou organickych necistdt s rasticim obsahom (vo forme
pridavku zivného bujonu €. 2). Vzhladom na to, Ze v prvovyrobe mlieka pri
sanitdcii zariadeni su najCastejSie problémy s dodrziavanim teploty sanitac-
nych roztokov, v jednej sérii pokusov sa pracovalo s roztokmi teplymi 65 °C
a v druhej sérii 40 °C, pricom sa roztoky nechali posobit 10 minuit.

Ako testovacie mikroorganizmy sa pouZili psychrotrofné baktérie. Tieto
mikroorganizmy sa vybrali z uz vyssie uvedenych dovodov, ale aj preto, Ze to
nie su bezné testovacie mikroorganizmy pri zistovani mikrobicidnej i¢innos-
ti sanitacnych prostriedkov. Mikroorganizmy sa povodne izolovali z bazéno-
vych vzoriek surového kravského mlieka. Izolované baktérie sa identifikova-
li ako G~ baktérie z celade Pseudomonadaceae a z Celade Enterobacteriaceae
[8]. V pokusoch sa pouzivala suspenzia prislusnej baktérie v Zivnom bujone
¢ 2 (Imuna, Sarisské Michalany) s hustotou priblizne 107 buniek v 1 ml.
Suspenzia sa pripravila z kultury vyrastenej za 24 h pri teplote 22 °C na Ziv-
nom agare ¢. 2 (Imuna, Sari§ské Michalany) prenesenim jednej bakteriolo-
gickej klucky do 10 ml Zivného bujonu €. 2 a inkubdciou 5 h pri 22 °C.

Ucinnost sanita¢ného prostriedku sa zistovala §tandardnou suspenznou
metddou podla Kneiflovej [9] v troch opakovaniach.

Stucasne sa okrem vykonanych modelovych pokusov analyzovali aj vzorky
oplachovych vdd. Tieto sa odobrali z polnohospoddrskeho podniku po sani-
tacii dojacieho systému prostriedkom, ktory sa testoval (pouzivany ako
0,7%-ny roztok, doba cirkuldcie 20 minut). Vo vzorkdch vody sa sledovali
celkové pocty mikroorganizmov [10], psychrotrofné baktérie [11] a koli-
formné baktérie [12].

Vysledky a diskusia

Vysledny efekt sanitdcie predstavuje suhrnné pdsobenie viacerych Cini-
telov okrem inych aj mnozZstva pouzitého pripravku, teploty a doby posobe-
nia sanitacného roztoku a pritomnosti necistot. Z vysledkov uvedenych v tab.
1 vyplyva, Ze po aplikdcii testovaného prostriedku v podmienkach uréenych
jeho vyrobcom, tak v dokonale Cistom prostredi, ako aj v prostredi s necisto-
tami proteinového charakteru, sa nezistil rast testovanych psychrotrofnych
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TaB. 1. Mikrobicidna ucinnost testovaného alkalického sanitacného prostriedku
(0,7%-ny roztok, teplota 65 °C, doba posobenia 10 min) na psychrotrofné baktérie.
TAB. 1. Microbicidal efficiency of the alkalic sanitation agent (concentration 0.7 %,

temperature 65 °C, application time 10 min) to psychrotrophic bacteria.

Roztok s organickou zdtazou? [g / 100 ml]
0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8 2,1 2,5
Pseudomonas fluorescens A - - - - - - - - -

Testovana baktérial

Pseudomonas aeruginosa A - - - - - - - _ _

Pseudomonas stutzeri - - - - - - — _ _

Pseudomonas fluorescens B - - - - - - - — _

Pseudomonas fluorescens C - - - - - - _ _ _

Pseudomonas fluorescens D - - - - - _ _ _ _

Alcaligenes faecalis - - - - - - _ _ _

Pseudomonas aeruginosa B - - - - - - - - —

Enterobacter aerogenes - - - - - - _ _ _

Yersinia enterocolitica A - - - - - — _ _ _

Yersinia enterocolitica B - - - - - - — _ _

Escherichia coli - - - - _ - _ _ _
Klebsiella sp. - - - - - - _ _ _

A, B, C, D - oznacujui rézny povod kmenov. — mikroorganizmus nerdstol.
A, B, C, D - designate various origins of microbial strains. — no microbial growth. 1 - tested bacterium,
2 - solution with an organic load.

baktérii. NajCastejsie sa testoval druh Pseudomonas fluorescens, pretoze to je
najcastejsie izolovany druh psychrotrofnej baktérie z mlieka [13, 14]. Pouzité
kmene Pseudomonas fluorescens sa izolovali z bazénovych vzoriek mlieka
roznych producentov (v tab. 1 su rozliSené indexmi). 100%-ny baktericidny
ucinok prostriedku sa zistil aj na Pseudomonas aeruginosa, ktory sa vyznacu-
je zvySenou odolnostou az rezistenciou na niektoré typy dezinfekénych pro-
striedkov [15, 16]. Mikrobicidny uc¢inok na testované psychrotrofné mikro-
organizmy sa dosiahol zrejme pouzitou vysokou teplotou roztoku. VysSia
teplota dezinfekéného roztoku v procese sanitdcie podporuje sice dosiahnu-
tie vyborného dekontaminac¢ného efektu, ale na druhej strane ma i neziadu-
ce ucinky, napr. poskodzovanie sanitovanych materidlov [17], denaturdciu
proteinov spojenu s ich fixdciou k ¢istenému povrchu a tvorbou biofilmu.

BeZnym javom v podmienkach naSej prvovyroby je pouZivanie sanita-
¢nych roztokov s nizSou teplotou najmé z ekonomickych dévodov. Pokles
teploty sanitacnych roztokov sa zistuje aj pri sanitacii v zimnom obdobi a pri
velkych cirkula¢nych okruhoch. Napr. Forrys [18] zistil, Ze teplota sanita-
¢nych roztokov na farmach pri vypustani kolisala medzi 20-55 °C, pricom az
u 80 % fariem sa zistila teplota roztokov nizsia ako 40 °C. Prdve tieto farmy
produkovali mlieko nizkej mikrobiologickej kvality.
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ZniZenie teploty aplikovanych sanita¢nych roztokov moze viest k pre-
Zivaniu mikrofldry pritomnej na sanitovanych plochdch. Dokazuju to aj nami
ziskané vysledky. ZniZzenim teploty roztoku testovaného prostriedku
na 40 °C sa rast testovanych mikroorganizmov inhiboval len v prostredi
bez organickych necistot, resp. s ich koncentraciou do 0,6 g v 100 ml - tab. 2.
Postupnym zvySovanim koncentracie organickych latok proteinovej povahy
v prostredi sa zvySovalo percento prezZivajicich mikroorganizmov. V prost-
redi s obsahom 1,5 g organickych necistot v 100 ml sa zistilo, Ze prezivaju
vSetky testované mikroorganizmy. VicSia odolnost voci pdsobeniu testo-
vaného roztoku za danych aplika¢nych podmienok sa zistila u baktéril
z ¢elade Enterobacteriaceae - obr. 1.

Vysledky modelovych pokusov s testovanim sanitacného roztoku pri
nizSich teplotach sa potvrdili aj analyzovanim vzoriek oplachovych vod.
Vzorky sa odoberali na mlie¢nej farme, kde sa tento prostriedok pouzival
akde sa nedodrZiavala odporicand teplota sanitatného roztoku
(pri vypustani kolisala teplota od 25 °C do 40 °C) - tab. 3.

Je pritom zaujimavé, Ze sa v oplachovych voddch nezistila pritomnost
koliformnych baktérif, ktoré sa pokladaju za indikétor sanitdcie, avSak pocty
psychrotrofnej mikroflory z celkovych poctov mikroorganizmov predstavo-
vali priemerne 62,6 %.

Prezitie mikroorganizmov v prostredi s necistotami pri nizsich teplotdch
sanitacnych roztokov suvisi zrejme s ochrannym pdsobenim necistot na mik-
roorganizmy a nedostato¢nym vplyvom nizsej teploty.

Je zndme, Ze necistoty stazuju prenikanie dezinfekénych roztokov k mik-
roorganizmom, pripadne sa na ne viazu, alebo s nimi reaguju [19].

TAB. 2. Mikrobicidna ucinnost testovaného alkalického sanitacného prostriedku
(0,7%-ny roztok, teplota 40 °C, posobenie 10 min) na psychrotrofné baktérie.
TAB. 2. Microbicidal efficiency of the alkalic sanitation agent (concentration 0.7 %,
temperature 40 °C, application time 10 min) to psychrotrophic bacteria.

. - Roztok s organickou zdtazou? [g / 100 ml]

Testovand baktérial 0 03 06 09 ») i3 18 71 73
Pseudomonas fluorescens - - - - + + + + +
Pseudomonas aeruginosa - - - - - + + + +
Alcaligenes faecalis - - - + + + + + T
Yersinia enterocolitica - - - + + + + + +
Escherichia coli - - - + + + + T +
Klebsiella sp. - - - + + + + + +

+ mikroorganizmus rastol, — mikroorganizmus nerastol.
+ microbial growth, — no microbial growth. 1 - tested bacterium, 2 - solution with an organic load.
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OBR. 1. Percento prezivajucich skupin psychrotrofnych baktérif po pdsobeni 0,7%-ného
alkalického sanita¢ného roztoku s teplotou 40 °C.

0,9 1,2
Organick4 zataz? [g/ 100 g]

@ psychrotrofnd mikrofldra
celkom?
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O Enterobacteriaceae

FIG. 1. Percentual amount of surviving groups of psychrotrophic bacteria

after the application of the alkalic sanitation agent solution at a concentration of 0.7 %

1 - % of psychrotrophic bacteria surviving, 2 - organic load, 3 - total psychrotrophic microflora.

TaB. 3. Pritomnost mikroorganizmov v oplachovych vodach
po aplikdcii alkalického sanita¢ného prostriedku (n = 12).
TaB. 3. Presence of microorganisms in the rinse water

and at a temperature of 40 °C.

after the application of the alkalic sanitation agent (n = 12).

celkovy pocet psychrotrofné koliformné

mikroorganizmov! baktérie? baktérie3

x [KTJ.ml-] 3,80.102 2,38.102 <1,50.102
Xmin [KTJ.ml1] <1,50.102 <1,50.102 <1,50.102
Xmax [KTJ.ml1] 2,70.103 1,20.103 <1,50.102

KTJ - colony forming units (CFU). 1 - total microflora, 2 - psychrotrophic bacteria, 3 - coliform bacteria.

Mimoriadne nepriaznivo na ucinnost dezinfekcie pOsobi pritomnost pro-
teinov, ktoré zoslabuju ucinok alkalickych a chlérovych roztokov [20].
Na dosiahnutie pozadovaného efektu sanitdcie pri nizkych teplotach je oby-
¢ajne potrebné niekolkondsobne zvysit koncentraciu sanitacného roztoku

[9].
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Zaver

Na zdklade vysledkov testovania alkalického sanitaéného prostriedku

na vybrané psychrotrofné baktérie, ktoré vSeobecne nepriaznivo ovplyviiuju
kvalitu mlieka, si schopné prezivat v nepriaznivych podmienkach a nezvyk-
nu sa pouzivat ako testovacie mikroorganizmy pre sanitacné prostriedky,
mozeme konStatovat, Ze pri dodrzani aplikacnych podmienok stanovenych
vyrobcom tohto prostriedku, je rast psychrotrofnych baktérii inhibovany.
Znizenie teploty sanitatného roztoku pod urcenu hranicu za sucasnej
pritomnosti necistot proteinovej povahy nemusi zabezpecit poZadovany
sanitacny efekt.
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Testing of the microbicidal efficiency of an alkalic sanitation agent
to psychrotrophic bacteria

CANIGOVA, M. - DUCKOVA, V.: Bull. potrav. Vysk., 42, 2003, p. 255-262.

SUMMARY. Efficiency of an alcalic sanitation agent to psychrotrophic bacteria isolated from
milk was tested. Adhering to application conditions of the agent (concentration 0.7 %; tem-
perature of the solution 65 °C; application time 10 min) devitalization of bacteria was deter-
mined both in the environment without and with organic contaminants. A decrease in
the temperature of the sanitation solution to 40 °C lead to the survival of psychrotrophic bac-
teria in the environment with organic contaminants (at a concentration higher than 0.6 g
per 100 ml).

KEeEYwORDs: microbicidal efficiency; alkalic sanitation agent; psychrotrophic bacteria
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