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Pocas cukrovarnickgy kampane 1999 a 2000 v Trnavskom cukrovare sa vykonavali
merania na zistovanie mikrobidlng kontaminacie pocas ziskavania difuznej Stavy extrakciou
repy. Na dezinfekciu sa pouzivali dezinfekéné prostriedky SUCAZUR 1410 a SUCAZUR
1451. Mikrobidna kontaminacia sa sledovala meranim obsahu kyseliny mliecngj pomocou
analyzatora Microzym - L s enzymovou el ektrédou. Dezinfekeény prostriedok a meraci pristroj
dodala francuizsko americka spolo¢nost’ Nalco (predtym Aquazur, predtym Degrémont Erpac).
Vysledky merani a pripadné zmeny v mnozstve davkovanych dezinfekénych prostriedkov boli
konzultované s firmou Jako, s. r. 0. Libeznice.

V dadkych rezkoch dopravovanych na difuziu a ngméa pocas vyluhovania v
difuzeroch prebiehg neZiadice mikrobialne procesy, ktoré si vaznym problémom pri
kontinualng prevadzke extraktorov. Preto sa odporuca pouzit vhodné dezinfekéné laiky a
pouzit dostatocne vysoké teploty, aby sa vytvarali nepriaznivé podmienky pre cinnost
mikroorganizmov. Mikrobidnou aktivitou sa znizuje pH a zvySuje sa obsah organickych
kyselin (1). Organicke kyseliny sa dostéavaju do surovel avy z repy a mézu vznikat’ g pocas
spracovania.V repe si obsiahnuté vasinou v malych koncentréaciach, ako prechodné alebo
konecné produkty metabolizmu sacharidov. Medzi kyseliny, ktoré sa vyskytuju v cukrove
repe patri kyselina citrénova, 'avelova, jablcna, jantarova, adipova, vinna, mliecna, octova,
mravcia. Pocas spracovania vznikgju v surove Save d’aSie organické kyseliny rozkladom
sacharGzy aebo invertu vplyvom pH a teploty ¢innostou mikroorganizmov a rozkladom
pritomnych necukrov (2).

Podstatné zvySenie je vidiet’ u kyseliny mliecneg, ¢o je désledkom bakteriaing ¢innosti
pri extrakcii (3). Kyselinu mliecnu tvoria tzv. kyselinotvorné baktérie rodu Lactobacillus a
nepriamo sa jg tvorby zGcastnuju g sacharolytické druhy baktérii rodu Clostridium (4).
Pritom dochadza k stratam sachardzy, ktoré zodpovedau priblizne dvojnasobku mnozstva
vzniknutg kyseliny mliecng (5). Prey (6) uvadza, Ze podiel sacharézy, rozloZzengj cestou
mliecného kvasenia je aZz 90% . Nickisch aMauch (7) uvadzaju, Ze v extraktoroch sa straty
cukru vyvolané latkovou vymenou termofilnych baktérii, pohybuja medzi 0,05% az 0,5% na
repu. Vznik kyseliny mliecngj vystihuje Lobry de Bruinova - van Ekensteinova schéma. V
d’aSich stupnoch vyroby cukru vznika v alkalickom prostredi za zvySeng teploty priméarne
glukdza afruktoza. Zda sa, zZe tento rozklad je katalyzovany kyselinou mliecnou, ktora satvori
pri rozklade obidvoch hexdz. Ide teda o autokatalyzovanu reakciu (8). Z uvedenych Udajov je
vidiet, Ze mikrobidnou ¢innost'ou dochadza k znacnym stratam sachardzy a tiez k zhorSeniu
technologickych parametrov, ako je pokles hodnoty pH, vzrast koncentrécie kyseliny
mliecngj, dusitanov a polysacharidov v &'ave. Tomu sa snaZzime v cukrovarnicke technol 6gii
zabranit dodrZziavanim zésad pracovného postupu na difuzii a pouzivanim vhodnych
dezinfekénych prostriedkov na spomalenie alebo zastavenie ¢innosti mikroorganizmov.



Spbsoby detekcie mikrobialngl kontaminacie v extraktoroch
Mikrobia nu kontaminaciu mézeme sledovat’ priamymi alebo nepriamymi metddami.

Priame metddy - klasické kultivacné metédy poskytuju vysledky za 24 - 48 hodin, u kvasiniek
a plesni dokonca az za niekol’ko dni. Umoziuju sice vedla kvantitativneho stanovenia g
kvalitativne uréenie mikrobialnych druhov, st vSak vel'mi ndro¢né na prevedenie a vybavenie
laboratéria. Okrem toho vysledky ziskané za tak dlhy ¢as sa nedgju vyuZit' na riadenie
dezinfekcie. Hlavne z tychto dévodov boli hl'adané metddy, ktoré by boli jednoduchSie a
poskytovali by vysledky za kratSi ¢as.

Nepriame metédy - nimi si dledované zmeny v obsahu produktov mikrobidneho
metabolizmu alebo si sledované fyzikdno chemické zmeny v médiu spdsobené ¢innost'ou
mikroorganizmov.

a) mikroskopické metédy

Pre rychle priame pocitanie buniek sa vyuZivaju beZzné mikroskopické techniky
(fazovy kontrast, polarizatna mikroskopia) a rézne postupy farbenia , pripadne pocitacie
komorky (4). Bezné mikroskopické sledovanie odobranych vzoriek dédva pomerne rychle
obraz o mikrobidng kontaminacii, je vak limitované rozliSovacimi moznostami medzi
Zivymi a mrtvymi bakteriadlnymi bunkami. Mikroskopicky obraz je tieZ ruSeny pritomnost'ou
repnych ¢astic, preto si toto stanovenie vyZaduje urcitl skisenost’ a méze sa uplatnit’ iba v
laboratériach, ktoré maju k dispozicii zaSkoleného pracovnika.

b) bakteridlna enzymaticka aktivita
Populécia rastucich baktérii vyvolava v prostredin ngjprv zmeny na arovni redukéno —

oxidatnych pochodov. Jednd sa o zvySenu tvorbu enzymov dehydrogendz a pokles
redoxpotencidlu. Tieto zmeny mozno sledovat’ pomocou redoxindikétorovych testov alebo
meranim redox — potencialu. U nas najpouzivangsi indikator resazurin prechadza redukciou z
modrého sfarbenia cez cerveny rezorufin a2 na bezfarebny dihydrorezorufin. Subjektivna
chyba pri vizudnom hodnoteni mdze byt eliminovana modifikovanou metédou na
spektrofotometrické meranie farby. Hlavnou nevyhodou je, Ze reakcia je rusena pritomos’ou
redukujucich l&tok (vplyv invertného cukru v repe sa prejavuje az pri mnozstve nad 5%, ¢o sa
v zdravg repe nevyskytuje). Rusivo vSak mézu pbsobit’ redukené ¢inidla pouzivané pri
extrakcii ako pridavné l&ky. Jedné sa predov3etkym o oxid siri¢ity a z dekontaminacnych
prostriedkov napr. ditiokarbamat Busan 881. Indikator resazurin méze byt spolahlivym
detektorom kontaminacie iba v pripade, Ze je pouzivany v médiu bez rusivych redukenych
latok (9).

c) stanovenie mikrobidnych metabolitov

Zo stanoveni metabolitov vytvorenych mikrobidnou ¢innostou je najbezneiSie
sledovanie obsahu organickych kysdlin, najcastejSie kyseliny mlie¢ngj, a to v sicasng dobe
najrychlejSie a ngjpresnejSie enzymaticky alebo izotachoforeticky. Medzi najjednoduchdie a
najstarSie spésoby stanovenia zmien v obsahu organickych kyselin patri tiez sledovanie pH..
Meranie pH je ngjjednoduchSou metddou a poskytuje okamzité Udaje. Samotné meranie pH
nestaci na dostatocné hodnotenie mikrobidne arovne. Pri merani pH je nutné prihliadnut’ na
mnoho inych faktorov, ktoré ovplyviuja hodnotu pH nezavisle na kontaminacii, ako napriklad
pridavok dezinfekénych a ostatnych |atok, meniaca sa hodnota pH cerstvel vody, kyslé
produkty l&tkovej vymeny repy atd’. (11).



Dasimi z moznych sledovanych metabolitov si dusitanové iény, ktoré mozno
sledovat’ spektrofotometricky aebo pomocou dusitanovych papierikov (10). Dusitany
vznikaju pri ziskavani difuzng Stavy bakterialnou redukciou dusi¢nanov obsiahnutych v repe.
Za urcitych predpokladov mdze byt ich pritomnost’ kritériom pre kontaminaciu. Obmedzenie
tohto stanovenia spociva v tom, Ze intenzita zafarbenia nemusi byt vzdy Umerna stupiu
kontaminacie, pretoze substrat sa nemusi kontaminaciou obohacovat’ iba dusitanovymi ionmi,
moze tiez dochadzat’ k ich d’'alSg redukcii. Niektoré mikroorganizmy su schopné dalg
redukovat’ dusitan na amoniak, pripadne az na molekulovy dusik, takZe dusitan je v tomto
pripade iba medziproduktom a negativny vysledok méze znamenat', Ze redukcia je uz za
Stadiom dusitanov (12).

Kyselina mliecna sa vyskytuje vo forme D — a L — optickych izomérov. V&Sina
autorov uvadza ako hlavny produkt degradacie sacharézy kyselinu L — mliecnu (13, 14). Na
stanovenie kyseliny mliecng je vo svete nagjviac vyuZivana enzymaticka metdda. Umoziuje
oddelené stanovenie D — a L — formy kyseliny mliecngj. Principom spektrofotometricke)
metody je stanovenie redukovang formy koenzymu laktétdehydrogenazy, tj. nikotin-
amidadenindinukleotidu (NADH), ktory vznika z oxidovang formy (NAD) pri oxidacii
kyseliny L — aebo D — mliecngj na pyruvat v pritomnosti enzymu L — alebo D — laktat
dehydrogenazy. Pre posunutie reakcie v prospech pyruvatu je tento naslednou reakciou za
pritomnosti L — glutamatu a za katalyzy enzymom glutamatpyruvattransaminazou z prostredia
odstranovany. Vysledné mnozstvo je v stechiometricke] rovnovahe s mnozstvom kyseliny L —
alebo D — mliedng a stanovuje sa na vhodnom spektrofotometri pri vinovej dizke 334, 340
alebo 365 nm (15).

V posedng dobe prenika do cukrovarnicke analytiky kapilarna izotachoforéza.
Metoda je zaloZena na rozdielng pohyblivosti iGnov v elektrickom poli. MoZzno pomocou nej
stanovit’ nielen celkovy obsah kyseliny mliecngj, ale umoziuje tiez stanovit’ prchavé kyseliny.
Nemozno vak rozlisit’ optické izoméry kyseliny D- aL- mliecngj. Vyznacuje sa prednostami
chromatografickych metod, ako su rychlost’, jednoduchost’ vlastného stanovenia, citlivost,
mala spotreba vzorky a stcasné stanovenie celg skupiny |&tok, priprava vzorky je jednoducha
anieje potrebné odstranovat’ sachardzu alatky, ktoré by rusili stanovenie (15, 16).

Vyhladovo ako perspektivne sa javia enzymové elektrody na stanovenie kyseliny L-
mliecngj. Princip a vyhody tejto metody si opisané v d’alSgj casti ¢lanku.

Stanovenie obsahu kyseliny mlieéng pomocou analyzatora MicrozyM-L s
enzymovou elektr édou

Princip merania na analyzatore Microzym (obr.1) spoc¢iva v pouZiti enzymatického
senzora. Tento senzor je zloZeny vo vnutri svojg citlivej] sekcie z dvoch platinovych elektrod.
Plocha elektroda diskového prierezu je umiestnena na citlive) ¢asti a nazyva sa pracovna
elektroda. Druha elektroda s prstencovitym prierezom je umiestnena v nizsg casti, nazyva sa
pomocna elektroda (obr. 2). Ked” je senzor pripraveny, aplikuje sanan enzym



Obr. 1 Analyzétor MICROZYM-L

1—display, 2-ovladacipanel, 3-kontrolka, 4 —elektréda
5—drziak elektrody, 6- konektor

L — laktatdehydrogenaza (stanovujeme teda L- kyselinu mlienu). Enzym sa zachytava
Specifickou membranou, ktora je pridrziavana gumenym prstencom. Enzym sa neméze
uvol'novat’ do vonkajSieho priestoru, ¢o je sposobené jeho vysokou molekulovou hmotnost'oul.
Naproti tomu nizkomolekulové latky, ako je L- laktét, ak si pritomneé vo vzorke aplikovaneg
na senzor mézu difundovat’ cez membranu. Enzymaticka reakcia: je to oxidacno - redukcna
reakcia, ktora sa spusti pridavkom elektroaktivne latky (ferikyanid draselny). Enzymaticka
oxidéacia substradtu (laktét) vedie k redukcii ferikyanidu, ktory ma funkciu akceptora
elektronov: je produkovany ferokyanid draselny. Efekt polarizacie tenkej pracovnej elektrody
sposobuje oxidaciu ferokyanidu na platinovom povrchu a tym dochadza k tvorbe pradu, ktory
je merany analyzatorom (ampérometricka metdda). Vzhl'adom na kalibraciu pristroja tento
Specificky prad je Umerny koncentracii L-laktatu pritomnénho vo vzorke. Enzym je
biologickym katalyzatorom, nie je spotrebovany Uplne a mdézeme vykonat' s jednou néplnou
V&SI pocet merani. Vzhl'adom na princip enzymatického senzora je této vlastnost” prinosom
tohto enzymového merania.

1.  L-laktd + 2Fe* YUY ® pyruvd + 2Fe*
(ferikyanid draselny) (ferokyanid draselny
2. 2 Fe? %,995® 2Fet +2¢

(ferokyanid draselny) (ferikyanid draselny)
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Obr. 2. Meracia¢ast’ analyzatora

1 —pomocnaelektroda, 2 —pracovnaelektréda, 3 —membrana
4—enzym, 5-—gumovy prstenec

Meranie na pristroji Microzym je rychle a jednoduché. Poskytuje vysledky v mg/l
alebo v mmol/l. Vzorka sa pred meranim nemusi Specidlne upravit, iba sa zriedi s fosfatovym
pufrom na pH = 7,2. Pred meranim série vzoriek sa pristroj kalibruje Standardnymi roztokmi
kyseliny mliecng (1,25 a 0,625 mmol). Roztok elektroaktivng |&ky sa pripravuje
rozpustenim krystalickénho ferikyanidu draselného vo fosfdtovom pufri (20 mmol). Po
optrebovani enzymu (3-6 tyzdinov), ¢o zavisi od frekvencie merania a obsahu kyseliny
mliecngj vo vzorkach, je potrebné enzym vymenit’. Vymena enzymu sa vykona po odstraneni
membrany a vycisteni elektrody cistiacim roztokom. Fosfatovy pufor, Standardné roztoky
kyseliny mliecnegj, ferikyanid draselny a cistiaci roztok si dodavané spolu s pristrojom
spolo¢nostou Nalco.

Experimentélna ¢ast’

V priebehu celg kampane 2000 a kampane 1999 (od 12.10. do 20.11. 1999) sa
vykonavali merania na zistovanie mikrobidlnej kontaminécie pocas ziskavania difizng) St'avy.
V pravidelnych intervaloch (3 krét za tyzden) bol sledovany obsah kyseliny mlietng v
sladkych rezkoch, Stave z extraktora, difuzne &'ave arezkolisovej vode. Pravidelne bola tiez
sledovana spotreba dezinfekenych prostriedkov. Na stanovenie obsahu kyseliny mliecnej bol
pouzity analyzétor Microzym - L. Odbery surove] Stavy z extraktora, rezkolisove vody,
difuzng Stévy a dadkych rezkov sa vykonali na &andardnych miestach pouzivanych
prevadzkovym labratériom. Na dezinfekciu sa pouzival biocidny prostriedok SUCAZUR.

Charakteristika dezinfek¢ného prostriedku SUCAZUR a spdsob jeho davkovania (17.)

SUCAZUR 1410. Jedna sa o hiocid, ktory zabezpecuje dezinfekciu pri vyrobe cukru a
minimalizuje riziko infekcie v extraktore. Aktivnu zloZku tvoria ditiokarbamaty. Prostriedok
sa davkuje pomocou ¢erpadla do extraktora a do rezkolisovej vody. Do extraktora typu Dds sa



pripravok davkoval na dvoch miestach, a to do prveg a tretgg komory. SUCAZUR 1410
davkovany do nédrze s rezkolisovou vodou umoziuje zabranit' infekcii v tejto nadrzi
aslcasne obmedzuje zanaSanie potencidngj infekcie rezkolisovou vodou pri jg navrate do
extraktora.

SUCAZUR 1451. Pripravok ma bakteriostatické a baktericidne vlastnosti a bol
Specidlne vyvinuty pre cukrovarnicky priemysel. Sucazur 1451 ma dvojaky ucinok: blokuje
respiréciu buniek a pozmenuje transport cez bunkovi membranu. Aktivnou zlozkou su
kvartérne amoniové soli.Tento biocid bol davkovany na vypranu repu po zriedeni s vodou o
teplote 70 °C. Tato zmes bola rozprasovana pomocou trysiek na celt Sirku dopravného pasu
pred vstupom repy do nasypky nad rezackami. V kampani 2000 sa toto mnozstvo rozdelilo a
pripravok sa tym istym spdsobom rozpraSoval nielen na vyprana repu, ale g na rezky
dopravované do extraktora.

Vysledky sledovania mikrobialng kontaminacie
Maximalne, minimalne a priemerné hodnoty obsahu kyseliny mliecnej pre rok 1999 a 2000
sU uvedené v tab.1 a 2 a priemerné spotreby davkovanych dezinfekenych prostriedkov.

Tab. 1. Maxima ne, minimalne a priemerné hodnoty obsahu kyseliny mliecngj v kampani

1999 a 2000 .
Kyselinamliecna Sladké | 1.komora | 3. komora Difuzna Rezkolisova

mg/l rezky extraktora | extraktora Stava voda
(o))
% max.. 234,0 569,7 493,2 369,0 2574
g
= min. 9,0 62,2 59,6 83,8 17,1
X priemer 63,94 303,9 221,95 223,92 82,7
5 max. 84,6 769,5 503,1 500,4 171,0

(]

% S min. 54 38,7 333 58,5 16,2
X priemer 41,9 2224 175,8 176,7 69,1

Tab. 2 Priemerné spotreby davkovanych dezinfekénych prostriedkov v cukrovare Trnava

SUCAZUR 1451 SUCAZUR 1410
g/t g/t

Kampai 1999 3,60 17,82

K ampaii 2000 3,56 17,26

Kontinualne davkovanie SUCAZURU 1410 do extraktora ado rezkolisovej vody bolo najméa
ku koncu kampane doplnené nérazovymi déavkami formalinu, ktory bol aplikovany hlavne pri
prerudeni vyroby apri zvySeni kontaminacie z dévodu extrémne zhorSengj kvality repy.




Zaver

V Gvode ¢lanku st uvedené z&kladné a ngjpouZzivanegjSie metddy na stanovenie stupna
mikrobidlng kontaminécie na Useku extrakcie repy a spomenuté su ich hlavné nevyhody.
V d’alSgj ¢adti je opisany princip merania obsahu kyseliny mlietng ako indikétora bakteridlng)
¢innosti pomocou analyzétora MICROZYM-L senzymovou elektrodou. Uvedené si g
vysedky merani praktického vyuZitia tohto pristroja pri riadeni dezinfekcie v prevédzke
cukrovaru. Vyhoda enzymového stanovenia na pristroji MICROZYM-L spociva
v jednoduchosti merania, nenarocnosti pripravy vzorky a rychlom ziskani vysledkov, ¢o
umoznuje okamZity zasah do procesu extrakcie sacharézy zo dadkych rezkov.
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