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Abstrakt Klasické mikrobiologické metddy v  moderng
mliekarenskej prevadzke z hl'adiska rychlosti poskytnutia vysledkov
nespliiaji poziadavky praxe, ked sa vyzaduje, &o najrychlejsie
hodnotenie udinnosti sanitacie, hygieny vyroby alebo kvality
hotového vyrobku. Pre vyrobu je optimalne spojenie permanentného
monitoringu hygienickg Grovne s poskytnutim vysledkov
laboratérneho vySetrenia eSte v Case, kedy sa daji v pripade
nepriaznivych zisteni vykonat’ validované napravné opatrenia tak,
aby sa prediSo znehodnoteniu vyrobku a kontaminécii vyrobnych
priestorov. Prave tato skutocnost’ potvrdzuje opodstatnenost tejto
metodiky v systémoch riadenia kvality. V stcasnosti sa do
sanita¢nych protokolov implementuji rychle metddy na béze
bioluminiscencie ATP (adenozintrifosfét), charakteristické vysokou
senzitivitou, analytickou rychlostou a nizkou personalnou
naro¢nostou. Cielom naSej prace bolo hodnotenie sanitacie a
hygieny  prostredia  pomocou  bioluminiscenénej  metody
v monitorovaneg] potravinarskej prevadzke orientovangj na vyrobu
mlie¢nych produktov (tvarohu a jogurtov) . Na z&klade ziskanych
vysledkov mozno konStatovat, Zze dezinfekény proces v
monitorovanej mliekarenskej prevadzke bol celkovo u¢inny. Po
dezinfekeii doslo v oboch sledovanych castiach vyroby k Statisticky
vyznamnému zniZzeniu hodnét ATP (p < 0,001), ¢o potvrdzuje
vysoku ucinnost’ sanitacie pri odstraiiovani organickych zvyskov z
povrchov technologickych zariadeni.

KPucova slova: hygiena, mikroorganizmy, biofilm, ATP,
dezinfekcia, mliekaren

1. UvoD

Sanitacny rezim je jednou z najddlezitejSich sucasti kontrolného
systému HACCP (Hazard analysis and critica control points).

Cistenie a dezinfekcia ako stdast kazdodennej vyrobnej praxe su
nepostradatelné pre spravne fungovanie vyroby potravin v silade s
legislativnymi poZiadavkami. Kontrola hygieny akvality &istenia
adezinfekcie je rozhodujacim faktorom pri splneni zakladnych
poziadaviek systému HACCP v potravinarskych prevadzkach
(Vojtassak, 2003).

Utinnost’ sanitaénych postupov sa tradiéne hodnoti pomocou
roznych metod (Griffith, akol., 2000). Vyber najvhodnejSej metddy
mikrobiologickej analyzy povrchov je podmieneny typom
vyrabanych potravin a infrastruktrou laboratéria. Je dolezité pouzit
najlepSiu metédu na izolaciu a detekciu mikroorganizmov v
biofilmoch a kvapalnych médiach (Salo et al 2006).

VySetrenia klasickymi mikrobiologickymi metédami  z hladiska
rychlosti poskytnutia vysledkov nespliiajii poziadavky praxe, ktora
pozaduje, ¢o najrychlejSie vyhodnotenie Gcinnosti sanitacie, stavu
hygieny vyroby alebo kvality hotového vyrobku (Vojtassék, 2003).
Mikrobiologické metédy mozu trvat’ az 48 hodin, nevyhodou je, ze
v Case zistenia chyby moze byt vyrobené a predané vel'ké mnozstvo
neuspokojivych alebo nebezpecnych potravin (Moore a Griffith,
2002).

Pre vyrobu je optimdne spojenie permanentného monitoringu
hygienickgy Urovne s poskytnutim vysledkov laborat6rneho
vySetrenia eSte v Case, kedy sa da v pripade nepriaznivych zisteni
vykonat’ naprava tak, aby sa prediSlo znehodnoteniu vyrobku a
kontamindcii  vyrobnych priestorov, ¢o by mohlo zabranit
rozsiahlgjSim ekonomickym $kodédm a predovSetkym ohrozeniu
zdravia konzumentov, pripadne vzniku aimentarnych ochoreni
(LopaSovsky, 2006).

V sucasnosti sa ¢oraz v SirSom meradle zacinaju pouzivat metddy
na baze bioluminiscencie (Sukova, 2002). Bioluminiscenéné metddy
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stt nové moderné metddy, ktorych prednostami st predovsetkym
rychlost, jednoduchost’, Casova i personalna nenarocnost, l'ahka
manipuldcia. Bioluminiscenénd poskytuje odhady celkove)
kontaminécie povrchu v redlnom &ase. Tato technika sa ukazala byt’
obzvlast’ uzitocna vo velkych vyrobnych zavodoch, kde pravidelné
a Cast¢ monitorovanie moze poskytnit manazmentu udaje o
trendoch v irovni hygieny ¢o umozinuje rychle vysledky o mnozstve
organickych zvyskov a mikrobidng kontaminacii na povrchoch
prevadzok (Chen, 2000). Hoci t&o metdda neidentifikuje mnozstvo
mikroorganizmov alebo druhov kontaminantov, mdze sa pouzit’ ako
prostriedok na monitorovanie hygieny a overovanie Cistoty (Calvert
akol., 2000).

Ciel'om nasej prace bolo hodnotenie hygieny vyrobného prostredia
mlie¢nych produktov pomocou bioluminiscenénej metody a analyza
rizik spojenych sbezpecnou vyrobou potravin.

2. MATERIAL A METODIKA
2.1 Kontrola a¢innosti sanitacie pomocou ATP metody

Préca sa zameriava na kontrolu G¢innosti sanitacie v monitorovanej
mliekarenskej prevadzke pomocou bioluminiscencnej metddy.
Vzorky sterov sme odoberali pocas vyroby a po dezinfekcii
zvybranych povrchov technolOgii v  &asti vyroby tvarohu
(tvaroharska vana, separator tvarohu, balicka) a jogurtov (plnicka
dzemu, plnic¢ka jogurtu, balicka).

Na meranie bioluminiscencie sme pouZili systém HY — LITE od
firmy Biotrace, pozostavajuci z prenosného zariadenia luminometra
ad(zi na vyhodnotenie mnoZstva emitovaného svetla vzniknutého
Vv reagencnej komore odberového pera dodavaného vyrobcom. Tieto
pera dodavané vyrobcom boli pouZité na stieranie vySetrovang
plochy 100 cm?. Po reakcii ATP obsiahnutého vo vzorke s enzymom
luciferdza v reagentnej komore pera bola intenzita emitovaného
svetla stanovena luminometrom v relativnych jednotkach RLU
(Relative Light Unit).

Na kazdom odberovom mieste bolo vykonanych pét opakovanych
ATP merani, pricom vysledna hodnota predstavuje aritmeticky
priemer tychto merani. Odbery boli realizované na 25 odberovych
miestach v Casti vyroby tvarohu a 25 odberovych miestach v Casti
vyroby jogurtov, spolu teda na 50 odberovych miestach, pricom
vzorky boli odoberané pocas vyroby aj po aplikacii dezinfekénych
prostriedkov.

Na hodnotenie vysledkov boli pouzité odpora¢ané limity pre
mliekarenskl prevadzku: vyhovujlce hodnoty < 150 RLU/100 cm?,
hrani¢né hodnoty 151-299 RLU/100 cm? a nevyhovuijlce hodnoty >
300 RLU/100 cnm?. Vydledky boli Statisticky spracované pomocou
opisng Statistiky a vyjadrené ako aritmeticky priemer + smerodajna
odchylka (SD), median, minimdna a maximdna hodnota. Na
porovnanie hodnét ATP nameranych pocas vyroby a po dezinfekcii
bol pouZity péarovy Studentov t-test. Statistickd vyznamnost
rozdielov bola stanovena pri hladine vyznamnosti p < 0,05.

2.2 Poutzité Cistiace a dezinfekEné prostriedky

Monitorovana mliekareil ma integrovany sanitany program v ramci
systtmu HACCP, pricom Cdistenie prebieha bezprostredne po
ukonceni vyroby. Klucovym prvkom saniticie je striedanie
alkalickych a kyslych Cdistiacich prostriedkov prostrednictvom
uzavret¢tho CIP systému. Sucasny nastaveny program zacina
predoplachom teplou vodou (50 °C). Nasleduje vhananie 1,5 %
roztoku hydroxidu sodného (NaOH), toto alkalické ¢istenie pre
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maximalny G¢inok vyzaduje vysoka teplotu (70-80 °C) a
turbulentné pradenie na mechanické odlepenie mlie¢neho tuku.

Po mechanickom umyti sa vSetky rozoberatel'né ¢asti ponoria do 0,2
% roztoku Pedoxu nadobu 15 — 30 minut. Tento dezinfekény rezim
sa pravidelne strieda s aplikaciou 10 % chlérnanu sodného, ¢im sa
predchédza vzniku mikrobidnej rezistencie.

V prveg faze boli aplikované akalické (hydroxid sodnd) a kyslé
detergenty (kyselina dusi¢nd). Hydroxid sodny je praskovy
koncentrat, ktory obsahuje 98 % ucinnej latky NaOH, praskové
polyfosfaty a iné stabilizacné latky. Pouziva sa ako pracovny roztok
v koncentrécii 1 — 1,5 % s ¢asovou expoziciou 15 minlt na
dezinfekciu potrubia, nadrZzi astrojového zariadenia s cielom
eliminovat’ tukové a bielkovinové nanosy mlieneho kamena z
povrchu nerezovej ocele. POsobi na vegetativne baktérie, kvasinky,
plesne a virusy, ana spory v kombinécii svysokou teplotou.
Svetovym vyrobcom a dodavatelom pre mliekarne v SR je
spolo¢nost’ Ecolab, s.r.o.

Sanitécia zariadeni prebiehala v dvoch fazach:

V prvg féze sa vyuziva dkalické akyslé gistenia. Ako alkalicky
detergent sa aplikuje praSkovy koncentrét hydroxidu sodného od
spolocnosti Ecolab, s.r.o., ktory obsahuje 98 % ucinnej latky NaOH,
préskové polyfosfaty a Specidne stabilizétory. V CIP systéme sa
dévkuje pri pracovng koncentracii 1,0 az 1,5 % pri dizke cyklu 15
minGt. Tento krok sldzi na Gplné odstranenie tukov a bielkovin z
nerezovych potrubi a nadrzi. Mineralne usadeniny a mliecny kamen
sa v nasledujicom kroku odstrafiuju kyselinou dusi¢nou. Roztok
NaOH pdsobi destruktivne na vegetativne bunky baktérii, kvasinky,
plesne a virusy. Na eliminaciu vysoko odolnych bakterianych spér
je nutné roztok lthu kombinovat’ s vysokou teplotou (nad 75 °C).
Kyslym detergentom je kyselina dusi¢nd, do mliekarni sa dodava
ako 53 % az 65 % roztok. Pracovny roztok v CIP staniciach sa
automaticky riedi vodou na koncentréciu 0,5 % az 1,5 %. Teplota
luhu pre pasterizatory sa zvycajne zahrieva na 50 az 70 °C. Vyraba
ho firma Ecolab, sr.0. PouzZiva sa na elimindciu minerdnych
nanosov mlie¢neho kamena z povrchu nerezovej ocele a Specificku

vnatornd  dezinfekciu  technoldgii, zdbévodu baktericidneho
posobenia.
V druhej faze Dbola dezinfekcia prevedena  oxida¢nymi

dezinfekénymi prostriedkami Pedox a Chldrnan sodny. Pedox
PAA/30 je viaczlozkovy pripravok na béze kyseliny peroxyoctove a
peroxidu vodika. MA& baktericidne, fungicidne, sporicidne a
virusinaktiva¢né ucinky. Pouziva sa dezinfekcia povrchov,
priestorov a predmetov, ktoré s rizikové z hl'adiska mnozenia sa
mikroorganizmov. Je ureny na vramci hygienického rezimu na
udrziavanie hygieny priestorov mliekarni. Vyrobcom je Polychem
sr.0., Prievidza, SR. Chlornan sodny je vysoko koncentrovany
tekuty dezinfekény prostriedok , ktory obsahuje 14 % aktivneho
chléru. Pdsobi na baktérie, virusy, plesne, kvasinky a odburava
organické necistoty. Vyrobcom je Centralchem s.r.o., Banska
Bystrica, SR.

3. VYSLEDKY

V tabulke 1 sG uvedené vysledky merani ATP na povrchoch
technologickych zariadeni v Gasti vyroby tvarohu pred a po
dezinfekcii. Priemerna hodnota ATP pocas vyroby dosiahla 153,88
+ 102,94 RLU/100 cm?, pricom hodnoty sa pohybovali od 21 do 351
RLU/100 cm?. Po vykonani dezinfekcie sa priemerna hodnota ATP
vyznamne znizila na 6,56 + 5,58 RLU/100 cm?, priGom minimalna
hodnota bola 0 RLU/100 cm? a maximalna 17 RLU/100 cm?. Parovy
t-test preukdzal Satisticky vysoko vyznamny rozdiel medzi
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hodnotami nameranymi pocas vyroby a po dezinfekcii (p < 0,001),
¢o potvrdzuje vysoku G¢innost’ vykonanej dezinfekcie.

Tabulka 1. Statistické vyhodnotenie ATP sterov na testovanych
povrchoch technol 6gii pri vyrobe tvarohu

Parameter Pocas Po p-
vyroby dezinfekcii hodnota

Priemer + SD 1539 +102,% 6,56 + 5,58 < 0,001
(RLU/100 crm?)
Median 144 5 -
Minimum 21 0 _
Maximum 351 17 _
Pérovy t-test - (24) = 7,30 < 0,001

Poznamka: SD — smerodajna odchylka; t(24) — Studentov péarovy t-
test (24 stupiiov volnosti);

p < 0,05 — statisticky vyznamny rozdiel. Hodnoty oznacené réznymi
pismenami (a, b) sa &tatisticky vyznamne liSia (p < 0,05).

Tabulka 2 prezentuje vysledky merani ATP na povrchoch
technologickych zariadeni vo vyrobe jogurtov pred a po dezinfekcii.
Priemerna hodnota ATP pocas vyroby bola 29,88 + 11,34 RLU/100
cM?, pricom namerané hodnoty sa pohybovali v rozmedzi od 12 do
52 RLU/100 cm? Po dezinfekcii sa priemerna hodnota znizila na
10,64 + 21,53 RLU/100 cn®?, pricom minimalna hodnota bola O
RLU/100 cm? a maximalna 110 RLU/100 cm?2. VySSia smerodajna
odchylka po dezinfekcii bola spdsobend jednou odl'ahlou hodnotou
(110 RLU/100 cm?), ktora moze suvisiet s nedostatocnou
dezinfekciou alebo sekundérnou kontaminéciou sledovaného
povrchu. Napriek tejto odlahlej hodnote parovy t-test preukézal
Statisticky vysoko vyznamné znizenie ATP po dezinfekcii (t(24) =
4,53; p < 0,001), ¢o potvrdzuje celkovu ucinnost’ dezinfekéného
procesu.

Tabulka 2. Statistické vyhodnotenie ATP sterov na testovanych
povrchoch technol 6gii pri vyrobe jogurtov

Parameter Pocas Po p-
vyroby dezinfekcii hodnota

Priemer + SD 299+ 11,3 10,64 + 21,53° < 0,001
(RLU/100 cm?)
Median 27 5 -
Minimum 12 0 =
Maximum 52 110 -
Pérovy t-test - t(24) = 4,53 < 0,001

Poznamka: SD — smerodajna odchylka; t(24) — Studentov parovy t-
test (24 stupiiov volnosti);

p < 0,05 — statisticky vyznamny rozdiel. Hodnoty oznacené réznymi
pismenami (a, b) sa &tatisticky vyznamneliSia (p < 0,05).

Graf ¢. 1 znazorfiuje vizualne porovnanie priemernych hodnét ATP
na sledovanych technologickych zariadeniach pocéas vyroby a po
dezinfekcii. Z grafu je zrggmy vyrazny pokles hodnét ATP po
aplikacii dezinfekénych prostriedkov v oboch sledovanych
vyrobnych usekoch. Sucasne je viditena vicsia variabilita hodnot
pocas vyroby tvarohu v porovnani s vyrobou jogurtov, ¢o dokladaju
vySSie hodnoty smerodajnej odchylky. Po dezinfekcii boli priemerné
hodnoty ATP v oboch vyrobnych Usekoch vyrazne nizSie ako
odporuc¢any hygienicky limit pre mliekarenska prevadzku, co
poukazuje na spravne nastaveny sanitaény proces.

Graf 1. Grafické znézornenie priemernych hodnét ATP sterov
pocas vyroby apo dezinfekcii v procese vyroby mlie¢nych
produktov
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4. DISKUSIA

Choroby prendSané potravinami s prioritou vereginého zdravia,
pretoze kazdy rok ochorie velky pocet 'udi v dosledku konzumacie
nebezpeénych potravin. Hlavné obavy zvyCajne suvisia s
pritomnostou fyzikalnych a chemickych kontaminantov, ako aj
patogénnych mikroorganizmov (Newell et al. 2010; Petruzzelli, et &
2010). Mikrobiologicki kontamindciu potravin mozno pripisat’
prirodzene kontaminovanym surovindm(Petruzzellia kol., 2014)
alebo krizovej kontaminécii (Gorman et a., 2002; Osimani et d.,
2013). Abyy sa prediSlo negativnym dopadom na spotrebitel’a,
rychla kontrola ¢istoty povrchov technolégii pomocou ATP metédy
pocas vyrobného procesu ma svoje opodstatnenie hlavne z dévodu
rychleho vykonania ndpravného opatrenia.

Hoci sa v literatlre diskutuje o limitoch priame kvantifikécie,
viaceri autori potvrdili vysokd mieru zhody medzi vysledkami
bioluminiscenéného stanovenia ATP a klasickymi kultivacnymi
postupmi. Tento vztah bol demonstrovany tak v podmienkach
spracovatel'skych mliekarenskych podnikov (Murphy a kol., 1998),
ako aj priamo v prvovyrobe na mlie¢nych farmach (Vilar a kol.,
2008). Pri porovnani oboch metdd, napriek istym obmedzeniam v
presnosti, je kPuGovym benefitom ATP metody jej rychlost.
Schopnost’ identifikovat’ kritické miesta kontaminacie priamo pocas
sanitaéného auditu predstavuje zasadni vyhodu pre manazment
bezpecnosti potravin (Tebbutt a kol., 2007).

Zo ziskanych vysledkov nasel &udie sme dodi k nasledujicim
zaverom. V Ccasti vyroby tvarohu boli po dezinfekeii vSetky
namerané hodnoty ATP nizsie ako odporucany hygienicky limit 150
RLU/100 cm?, &o poukazuje n@vepr vykonanie sanitécie.
Podobné vysledky boli zaznamenané g vo vyrobe jogurtov, kde
vé&§ina merani po dezinfekcii spiiiala stanovené hygienické kritéri.
Jedna odlahla hodnota (110 RLU/100 c@) sice zvySila variabilitu
vysledkov, avSak neprekrocila odporucany limit pre mliekarenski
prevédzku a neovplyvnila celkové hodnotenie Gi¢innosti dezinfekcie.
Vysoky &andard hygieny v pracovnom prostredi  (povrchy,
zariadenia a nacinie) je zadkladnym predpokladom prevencie
mikrobidlnych ~ kontaminacii ~ nakolko  patogény  vratane
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Campylobacter jgjuni, Yersinia enterocolitica a enteropatogénne
kmene Escherichia coli, mézu prezit’ na roznych povrchoch po dobu
od niekol’kych hodin do niekolkych dni (Martinon a Croin, 2012;
Shi azhu, 2009; Simoes akol., 2010) a dokonca tvorit’ biofilmy, v
ktorych  mikrobidlne bunky mozu pretrvavat a  prezit
dekontaminané postupy, ¢im predstavuji potencidlny rezervoar
kontaminécie potravin. V zavodoch na vyrobu potravin sa tvorba
biofilmov vo vSeobecnosti zacina, ked sa Cistiace a sanitacné
postupy nevykonavaju spravne, a zvysky potravin, ktoré zostavaju
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na nedostato¢ne vycistenych povrchoch, predstavuju zdroj zivin pre
mikroorganizmy, ktoré mézu byt pritomné (Srey a kol., 2013).

5. ZAVER

Hodnotenie Urovne hygieny asanitécie v potravinarskej prevadzke
musi nadvdzovat na jednotlivé odvetvia avyrobné postupy,
zohladnujice ich Specifitu, pre objektivne hodnotenie zistenych
vysledkov.  Najobjektivnej§im  ukazovatelom je zistovanie
mikrobiologicke kontaminédcie, na zéklade, ktorej méZeme hodnotit’
uéinnost’ pouzitého dezinfekéného prostriedku, resp. wG¢innost
predchadzajucej mechanickej ocisty, ktora vyrazne ovplyviiuje
ucinnost’ sanitaénych prac a prijima opatrenia na zlepSenie hygieny.
Bioluminiscenénd metdda je vhodna na rychlu kontrolu uéinnosti
sanitacie priebezne pocas pracovnej smeny. V kratkom case poda
vysledok o hygiene povrchov azaroven slizi na vyhladavanie
nedostatkov v sanitécii. Ziskané vydedky potvrdzuja, ze ATP
bioluminiscenénd metdda je vhodnym néstrojom na rychle
overovanie Ucinnosti sanitacie technologickych zariadeni v
mliekarenskej vyrobe. Jej vyuzitie umoziiuje okamziti kontrolu
hygienického stavu povrchov, véasnu identifikaciu potencialnych
nedostatkov a prijatie napravnych opatreni eSte pred zaciatkom
dadeho vyrobného procesu. Vyznamne tak prispieva Kk
zabezpeceniu zdravotnej bezpe€nosti potravin a podporuje efektivne
fungovanie systétmu HACCP. Aj ked ATP metéda nenahradza
klasické mikrobiologické vySetrenia, predstavuje ich vhodny
doplnok pri rutinnom monitorovani hygieny. Jg zavedenie do
sanitaénych programov moéze zvysit efektivitu kontroly Cistoty
technologickych zariadeni, prispiet’ k prevencii vzniku biofilmov a
znizit' riziko mikrobialnej kontaminacie potravin.
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