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Bioluminiscen¢na kontrola sanitacie
a trvanlivosti UHT mlieka

LUBOMIR VALIK - FRIDRICH GORNER
- BEATA NERADOVA - ZUZANA SIROTNA

SUHRN. V prdci sa experimentdlne skimalo vyuzitie bioluminiscen¢nej metddy pri kon-
trole ucinnosti sanitdcie modelovych nerezovych ploch kontaminovanych suspenziou bak-
térif izolovanych zo surového mlieka. Bioluminiscenénd metdda sa pouZila aj na detekciu
zamerne kontaminovanych vzoriek trvanlivého mlieka. Z porovnania detekcie mikroor-
ganizmov na modelovych plochdch po ich sanitdcii klasickou sterovou kultiva¢nou a bio-
luminiscen¢nou metddou vyplynulo, Ze na praktické tcely je vhodnejSia bioluminiscenc¢nd
metdda. Bioluminiscen¢ne sa na sanitovanych plochdach deteguje aj nemikrobidlny ATP
reprezentujici organické necistoty, ktoré sa neskor po sanitdcii stdvaju zdrojom Zivin
pre mikroorganizmy. Pri kontrole rekontamindcie vzoriek trvanlivého mlieka baktériami
izolovanymi zo surového mlieka sa v modelovych pokusoch ukdzalo, Zze luminometrickd
odozva sa méze merat uz po 1 az 2 diioch od kontamindcie trvanlivého mlieka, ¢o v praxi
znamend do 2 dni po jeho vyrobe. V tomto ¢ase bola luminometrickd odozva na rast kon-
taminantov v mlieku najvyssia, neskdr dochddzalo k jej poklesu. Pri takomto postupe sle-
dovania nesterility trvanlivého mlieka je v praxi mozné skratit doteraz zauzivanu 5 az
7-diiovu karanténnu dobu vyrobeného trvanlivého mlieka.

KIUCOVE SLOVA: bioluminiscenénd metdda; ucinnost sanitdcie; trvanlivé mlieko

Zasadnou poziadavkou exportnej schopnosti produktov mliekarenskych
zavodov je aplikdcia systémového pristupu na dosiahnutie ich pozadovane;j
akosti a trvanlivosti. V sicasnosti sa v potravinarstve Siroko pouZziva postup
symbolizovany medzindrodnou skratkou HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Point, v slovenskom preklade ,,Analyza nebezpecenstva
a kritické ovladacie body*“) [1].
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Jednou zo zdsadnych poziadaviek tohoto systémového pristupu zabezpe-
¢enia pozadovanych akostnych a hygienickych znakov vyrabanych pozivatin
je moznost kontroly a ovlddanie jednotlivych technologickych operécii a pro-
cesov v redlnom case. To znamend, Ze po zisteni pripadného nedodrZania
prislusného parametra technologického procesu, musi byt dand moznost
ihned postupovat podla prislusnych ndpravnych opatreni. Preto sa musi kon-
trola uskutocnovat metodami, ktoré operatora informuju o vzniknutej chybe
v ¢o mozno najkratSom case.

V tejto snahe bol pouzity princip stanovenia adenozin-5’-trifosfatu (ATP)
v biologickom materidli, ktory vyvinul MCELROY [2] a pre prax aplikovali
autori DELucA A MCELROY [3]. Metdda sa v analytickej praxi obycajne
nazyva ,,bioluminiscen¢na“ alebo ,,Juminometricka“.

Postup je zalozeny na skutoc¢nosti, Ze mikrobidlne bunky (zivé, ¢i mrtve,
ale nerozlozené), ako aj bioluminiscen¢ne aktivna organickd hmota obsahu-
ju ATP. Této latka sa nachddza ako jeden z donorov energie v Zivych orga-
nizmoch a tieZ aj v somatickych bunkach a miceldch kazeinu. Pomocou sta-
novenia ATP sa preto mozZe zistit pocet mikroorganizmov a ostatnej biolu-
miniscen¢ne aktivnej organickej hmoty na predmetoch a plochédch prichad-
zajucich do styku s potravinami, ako aj rekontamindcia trvanlivého mlieka
(ultrapasterizovaného mlieka - UHT).

Stanovenie ATP v biologickom materidli je zaloZené na zviditelnenf che-
mickej energie vo forme svetla, ktoré vznikne reakciou chemickej latky luci-
ferin s hlavnym donorom volnej energie biologickych systémov obsahujuicich
ATP, za tcasti enzymu luciferdza, ionov Mg2+ a vzdu$ného kyslika. Pri opti-
mdlnych reakénych podmienkach je intenzita vzniknutého svetla priamo
umernd mnozstvu ATP v skimanej vzorke [4]. Tato reakcia prebieha podla
nasledovného vztahu:

luciferd . -
luciferin + ATP + Oz % AMP + Ppi + COz + oxiluciferin + svetlo (562 nm)

g2

Meratelné svetlo m4 vinovi dizku A = 562 nm a je sposobené uvolnenou
energiou 63 J.mol-! vzniknutou premenou ATP na AMP (Ppi oznacuje dva
zvysky kyseliny pyrofosforecnej, APM - adenozin-5’-monofosfat).

GRIFFITH a kol. [5] upozornili, Ze hygienické skimanie predmetov a ploch
stykajucich sa s potravinami sa md zameriavat popri neZiaducich mikroorga-
nizmoch aj na skimanie pritomnosti celkovej organickej hmoty na nich.
Sanita¢nymi zdkrokmi sa devitalizuju Zivé mikroorganizmy, ale oSetrované
predmety a plochy nemusia byt nimi vZdy zbavené aj nezivej organickej
hmoty.
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Trvanlivé mlieko je technologickou operdciou ultrapasterizdcie (UHT)
zbavené zivych mikroorganizmov, ktoré by sa mohli mnoZit pocas jeho ofi-
cidlnej trvanlivosti pri teplotach 6 °C az 24 °C [6]. Nie je preto sterilné v pra-
vom slova zmysle. V mimoriadnych situdciach sa moze stat, Ze trvanlivé mlie-
ko takéto mikroorganizmy obsahuje, alebo mdze byt rekontaminované
pocas plnenia do obalov a pod. Preto sa od vyrobcu pozaduje jeho 5-dnové
karanténne uchovavanie v zdvode pred expediciou do obchodne;j siete. Tato
poziadavka je pre zavody hospodarsky zna¢ne ndrocnd. Z tohto dovodu je
snaha pripadne pritomné neziaduce mikroorganizmy v trvanlivom mlieku
identifikovat uz za krat$i Cas. Skusenosti zdvodov vyrabajucich trvanlivé
mlieko ukazuji, Ze mnoZenie sa neziaducich mikroorganizmov v nom sa
moze prostrednictvom zvySenia obsahu ATP dokdzat uz po dvojdinovom
karanténnom uchovdvani v zdvode.

V préci sa experimentdlne skimalo vyuZitie bioluminiscenc¢nej metddy
na kontrolu cistoty ploch stykajucich sa s potravinami v porovnani s klasic-
kou kultiva¢nou mikrobiologickou metddou, ako aj posiudenie obsahu neZia-
ducich mikroorganizmov v trvanlivom (UHT) mlieku.

Materidal a metédy

Na stanovenie luminometrickej odozvy umelo kontaminovanych ploch
z nehrdzavejucej ocele rozmerov 10 x 20 cm so suspenziou mikroorganiz-
mov surového mlieka sa pouzil pristroj Charm LUMinator T™ a prislusné
stery Pocket Swabs™ vyrobcu Charm Science, Malden, Massachusetts,
USA. V pripade stanovenia luminometrickej odozvy trvanlivého mlieka,
normdlneho a umelo kontaminovaného mlie¢nymi baktériami sa pouzil ten
isty pristroj.

Modelové plochy z nehrdzavejucej ocele sa rovnako kontaminovali sus-
penziou mikroorganizmov v surovom mlieku a na vzduchu ususili. Ich mik-
robiologické vySetrenie sa robilo sterovou metddou a paralelne luminome-
trickou metddou. Stery sa konStantne trepali v 10 ml sterilného fyziolo-
gického roztoku a kultiva¢ne vySetrili s pouzitim média GTK agar (agar, glu-
kéza, tryptén, kvasni¢ny extrakt; Imuna, Sarisské Michalany).

Trvanlivé mlieko (UHT mlieko) priemyselne zabalené do 1-litrovych oba-
lov sa kontaminovalo odstupfiovanym mnozstvom surového mlieka (1 ml;
0,1 ml; 0,05 ml a 0,01 ml) pomocou injek¢nej striekacky a dokladne pretre-
palo na dosiahnutie homogenity kontamindcie. Pri merani luminometricke;j
odozvy sa vzdy pouzilo aj paralelné nekontaminované trvanlivé mlieko.
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Trvanlivé mlieko sa vyrobilo na aparatire Tetra Therm Aseptic Flex
s vykonom 6500 I/h od firmy Tetra Pak, Lund, Svédsko. Raz Setrne paste-
rizované mlieko (74 °C, 20 s) sa prietokovo nepriamo zahrievalo na 137 °C
az 142 °C, pricom poOsobenie tejto teploty na mlieko bolo 3 s az 6 s.

Vysledky a diskusia

Pri skimani vysledkov modelovej sanitdcie ploch kontaminovanych mik-
roorganizmami surového mlieka bioluminiscené¢nou metédou (RLU) a kla-
sickou sterovou kultivacnou metéddou (KTJ) sa ukdzal vyznamny rozdiel
v ziskanych vysledkoch. Luminometrickou metédou (RLU) stanovenia ATP
pred a po sanitdcii sa dosiahla redukcia skimanych znakov o 2,10 log RLU
a 2,58 log RLU. Pomocou kultiva¢nej sterovej metddy (KTJ) sa dosiahla
vyssia redukcia poctu KTJ, konkrétne o 5,15 log KTJ a 5, 45 log KTJ. Podla
tychto vysledkov skimania uicinnosti rovnakej sanitdcie rovnako kontamino-
vanych pldch sa zistil zdanlivo niz$i icinok sanitdcie merany luminometric-
kou metddou (tab. 1).

Tieto rozdielne vysledky spocivali v tom, Ze kultivacnou mikrobiologickou
metddou sa stanovili iba zivé rezidudlne bunky mikroorganizmov. Naproti
tomu luminometrické meranie vysledkov sanitdcie reagovalo aj na devitali-
zované, ale eSte nerozloZzené mikrobidlne bunky, ako aj na iné luminome-
tricky aktivne zlozky necistot. Toto je vyhodou luminometrickej metddy.
Cielom sanitdcie nie je iba devitalizacia zivych mikroorganizmov, ale aj

TaB. 1. Vysledky luminometrickej odozvy poctu baktérif a ostatnej organickej necistoty
na rovnako kontaminovanej a sanitovanej pokusnej ploche.
TAB. 1. Results of the luminometric response to the amounts of bacteria and organic
residues on identically contaminated and sanitized surfaces.

Kroky! KTJ/25 cm? | log KTJ/25 cm? | RLU/25 cm? | log RLU/25 cm?
Kontamindcia amesou bakenit |y 00 6,05 8,24.105 592
sanitdcia, pokus ¢. 13 8 0,90 6,61.103 3,82
log redukcia* 5,15 2,10
sanitdcia, pokus ¢. 25 4 0,60 2,18.103 3,34
log redukcia 5,45 2,58

KTJ - koldniu tvoriaca jednotka, RLU - relativna svetelna jednotka.
KT]J - colony forming unit (CFU), RLU - relative light unit. 1 - steps, 2 - contamination with bacteria from
raw milk, 3 - sanitation, experiment No. 1, 4 - log reduction, 5 - sanitation, experiment No. 2.
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odstranenie vSetkych organickych necistdt zo sanitovanych ploch. Ak tieto
necistoty nie su odstranené, mozu neskorsie (na druhy den) slizit ako zivné
médium pre dalSie kontaminujice mikroorganizmy.

Tato skutocnost je vyhodou luminometrického skimania Cistoty ploch
stykajucich sa s potravinami. Vyhoda luminometrickej metddy vystupuje
do popredia aj v rychlosti ziskania vysledkov. Vysledky kultivacnej metddy su
zndme najskor o dva dni, ale vysledky luminometrickej metddy si zname
prakticky ihned.

Moznost pouzivania luminometrického skiimania mikrobidlnej kontamindcie
trvanlivého mlieka (UHT)

Pri vyrobe trvanlivého mlieka ultrapasterizdciou s nepriamym ohrevom sa
vychodzie surové mlieko najprv Setrne pasterizuje (74 °C s vydrzou 20 s)
a potom sa v UHT aparature kontinudlne zahrieva. Vo vychodzom Setrne
pasterizovanom mlieku sa nachddza ATP z devitalizovanych, ale eSte neroz-
loZzenych mikroorganizmov, ako aj ATP nemikrobidlneho povodu.

Podla vykonanych opakovanych merani mlieko surové alebo uZ raz Setr-
ne pasterizované vykazovalo nasledovnui luminometrickd odozvu:

— Cerstvé surové kravské mlieko:

n =25, X = 825380 RLU, sx = =370 RLU, vk = 0, 05 %;
— Cerstvé surové kravské mlieko:

n =25, X = 733070 RLU, sx = =960 RLU, vk = 0,15 %;
— Cerstvé kravské raz Setrne pasterizované mlieko:

n =15, X = 746 165 RLU, sx = *407 RLU, vk = 0,05 %.

Ako je z vyssie uvedenych priemernych hodnot RLU ¢erstvého surového
mlieka a uz raz Setrne pasterizovaného mlieka vidiet, Ze nebol medzi name-
ranymi hodnotami rovnakych vzoriek vo vnutri kazdého suboru, ako aj
medzi nimi, vyznamny rozdiel. MoZno taktiez konStatovat, Ze Setrny pasteri-
zacny zdhrev nemal na obsah stanovitelného ATP vplyv. Prave devitalizo-
vané mikrobidlne bunky si svoj obsah ATP zachovali.

Trvanlivé mlieko vyrobené z vySSie uvedeného pasterizovaného mlieka
vykazovalo uz nizSie luminometrické odozvy. Tieto sa u réznych vzoriek
pohybovali v rozmedzi 182263 RLU az 517252 RLU, pri n =6,
X = 331219 RLU, sx = =144 009 RLU, vk = 43,5 %.

Vplyv kontamindcie trvanlivého mlieka surovym mliekom

Vychddzali sme z predpokladu, Ze ndhodnd mikrobidlna kontamindcia
trvanlivého mlieka, alebo pocas jeho karanténneho uchovdvania rozmnoze-
nd rezidudlna mikrofléra, by mohla mat na jeho ATP meratelny vplyv.
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Otazkou bolo, za aky ¢as by sa v umelo kontaminovanom trvanlivom mlieku
vyznamne zvySil obsah ATP a aky kvantitativny stupen kontamindcie by toto
sposobil.

Najprv sa merala luminometrickd odozva réznych vzoriek trvanlivého
mlieka vyrobenych na UHT aparatuire. Vzorky boli Cerstvé, ale aj niekolko
dni uchovavané. Vysledky tychto merani su zhrnuté v tab. 2.

Z luminometrickych hodnot Siestich nahodnych vzoriek trvanlivého mlie-
ka je vidiet, Ze vo vSeobecnosti boli ich hodnoty RLU nizSie ako v ¢erstvom
pasterizovanom mlieku. Ich priemernd hodnota RLU bola 331 219.
Priemerny ubytok UHT zdahrevom a kratkym uchovavanim bol oproti paste-
rizovanému mlieku 55,6 %.

Na experimentdlne zodpovedanie spravania sa obsahu ATP v trvanlivom
mlieku po jeho kontamindcii surovym mliekom, ¢o do vySky luminometric-
kej odozvy a Casu jej trvania, sa robil pokus. Vzorky trvanlivého mlieka
(1 liter v origindlnom balenf{) sa umelo kontaminoval s 1,0 ml; 0,5 ml; 0,1 ml
a 0,01 ml surového mlieka. Po dokladnom premieSani sa pred kontamina-
ciou, ihned po kontamindcii a po jednom, dvoch, troch a Styroch diioch pod-
robili luminometrickému meraniu. Vysledky su graficky zndzornené
na obr. 1.

Na grafe je vidiet, Ze luminometrickd odozva trvanlivého mlieka pred
kontamindciou bola medzi 5,2 log RLU az 5,5 log RLU, ¢o zodpovedalo Cer-
stvému trvanlivému mlieku. Po kontamindcii sa jeho luminometrickd odozva
zvySila v pomere ku stupfiu kontamindcie. Markantny ndrast luminometric-

TaB. 2. Vysledky luminometrickej odozvy vzoriek trvanlivého mlieka.
Tas. 2. Results of the luminometric response to samples of UHT milk.

Vzorkal RLU
1 314 634
2 500 000
3 247 159
4 182 263
5 226 007
6 517 252
X 331219
Sx 144 009
Vk 435 %

RLU - relativna svetelna jednotka, X - aritmeticky priemer, sx - smerodajnd odchylka
priemeru, vk - variacny koeficient.

RLU - relative light unit. 1 - sample, X - arithmetic average; sx - standard deviation; vk - coef-
ficient of variance.
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OBR. 1. Grafické zndzornenie luminometrickej odozvy v 0,1 g trvanlivého mlieka po jeho z4-
mernej rekontamindcii surovym mliekom a po uchovdvani pri teplote laboratdria (22-24 °C).

FiG. 1. Luminometric response of 0.1 g UHT milk after an intentional recontamination
with defined amounts of raw milk and storage at a laboratory temperature (22-24 °C).
1 - before contamination, 2 - after contamination.

kej odozvy sa zaznamenal na druhy den po kontamindcii vzoriek. Prakticky
pri vSetkych vzorkdch sa zaznamenal vzostup luminometrickej odozvy na asi
5,9 log RLU. Tito hodnota sa udrzala pri troch vyS$sich stuptioch kontami-
ndcie az do tretiecho dna; pri najnizsej kontamindcii (0,01 mL1-! trvanlivého
mlieka) uZ klesol na niZ§iu hodnotu. Na Stvrty dent odozva uz markantne kle-
sala. Na piaty den klesla vyznamne pri vSetkych stupfioch s vynimkou
0,5 ml.I-! trvanlivého mlieka.

Z tohto experimentdlneho pozorovania je mozné odvodit nasledovné
poucenie:

1. Pri vSetkych kvantitativnych stupnioch umelej kontamindcie trvanlivého
mlieka surovym mlieko sa zaznamenal maximdlny ndrast luminometric-
kej odozvy uz na druhy den inkubdcie pri laboratornej teplote. Na treti
dent merania luminometrickd odozva pri nizSich stupnioch kontaminacie
uZ klesala. Kontamina¢né mikrobidlne bunky pravdepodobne podliehali
lyze spojenej s destrukciou ich ATP.

2. Luminometrickd kontrola kontamindcie trvanlivého mlieka moze skratit
jeho karanténne uchovavanie v zdvode pred jeho expediciou do obchod-
nej siete.
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Zaver

Luminometrickd odozva skimania vysledkov sanitacie ploch stykajucich
sa s potravinami poddva informadciu nie iba o devitalizacii zivych buniek mik-
roorganizmov, ale aj o pritomnosti bioluminiscen¢ne aktivnej organickej
hmoty. Tiito informdciu poskytuje operatorovi za kratky cas po skimani
(mintty).

Luminometrickd metdda skimania kontamindcie trvanlivého mlieka
mikroorganizmami, ktoré by sa v iom mohli mnozZit pocas jeho oficidlnej
trvanlivosti, umoziuje skratit povinny karanténny cas jeho uchovévania pred
expediciou do obchodnej siete.
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Control of sanitation and shelf-life of UHT milk by the bioluminescence method

VALIK, [.. - GORNER, F. - NERADOVA, B. - SIROTNA, Z.:
Bull. potrav. Vysk., 42, 2003, p. 229-237.

SumMARY. Use of a bioluminescence method was studied in checking of the efficiency
of the sanitation of stainless steel surfaces contaminated with a suspension of bacteria iso-
lated from raw milk. The bioluminescence method was also used in the detection of inten-
tionally contaminated samples of UHT milk. The result of the comparison of the microbial
detection on model surfaces after sanitation by the classical swab culture method and
by the bioluminescence method was that the bioluminescence method was more suitable for
practical purposes. By the bioluminescence method, ATP of non-microbial origin is detected
on sanitized surfaces as well, which represents organic contamination that becomes, later
after sanitation, a source of nutrients for microorganisms. At the control of the recontamina-
tion of UHT milk samples by bacteria isolated from raw milk it was found that the lumino-
metric response can be measured already 1 or 2 days after UHT milk contamination, which
practically means inless than 2 days after its production. In this time, the luminometric
response to the growth of contaminants was maximal, later a decrease was observed. Using
this procedure of monitoring the non-sterility of UHT milk in practice, it is possible to short-
en the currently applied 5- to 7-days quarantine of the produced UHT milk.

KEYWORDS: bioluminescence method; efficiency of sanitation; UHT milk
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