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Kakovost brezalkoholnih pija¢ je odvisna od mnogih dejavnikov, med katerimi so tudi snaznost
opreme in prostora, v katerem poteka tehnoloski proces. Ugotoviti smo zeleli, ali snaznost
proizvodnega okolja asepti¢ne (polnilna linija 1) in septi¢ne polnilne linije (polnilna linija 2) za
polnjenje brezalkoholnih pija¢ vpliva na kakovost in mikrobioloSko ustreznost kon¢nih
proizvodov. Kvalitativno in kvantitativno smo dolocali mikroorganizme v prostoru polnilnih
linij, na opremi, v zraku, v surovinah in v konénih proizvodih. Higiensko stanje polnilnih linij
smo ugotavljali z vzorCenjem povrsin z brisi, z vzoréenjem zraka z vzorCevalnikom zraka in s
sedimentacijsko metodo. V vzorcih smo s klasi¢nimi mikrobioloskimi preiskavami dolocili
plesni, kvasovke in bakterije. Stevilo mikroorganizmov smo pri vzorcih povrsin izrazili kot
Stevilo mikroorganizmov v brisu (CFU / 5 mL) in pri vzorcih zraka kot koncentracijo
mikroorganizmov v volumski enoti (CFU / m’). Mikrobiolosko preiskavo surovin in konénih
produktov smo izvajali z membransko filtracijo ustrezno pripravljenega vzorca in dolocili v
brezalkoholnih pijacah in deaerirani vodi kot surovini plesni, kvasovke in bakterije; v izvirski
vodi pa koliformne bakterije, enterokoke in bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa. Rezultate
mikrobioloskih preiskav smo vrednotili glede na, v okviru notranje kontrole obrata, predpisane
zgornje mejne koncentracije mikroorganizmov. V prostorih polnilne linije 1 je bil delez
neustreznih rezultatov mikrobioloskih preiskav povrsin (21 %) in zraka (17 %) primerljiv z
delezem neustreznih rezultatov mikrobioloskih preiskav konénih proizvodov (22 %). V
prostoru polnilne linije 2 smo med polnjenjem izvirske vode dolocili 5 % mikrobiolosko
neustreznih vzorcev zraka in 17 % vzorcev vpihanega zraka, medtem ko so bili vsi koncni
proizvodi (izvirska voda) ustrezni. Med polnjenjem brezalkoholne pijace z dodanim CO, smo
ugotovili, da je bilo neustreznih 25 % vzorcev zraka, 25 % vzorcev vpihovanega CO; in 10 %
vzorcev kon¢nih proizvodov. Izbrane izolate mikroorganizmov smo identificirali in z njimi
umetno kontaminirali kon¢ne proizvode. Mikroorganizmi so po umetni kontaminaciji
povzrocili kvar brezalkoholnih pija¢. Rezultati nakazujejo relativno majhno, vendar ne
izklju¢ujoo moznost kontaminacije konénih izdelkov z mikroorganizmi iz okolja polnilnih
linij.
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The quality of alcohol free beverages depends on many factors and among them hygiene
conditions of equipment and environment is also important. The aim of our work was to
investigate if the survival and growth of microorganism in a food processing environment
(aseptic filling line 1 and septic filling line 2) may lead to the contamination of finished
products. Microorganisms on food processing equipment and from air in places of filling lines
and microorganisms from raw material and final products were determined. Surfaces were
sampled with swabs and air samples were collected with air sampler and with sedimentation
method. Moulds, yeasts and bacteria in samples were detected and enumerated with cultural
microbiological methods. The number of microorganisms from the surface was expressed as a
number of microorganisms in the swab (CFU / 5 mL). The concentration of microorganisms in
air was expressed as the number of microorganisms per volume of air (CFU / m’). Membrane
filtration of a suitable prepared sample was used to analyze finished products and raw
materials. Moulds, yeasts and bacteria were determined in non-alcoholic beverages and
deaerated water used as raw material. Coliform bacteria, enteroccoci and Pseudomonas
aeruginosa were determined in samples of spring water. Quantitative and qualitative
microbiological guidelines that relate numbers and types of microorganisms per sample to
critical levels of product contamination were established previously within internal control.
Results of the microbiological analysis were evaluated to these microbiological guidelines. In
places of filling line 1 the percentage of microbiologically unsuitable results were for surface
samples 21 % and for air samples 17 %. These results are comparable to the percentage of
unsuitable results of final products (22 %). In the place of the filling line 25 % of
microbiologically unsuitable samples of air and 17 % of samples of blowing air were
determined but all finished products (spring water) were suitable. During filling carbonated
beverages we found out that 25 % of samples of air, 25 % of samples of blowing CO, and 10 %
of samples of final products were unsuitable. Some of selected microbial isolates were
identified and used for artificial contamination of finished products. Alcohol free beverages
were spoiled within few days. Results showed relatively small but not excluded possibility of
contamination of final products by microorganisms from the environment of filling lines.
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SEZNAM OKRAJSAV

a,,: termodinamska aktivnost vode

BRIX: sladkorna stopnja

CFU:stevilo mikroorganizmov na kolonijsko enoto

CIP: c¢iscenje v zaprtem krogotoku

CO;: ogljikov dioksid

HACCP: analiza tveganja kriti¢nih kontrolnih tock

OBP: linija za pripravo brezalkoholnih pija¢

Ib.INCH: enota zapiralnega momenta pokrovcka na plastenki
Miteco: linija za pripravo brezalkoholnih pijac

MO: mikroorganizmi

N: pogostost pojavljanja mikroorganizmov v neustreznih vzorcih
n: Stevilo neustreznih rezultatov

NA: gojisce hranljivi agar

NaCl: natrijev klorid

PA: gojisc¢e Pseudomonas aeroginosa agar

PET: polietilen tereftalat

LT?7: gojisce laktozni agar s tergitolom

OA1x: gojiSce enkratni oranzni agar

OAZ2x: gojisce dvakratni oranzni agar

SB: gojis¢e Slanetz & Bartley medium

SIP: sterilizacija v zaprtem krogotoku
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1 UVOD

Kakovost brezalkoholnih pija¢ je odvisna od mnogih dejavnikov, med katerimi so
pomembni: ustreznost surovin, snaznost opreme in snaznost okolja, v katerem tehnoloski
proces poteka. Tako kot za vse Zivilske proizvode velja tudi za brezalkoholne pijace, da iz
slabe surovine ni mogoce narediti dobrega izdelka. Povecana mikrobiolosSka kontaminacija
enega izmed nasStetih dejavnikov lahko pomeni na koncu tehnoloskega procesa zdravstveno
neustrezno Zivilo. Zivila so po zakonu o zdravstveni ustreznosti Zivil in izdelkov ter snovi,
ki prihajajo v stik z zivili (2000, 2002) zdravstveno ustrezna oziroma varna, ¢e izpolnjujejo
11 zahtev, od katerih sta dve neposredno povezani z mikrobioloSkimi preiskavami zivil. Ti
dve zahtevi sta:
- Zivila ne smejo vsebovati mikroorganizmov ali parazitov oziroma njihovih
razvojnih oblik ali izloCkov, ki bi lahko $kodljivo vplivale na zdravje ljudi;
- Sestava zivil ali njihove organolepticne lastnosti (okus, vonj, videz) zaradi
fizikalnih, kemi¢nih, mikrobioloskih ali drugih procesov ne smejo biti tako
spremenjene, da so namensko neuporabna.

Varnost zivil pomeni zagotovilo, da zivilo ni Skodljivo za zdravje potroSnika, ¢e je
pripravljeno oziroma zauzito za predviden namen.

Za dosego tega cilja je potrebno dobro poznavanje njihovega izvora, biokemic¢nih lastnosti,
predvsem pa njihove ekologije. ZmanjSanje kakovosti, hranilne vrednosti in
organolepti¢nih lastnosti so posledice delovanja tehnoloskih kvarljiveev, ki s svojo
biokemic¢no aktivnostjo (proteoliticnim in lipoliticnim delovanjem, z razgradnjo ogljikovih
hidratov, prevrevanjem sladkorjev, tvorbo kislin) lahko bistveno spremenijo sestavo Zzivila
in njihove organolepti¢ne lastnosti. Zaradi izgube kakovosti in neobstojnosti koncnih
proizvodov, lahko proizvajalci utrpijo tako gospodarsko skodo, kot tudi izgubo ugleda, ki
jo je tezko popraviti.

1.1 CILI NALOGE

V prakticno delo smo vkljucili dve polnilni liniji za proizvodnjo brezalkoholnih pijac
(asepti¢na in septicna). Ugotoviti smo Zeleli povezavo med snaznostjo proizvodnega okolja
(posamezen prostor in linija, embalaza, oprema, zrak v prostoru) in kakovostjo oz.
mikrobioloSko ustreznostjo kon¢nih proizvodov. Kvantitativno smo hoteli dolociti
prisotnost mikroorganizmov v prostoru polnilnih linij, na embalazi, na opremi, v
proizvodih in jih glede na pogostost pojavljanja identificirati.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predvidevamo, da povecano Stevilo mikroorganizmov v proizvodnem okolju (prostori
polnilnih linij, embalaza, oprema, zrak) negativno vpliva na kakovost 0z. mikrobiolosko
ustreznost kon¢nih proizvodov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BREZALKOHOLNE PIJACE

Brezalkoholne pijate so pijace, ki so narejene iz baze, rastlinskih ekstraktov, zit in
aromatizirane osvezilne brezalkoholne pijace. Proizvajajo jih iz pitne vode, mineralne vode
in so gazirane ali negazirane (Suwa Stanojevi¢, 1999).

pH brezalkoholnih pija¢ je od 2,5 - 4,0. Okus in aromo jim lahko izbolSajo z razli¢nimi
dodatki, kot so sladkor, kisline, naravne in umetne arome, penasti in emulgirajoci
preparati. Kljub visoki koncentraciji kisline, kar nakazuje tudi nizek pH v teh pijacah,
lahko v njih rastejo kvasovke, plesni in acidofilne bakterije (DiGiacomo in Gallangher,
2001).

Surovine, ki jih uporabljajo v proizvodnji brezalkoholnih pijac, kot so sladkorni sirup,
barvni koncentrati, voda so le redko vir mikroorganizmov. Barvne komponente najveckrat
vsebujejo visoke koncentracije alkohola (glicerola) ali kislin (benzojska in sorbinska).
Sirupi so prav tako redek vir mikroorganizmov, saj prav tako vsebujejo visoke koncetracije
kislin (>1000 ppm). Surovine, ki se uporabljajo za proizvodnjo brezalkoholnih pijac,
obicajno niso sterilne. Kon¢ni proizvod je pred polnjenjem zato pasteriziran (Wershofen,
2003).

Najpogostejsi vir okuzbe z mikroorganizmi v proizvodnji brezalkoholnih pija¢ je okolje
polnilne linije in oprema, kjer tehnoloski postopek poteka (DiGiacomo in Gallangher,
2001).

2.2 PROIZVODNJA BREZALKOHOLNIH PIJAC

Tehnoloski postopek proizvodnje brezalkoholnih pija¢ vkljucuje pripravo sestavin
brezalkoholne pijace, meSanje sestavin, toplotno obdelavo oziroma konzerviranje pijace ter
polnjenje v embalazne enote (Koren, 2002).

2.2.1 Tehnologija brezalkoholnih pija¢

V tehnologiji brezalkoholnih pija¢, kjer se v 40 % uporablja embalaza iz polietilen
tereftalata (PET), predformo plastenke pihalni stroj najprej oblikuje z sterilnim zrakom v
obliko plastenke (Sandeep in Simunovic, 2006).

V embalazo PET polnijo mineralno vodo, pivo in brezalkoholne pijace (sokovi, osvezilne
pijace,...). Plastenke potujejo po teko¢em traku do asepti¢nega prostora, kjer vstopijo vanj.
V asepticnem prostoru se izvajajo trije procesi: izplakovanje plastenk, polnjenje in
zapiranje. Sistem zagotavlja kapacitete polnjenja od 9.000 - 60.000 plastenk/uro, razli¢nih
prostornin od 0,25 L — 3,0 L. Plastenke po tekocem traku potujejo do izplakovalnika
plastenk in se vanj vkljucijo po kroznem mehanizmu. Izplakovalnik je stroj okrogle oblike,
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v katerem so razporejene Sobe in drzala. Ko plastenka pride do izplakovalnika, jo drzalo
prime za vrat, obrne in vkljuci v sistem izpiranja (slika 1).

Slika 1: Plastenke v fazi izplakovanja v izplakovalniku plastenk (Gemmel in sod., 2002)

Izpiranje poteka skozi Sobo z kislim razkuZzilnim sredstvom na osnovi peroksiocetne
kisline, vodikovega peroksida in sterilne vode, s Cimer je zagotovljeno razkuzevanje
plastenk. Razkuzevanje v zivilski industriji pomeni, da se zagotovi najmanjSo moznost
kontaminacije s predvsem patogenimi mikroorganizmi in zmanjSa moZnost za
razmnozevanje mikroorganizmov kvarljivcev. Obdelava notranjosti plastenke predstavlja
glavnino obdelave in jo je mo¢ doseci s Skropljenjem ali spiranjem z izplakovalnikom
plastenk. Taksno ravnanje ni ni¢ manj pomembno, kajti okuzba notranje vsebine se lahko
razvije preko kontaminirane zunanje povrsine. Poleg tega obstaja mikrobiolosko tveganje,
¢e spore prehajajo v pijaco preko navoja oz. obmocja tesnjenja. Plastenke nato pot
nadaljujejo po tekoCem traku do polnilnega stroja. Polnilni stroj je prav tako v obliki
kolesa, v katerem so razporejene polnilne igle in drzala za plastenke (slika 3). Po kroznem
mehanizmu se plastenke vkljucijo v polnilni stroj, kjer poteka polnjenje plastenk z pijaco
kontinuirno pod pritiskom. Koncni proizvod (pijaca) se pred polnjenjem pasterizira v
pasterizatorju (Wershofen, 2003).

Pasterizacija je postopek konzerviranja s toploto, pri katerem zivila segrevamo do 100 °C.
Cilj pasterizacije je uniCiti vegetativne oblike bakterij, plesni in kvasovk; prepreciti
delovanje encimov, ki bi povzro€ili nezaZelene spremembe v zivilih; ohraniti hranilno
vrednost; ohraniti in izboljSati senzoricne lastnosti zivila (Suwa Stanojevi¢, 1999).

Slika 2 prikazuje shemo polnilne igle, skozi kateri poteka polnjenje plastenke z produktom.
Sistem je namenjen polnjenju tekocCin, ki ne vsebujejo CO,. Hitrost polnjenja je odvisna od
premera igle in gibanja tekoc¢ine v posodi iz katere pijaca priteka. Polnilne igle so sestavni
del polnilnega stroja, ki se tekom procesa polnjenja vrti (rotira). Med polnjenjem plastenka
in polnilna igla nista v kontaktu, zrak iz plastenke pa prehaja v atmosferski (zunanji) zrak
in ne nazaj v polnilni stroj (Vickers, 1998).
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Slika_2: Shema polnilne igle za polnjenje plastenke z produktom (Vickers, 1998)
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Slika 3: Polnilni stroj s polnilnimi iglami (Vickers, 1998)

Polnjenju sledi zapiranje plastenk v zapiralnem stroju. Zapiralni stroj je sestavljen iz
zapiralnih glav (slika 4), ki privijejo pokrovcéek na grlo plastenke.
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Slika 4: Zapiralne glave, ki so sestavni del zapiralca plastenk
(Filling..., 2006)

Ko je plastenka napolnjena in hermeti¢no zaprta, le-ta potuje po tekoCem traku izven
asepti¢nega prostora na etiketirni stroj in nazadnje Se v ovijalni stroj.

2.2.2 Zgodovina asepti¢nega polnjenja

Sandeep in Simunovic (2006) navajata, da prvo asepti¢no polnjenje sega v leto 1913, ko je
Nielsen iz Danske polnil mleko v kovinske posode. Leta 1917 je Dunley iz ZDA obdeal
kovinske posode z paro in jih napolnil z steriliziranim produktom. Leta 1923 je asepti¢no
pakirano mleko iz Juzne Afrike doseglo sejem v Londonu, ne da bi se pokvarilo. Sistem
HCF (segrevanje, ohlajanje, polnjenje) je osnovni proces asepticne proizvodnje in so ga
razvili v podjetju Olin Ball v Ameriki leta 1927. Postopek Avoset je leta 1942 ze
vkljuceval vbrizg pare v produkt in uporabo vrocega zraka za sterilizacijo kovinskih posod
ali steklenic. Asepti¢ni postopek Dole-Martin (1948) je vkljuceval sterilizacijo proizvoda,
ki je potekala s pomocjo cevnega izmenjevalca toplote in kovinskega rezervoarja z
uporabo suhe pare pri 232 °C, ohlajevanje in polnjenje v asepti¢nih razmerah. Glavno
prelomnico v zgodovini polnjenja v asepticnih razmerah predstavlja uporaba vodikovega
peroksida, za sterilizacijo embalaznih materialov leta 1981.

2.2.3 Asepti¢no polnjenje
AseptiCno stanje je stanje, v katerem ni prisotnih mikroorganizmov in njihovih spor
(Stevenson, 1992).

Asepticni sistem zagotavlja sterilno proizvodnjo produkta v zaprtem prostoru, asepti¢no
polnjenje pa se nanasa na vsak del opreme, ki polni sterilni produkt v sterilno embalazo v
asepticnih razmerah. Zahteva, da je mogoce polnjenje pijac¢ v malodane poljubnem
vrstnem redu ni v skladu s higienskimi zahtevami. Ze same izraze: asepti¢no, semi-
asepticno, komercialno sterilno ali pitno sterilno si vsak proizvajalec razlaga po svoje.
Kljub razlicnim pogledom je osnovni cilj vsakega proizvajalca mikrobiolosko neoporecna
polnitev, ki bi vse mikrobiolosko obcutljive pijace polnila v takih razmerah, da pijaca v
procesu polnitve ne bi prisla v stik z mikroorganizmi. S kratico AFH (ang. Aseptic Filling
Hygiene) je opisana ena od reSitev problema higiene, ki zagotavlja polnitev brez
mikroorganizmov. Pri uporabi primernega Cistilnega sredstva in programa c¢iscenja igra
pomembno vlogo tudi sestava pijac, ki jih bomo polnili (Wershofen, 2003).
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Asepticni sistem vkljucuje Crpanje, deaeracijo, segrevanje, hlajenje in pakiranje produkta v
asepti¢nih razmerah (Sandeep in Simunovic, 2006).

Pred zacetkom procesa je potrebno zagotoviti, da je sistem ustrezno ocis¢en in steriliziran.
Sanitacija v zivilski industriji je postopek, s katerim se doseze, da so povrSine, oprema in
prostori v taksnih higienskih razmerah, da preprecujejo kontaminacijo, ki bi lahko privedla
do zdravstvene neustreznosti zivil (Ponikvar in Jersek, 2002).

Najveckrat se za sterilizacijo opreme in celotnega procesa uporablja nasi¢ena vodna para
ali pa vro€a voda, ki krozi po sistemu toliko Casa, dokler ni dosezeno sterilno stanje
(Stevenson, 1992).

Crpanje produkta s konstantno hitrostjo je pomemben parameter, saj je le tako produkt po
vsej prostornini enakomerno obdelan s toploto. Za ¢rpanje se uporabljajo batne ¢rpalke, ki
zagotavljajo konstanten pretok, kljub padcu tlakov, do katerih pride lahko tekom procesa
(Sandeep in Simunovic, 2006).

Z postopkom deaeracije odstranijo produktu odvec¢ni zrak in pline s pomocjo vakuumske
¢rpalke. Deaerator se nahaja neposredno pred grelcem. Segrevanje poteka v grelnem
sistemu in je lahko direktno ali indirektno. Direktni nacin segrevanja vkljucuje direktni
kontakt med grelnim medijem (paro) in produktom. Postopek lahko poteka z vbrizganjem
ali dolivanjem vodne pare na proizvod. Dobre lastnosti tega nacina so hitro segrevanje
proizvoda in s tem povezane minimalne spremembe organolepti¢nih lastnosti. Slabe
lastnosti pa so povezane z uvajanjem pare v proizvod, s ¢imer se poveca volumen
proizvoda. Pri indirektnem nacinu segrevanja, kjer se uporabljajo plos¢ni, cevni in toplotni
izmenjevalci z ravno povrSino, ni direktnega kontakta med grelnim medijem in
proizvodom. Za katerega izmed nastetih nacinov se bo proizvajalec odlocil, je odvisno od
reoloskih lastnosti produkta (vsebnosti kislin, viskoznosti, agregatnega stanja, obcutljivosti
cev je pomemben Clen asepti¢nega sistema, v kateri je produkt izpostavljen segrevanju pri
doloceni temperaturi za dolocen Cas, v tej cevi produkt doseze stanje sterilnosti. Produkt
nato potuje v posebni rezervoar (ang. surge tanks), kjer se zadrzuje pred pakiranjem.
Prostornina rezervoarja je vec tisoc€ litrov, problem lahko predstavlja kontaminacija zraka v
rezeroarju, saj bi to pomenilo izgubo produkta. Zadnja faza asepti¢nega sistema je
pakiranje. Pakirni stroj omogoca asepticno polnjenje sterilnega produkta v sterilno
embalazo in hermeti¢no zaprto embalazo (Stevenson, 1992).

2.2.4 Cii¢enje in razkuZevanje v proizvodnji brezalkoholnih pija¢

Sanitacija v Zivilstvu je pomemben parameter za zagotavljanje zdravstvene ustreznosti
kon¢nih  proizvodov. Razkuzevanje, ki je del sanitacije pomeni, unicenje
mikroorganizmov, ne nujno njihovih spor in s tem njihovo zmanjSanje na Stevilo, ki ne
predstavlja vec¢ tveganje za zdravje ljudi (Orth, 1998).

V tehnologiji brezalkoholnih pija¢ se za dosego omenjenega cilja uporablja postopek
¢iS€enja zaprtega cevnega sistema - CIP (ang. Cleaning in place). Sistem CIP predstavlja

VW W

tehniko ciSCenja cevi in opreme na mestu delovanja brez predhodnega razstavljanja v
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posamezne elemente z ucinkovitim precrpavanjem Cistil in razkuzil ter zacetnim in
kon¢nim izplakovanjem z vodo (Raspor, 2002).

Potek ¢iSc¢enja s sistemom CIP in namen prikazuje preglednica 1.

Preglednica 1: Operacije in namen CIP sistema (Tomasic, 1996)

OPERACIJA NAMEN

Predspiranje Odstranitev velikih delcev necisto¢
Ciscenje z raztopino Cistilnega sredstva Odstranitev ostankov necisto¢

Spiranje Odstranitev raztopine Cistilnega sredstva
Razkuzevanje Unicenje mikroorganizmov

Koncno spiranje Odstranitev ostankov Cistila in razkuzila

Raztopine Cistil in razkuzil pripravljamo na nekem osrednjem mestu v zbirnih posodah. 1z
zbiralnih posod jih ¢rpamo, Ce je le mogoce po ceveh, ki so sicer namenjene za Zivila, do
mesta, ki ga zelimo distiti, od tu pa v vecini primerov spet v zbirne posode. Vsi ve¢ji votli
deli takSnega zaklju¢nega kroznega sistema so opremljeni z brizgalnimi glavami, ki morajo
biti vgrajene tako, da zagotovijo dotok raztopin vse do povrsin, ki lahko pridejo v stik z
zivilom. Najprej je treba poudariti velik pomen ucinkovitega uvodnega spiranja. Z
uvodnim spiranjem s povrSin odstranimo vse nesprijete in lazje odstranljive delce, ki na ta
nacin ne bremenijo Cistilne raztopine. Tako so ¢istilni ucinki bolj$i in poraba cistilnih
sredstev manjSa. Vodo po uvodnem spiranju zavrzemo. Drugace je pri vmesnih spiranjih in
pri zadnjem spiranju. Njihova naloga je odstranitev ostankov Cistilnih in razkuzevalnih
raztopin. Smotrno je na primer vodo po alkalnem ciS€enju vracati v poseben zbirni
rezervoar in jo pri naslednjem cis¢enju uporabiti za uvodno spiranje (Kokol, 1979).

2.2.4.1 Osnovna Cistila in razkuzila primerna za sistem CIP postopek ter njihova vloga

Na ucinek Ccistil in razkuzil pri uporabi ustreznega sredstva vplivajo Stirje dejavniki:
koncentracija, temperatura, cas delovanja sredstva ter pri tem uporabljene mehanske sile.
Te dejavnike je treba v praksi uskladiti glede na naravo necistoCe in drugih pogojev tako,
da dosezemo optimalne ucdinke. Cim vi§ja je koncentracija razkuzila (v obmo&ju
predpisanih koncentracij) tem boljSe rezultate lahko dosegamo (Tomasic, 1996).

V veliki meri na ucinek ¢iS€enja vpliva temperatura. Kot orientacija naj sluzi podatek, da
so tople raztopine (30 — 40 °C) 2- do 4-krat ucinkovitejSe kakor hladne. Odlocilna ni
zacetna temperatura Cistilne raztopine v zbirni posodi, ampak povpre¢na temperatura med
visoka temperatura ni priporo€ljiva, ker pri hladnem izpiranju lahko pride do nevarnega
podtlaka (Kokol, 1979).

Najpogosteje uporabljena razkuzevalna sredstva, ki se uporabljajo v proizvodnji
brezalkoholnih pija¢, so kombinacije peroksiocetne kisline in vodikovega peroksida,
uporabljajo se tudi halogenirane karboksilne kisline (npr. monobromska ocetna kislina)
(Orth, 1998).
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Osnova moc¢no alkalnih Cistil je navadno natrijev hidroksid (NaOH) v trdni ali tekoci
obliki. Osnovna naloga mocno alkalnih distil je ucinkovito odstranjevanje oprijetih
organskih necistoc, ki se jih z uvodnim spiranjem ne uspe odstraniti (Kokol, 1979).

Kisla sredstva primerna za postopek CIP so lahko na osnovi anorganskih kislin (predvsem
dusikove ali fosforne) ali na osnovi organskih kislin. Njihova vloga je raztapljanje vseh
anorganskih zaostankov, ki jih z alkalnimi sredstvi ni mogocCe odstraniti. Praviloma
alkalnemu c¢iscenju sledi kislo ¢is¢enje, seveda po vmesnem spiranju. Pomembnost kislega
¢iS¢enja ne smemo podcenjevati, saj Ze majhni ostanki anorganskih oblog lahko zelo dobro

S¢itijo mikroorganizme, ki jih zato ni mogoce uniciti niti z mo¢no alkalnimi sredstvi, niti s
sicer zelo uinkoviti razkuzili (Kokol, 1979).

2.3 PITNA VODA

Voda je najvaznejSa spojina v naravi, brez katere ne bi bilo Zivljenja na zemeljski obli. Je
ena najvaznejSih surovin v mnogih industrijah. Skrb za neoporecno vodo je zelo velika in
obenem zahteva veliko sredstev ter znanja pri njenem polnjenju v razlicne oblike
embalaze, kakor tudi pri oskrbi po vodovodnem omrezju. Izkoris¢anje podzemnih voda
mora biti v skladu s predpisano zakonodajo in odobreno od pristojnih oblasti (Kozic,
2002).

Zivilo je vse, kar ljudje uporabljajo za prehranske namene v nepredelani, polpredelani ali
predelani obliki, vklju¢no s pitno vodo. Pitna voda je voda iz javnih sistemov za oskrbo s
pitno vodo, voda za pakiranje ter predpakirana pitna voda, namenjena javni porabi ( Zakon
o zdravstveni ustreznosti zivil..., 2000, 2002 ).

Pravilnik o pitni vodi (2004) doloca, da je pitna voda: voda v njenem prvotnem stanju ali
po pripravi, namenjena pitju, kuhanju, pripravi hrane ali za druge gospodinjske namene, ne
glede na njeno poreklo in ne glede na to, ali se dobavlja iz vodovodnega omrezja sistema
za oskrbo s pitno vodo, cistern ali kot predpakirana voda in vsa voda, ki se uporablja za
proizvodnjo in promet Zivil.

2.3.1 Izvirska voda

Izvirska voda je po Pravilniku o naravni mineralni, izvirski vodi in namizni vodi (2004 ) in
Pravilniku o spremembah in dopolnitvah Pravilnika o naravni mineralni vodi, izvirski vodi
in namizni vodi (2005): voda, ki ima enako C(istost kot na izvoru, ne vsebuje
onesnazevalcev ter se polni na izviru. EmbalaZza, ki se uporablja za polnjenje izvirske vode,
mora omogocCiti takSno =zapiranje, da prepreCuje vsako moznost ponaredbe in
kontaminacije. Izvirska voda, ki je v prometu ne sme vsebovati:

- parazitov in njihovih razvojnih oblik ter patogenih mikroorganizmov;

- bakterij vrste Esherichia coli, drugih koliformnih bakterij, ter enterokokov ter

bakterij vrste Pseudomonas aeruginosa v 250 ml vzorca;
- sporogenih sulfitreducirajocih anaerobnih bacilov v 50 ml vzorca.

V izvirski vodi, ki je v prometu, skupno Stevilo kolonij mikroorganizmov, sposobnih za
razmnozevanje, ne sme presegati naslednjih vrednosti:
- 20 v 1 ml (pri temperaturi 37° C in 24-urni inkubaciji na hranljivem agarju);
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- 100 v 1 ml (pri temperaturi 22° C in 72-urni inkubaciji na hranljivem agarju).

Skupno Stevilo kolonij mikroorganizmov, sposobnih za razmnozevanje, se mora
ugotavljati najpozneje v 12 urah po polnjenju naravne mineralne vode, katera mora biti v
tem Casu na temperaturi 4 ° C +/ -1 °C.

Oprema za izkori$€anje izvira izvirske vode mora biti taks$na, da se prepre¢i kakrSnakoli
moznost kontaminacije in da se ohranijo enake lastnosti, kot jih ima izvirska voda na
izviru, zato:

- mora biti izvir izvirske vode ali njegov iztok zaSCiten pred moznostjo
kontaminacije;

- mora biti tehnicna oprema (npr. zajetja, cevovodi, rezervoarji) izdelana iz
materialov, primernih za pitno vodo, ter takSna, da se preprec¢i vsaka kemijska,
fizikalno-kemijska in mikrobioloska sprememba vode:

- morajo pogoji izkoris€anja, Se posebej prostor in naprave za pranje in polnjenje,
ustrezati higienskim zahtevam, kar velja tudi za embalazo, ki mora biti obdelana ali
izdelana tako, da ne vpliva na mikrobioloSke in kemijske lastnosti izvirske vode
(Pravilnik o naravni mineralni vodi, izvirski vodi in namizni vodi, 2004; Pravilnik o
spremembah in dopolnitvah Pravilnika o naravni mineralni vodi, izvirski vodi in
namizni vodi, 2005).

Vodozbirno obmocje mora biti ustrezno registrirano ter zavarovano z varnostnimi pasovi.
Na vodozbirnem obmocju ter v njihovi bliZzini ne sme biti potencialnih onesnazevalcev.
Preucene morajo biti geoloske razmere na zajetju in napajalnem zaledju. Vodni vir mora
biti mikrobiolosko neoporecen, kakovost vode na izviru in v plastenki namenjeni
potro$niku mora biti enaka ter konstantna (brez odstopanj v razli¢nih ¢asovnih obdobjih).

Priporocljivo je, da sta obrat (polnilnica) in oprema namenjena polnjenju vode, torej da v
polnilni liniji poteka samo polnjenje vode. Ostanki sladkorjev, celic rastlin in arome, ki
ostajajo v polnilnih linijah, kjer poteka polnjenje brezalkoholnih pija¢ (sokov,...), lahko
vplivajo negativno iz organolepticnega in mikrobioloskega vidika na vodo. Cevovodi med
zajetjem in polnilnico, morajo biti iz primernega materiala in ne smejo dopuscati dotoka
zraka. Vodo po cevovodu potiska gravitacija, kar onemogoca fizikalne spremembe vode
zaradi negativnih pritiskov, ki jih povzrocajo ¢rpalke. Polnilne linije so obi¢ajno zasnovane
tako, da se pred vstopom vode v polnilni stroj le-ta mehansko ocisti. Filter iz aktivnega
oglja poskrbi, da se odstranijo vsi trdni delci, ki bi po cevovodu lahko prisli do polnilne
linije.

Zaradi moznih akutnih posledic, je obvladovanje mikrooganizmov v pitni vodi na prvem
mestu po pomenu za zdravje. MikrobioloSki parametri nam pokazejo obseg in stopnjo
fekalne ali druge onesnazenosti pitne vode z mikroorganizmi. V pitni vodi rutinsko
dolo¢amo fekalne bakterije (Escherichia coli, enterokoki), ki imajo izvor v ¢loveskih in/ali
zivalskih iztrebkih in indikatorske bakterije (Clostridium perfringens s sporami,
koliformne bakterije, Stevilo kolonij pri 22 °C in pri 37 °C), v embalirani pitni vodi pa Se
bakterije Pseudomonas aeruginosa. Rezultate ocenjujemo v povezavi z vrednostmi ostalih
parametrov.
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2.3.1.1 Koliformne bakterije in bakterije vrste Escherichia coli

Izvirska voda ne sme vsebovati bakterij vrste Escherichia coli in drugih koliformnih
bakterij. Prisotnost bakterij vrste E. coli in drugih enterobakterij v Zivilu je lahko indikator
za prisotnost Crevesnih bakterij, medtem ko odsotnost enterobakterij Se ne pomeni, da
zivilo ne vsebuje ¢revesnih patogenih bakterij. Bakterije vrste E. coli spadajo v druzino
Enterobacteriaceae. So gramnegativne, fakultativno anaerobne palcke. Glukozo in druge
ogljikove hidrate obicajno razgrajujejo do kisline in plina, dobro rastejo ob prisotnosti
zol¢nih soli. Optimalna temperatura za rast je 37 °C, nekateri patogeni sevi lahko rastejo
tudi pod 7 °C in nad 45 °C. Obicajno rastejo pri vrednosti pH med 4.4 in 9. Prisotne so v
prebavnem traktu ljudi in toplokrvnih zivali, pa tudi v zemlji, vodi in drugje. Prisotnost
bakterij vrste E. coli nakazuje moznost, da je zivilo kontaminirano s fekalijami. S tem kaze
na moznost prisotnih ostalih patogenih mikroorganizmov ter na nizek higienski nivo
proizvodnje zivil. Koliformne bakterije so aerobne in fakultativno anaerobne, po gramu
negativne, nesporogene, palicaste bakterije, ki rastejo v prisotnosti zol¢nih soli ali drugih
ekvivalentnih selektivnih dodatkov, tvorijo kislino in plin iz laktoze pri inkubaciji na
35 °C ali 37 °C (Jersek, 2005).

2.3.1.2 Enterokoki

Enterokoki so grampozitivne kroglaste bakterije v parih ali kratkih verizicah, ki so prisotne
v Crevesju oz. v blatu ljudi in Zivali. UpoStevamo jih kot zanesljive fekalne indikatorje. V
vodi se ohranijo dlje ¢asa kot bakterije vrste E. coli, zato njihovo prisotnost v pitni vodi
ocenjujemo kot starejSe fekalno onesnazenje. Po Pravilniku o pitni vodi (2004) so
enterokoki uvrs¢eni v Prilogo I, del A, med mikrobioloske parametre. Mejna vrednost za
enterokoke v pitni vodi je: 0/100 ml.

2.3.1.3 Sulfitreducirajoci klostridiji

Sulfitreducirajo¢i klostridiji so grampozitivne, sporogene, anaerobne palCke. Njihova
prisotnost v zemlji in vodi, nakazuje na fekalno onesnazenje (Pocek, 1990).

Celice sulfitreducirajocih klostridijev se pojavljajo posamezno, v parih ali kratkih
verizicah. V vodi se najpogosteje pojavljajo bakterije vrste Clostridium perfringens, ki so v
naravi zelo razsirjene. Prisotne so v prsti, prahu, prebavnem traktu ljudi in zivali in v vodi.
So mezofilne bakterije, optimalna temperatura za rast je med 37 °C in 45 °C, minimalna
okoli 20 °C in maksimalna okoli 50 °C. Rastejo v obmoc¢ju pH 5,0 in 8,5. Ob prisotnosti
vec kot 5% NaCl je rast inhibirana (JerSek, 2005).

Spore prezive v vodi dolgo &asa in so odporne na razkuzevalna sredstva. Ce jih najdemo
skupaj z bakterijami vrste E. coli ocenjujemo to kot svezo kontaminacijo, ¢e so sami ali z
enterokoki brez bakterij vrst E. coli, je onesnazenje staro. V filtrirani vodi kazejo na
napake v postopku filtracije. IS¢emo jih v pitnih vodah, ki imajo stik s povrSinsko vodo. Po
Pravilniku o pitni vodi (2004) so bakterije vrste Clostridium perfringens (vklju¢no s
sporami) uvrS¢ene v Prilogo I, del C, med indikatorske parametre. Dolo¢ena mejna
vrednost za bakterije vrste Clostridium perfringens (vklju¢no s sporami), v pitni vodi je:
0/100 ml.
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2.3.1.4 Bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa

Med mikrobioloske preiskave vode spada tudi doloCanje bakterij vrste Pseudomonas
aeruginosa. Prisotnost omenjenih bakterij v vodi je tudi indikator fekalnega onesnazenja.
Bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa so gramnegativni, aerobni sporogeni bacili, ki
lahko izkori$¢ajo molekularni kisik. Vsi so kemoorganotrofni, nekateri pa fakultativni
hemolitotrofi, ki izkoris¢ajo vodik kot vir energije. Bakterije rastejo pri temperaturi 42 °C
(Pocek in sod., 1990).

Te bakterije so na splosno prisotne v okolju. V vlaznem okolju lahko tvorijo biofilme in so
zelo odporne na dodana razkuzevalna sredstva. Njihovo ugotavljanje je smiselno za
ocenitev sploSnega higienskega stanja vodovodnega sistema oz. moznosti prezivetja in
razmnozevanja bakterij. Rutinsko jih i§¢emo v vodi namenjeni za pakiranje. Po Pravilniku
o pitni vodi (2004), so bakterije Pseudomonas aeruginosa uvrsc¢ene v Prilogo I, del A, med
mikrobioloSke parametre za vodo namenjeno za pakiranje. Mejna vrednost za
Pseudomonas aeruginosa v vodi namenjeni za pakiranje je: 0/250 ml.

2.4 SPREMLJANIJE HIGIENE ZIVILSKO PREDELOVALNIH PROSTOROV

Prezivetje in rast mikroorganizmov v Zzivilsko predelovalnem okolju lahko pomeni
tveganje za kontaminacijo in kvar zivil. Viri mikroorganizmov v prostoru, kjer poteka
tehnoloski proces priprave in predelave zivil so: surovine, aerosol, oprema v prostoru,
osebje, odpadki, insekti in drugi kontaminanti. Z mikrobioloSkimi preiskavami proizvodnih
povrsin, opreme in zraka lahko dolo¢imo ucinkovitost CiS¢enja in razkuzevanja opreme,
mikrobioloSko ustreznost zraka, vire in pogostost pojavljanja mikroorganizmov in v
povezavi z mikrobioloskimi preiskavami surovin, vmesnih in konc¢nih izdelkov tudi

moznosti za mikrobioloSko neustreznost kon¢nih proizvodov (Evancho in sod., 2001).

2.4.1 Mikrobioloska preiskava povrsin

Namen mikrobioloSke preiskave vzorca iz proizvodnega okolja zivil je ¢im hitreje
ugotoviti mikrobiolosko ustreznost in kakovost vzorca. PovrSine lahko vzor¢imo z brisi,
izpirki ali kontaktnimi plos€ami. Za vzorcenje z brisi uporabljamo sterilne epruvete z
dolo¢enim volumnom sterilne fizioloSke raztopine (5 mL ali 10 mL). Na notranji strani
pokrovcka epruvete je pritrjena palcka, ki je na koncu ovita z vato. Pri vzor¢enju povrsin z
brisom pobriemo povrsino dolodene velikosti (20 ¢cm®) tako, da bris med vzoréenjem
obra¢amo in da smer brisanja povrSine vsaj dvakrat zamenjamo. Nato damo bris v epruveto
s fizioloSko raztopino in vsebino dobro premesamo.Vzoréenju sledi klasi¢na mikrobioloSka
preiskava vzorca (JerSek, 2003).

2.4.2 MikrobioloSka preiskava tekocih vzorcev

Membranska filtracija je metoda, ki se uporablja za mikrobioloske preiskave tekocih
vzorcev kot so vode, sirupi, koncentrati in brezalkoholne in druge pijace. Bolj viskozne
vzorce je potrebno pred analizo razred¢iti (DiGiacomo in Gallagher, 2001).

Je nacin kvalitativnega in kvantitativnega doloCanja Stevila mikroorganizmov — kvasovk,
bakterij in plesni v doloceni koli¢ini vzorca. Mikrobne celice se pri filtraciji ujamejo v
mrezo filtra, ki nato preprecuje preraScanje kolonij (Smole MoZina, 2003).
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Naprava za filtriranje je iz nerjavecega jekla, z gumijasto cevjo preko steklenice za
odsesavanje in nato preko Woulffove steklenice povezana direktno na vakuumsko ¢rpalko.
Woulffova steklenica je potrebna zato, da preprecuje vstop tekoCine iz steklenice za
odsesavanje v elektricno vakuumsko crpalko. V spodnjem delu filtracijske enote je
vstavljena sinter ploscica na katero polozimo hidrofobni membranski filter (HGMF, angl.
Hydrophonic grid membrane filter). Hidrofobni membranski filtri z graduirano mreZo so
bili najprej razviti za poveCanje Stevnega obmocja obiCajnih membranskih filtrov pri
analizi vod, z uvedbo predfiltra, ki zadrzi delce Zivila pa se je uporaba razsirila tudi na
druge vzorce zivil. Lijak za filtracijo se s pomocjo mehanizma za pritrjevanje pritrdi na
spodnji del aparata. V ta lijak nalijemo doloen volumen vzorca, ki ga Zelimo filtrirati in
lijak pokrijemo. Sledi filtracija vzorca preko membranskega filtra, polozitev filtra na trdno
gojisce in inkubacija. Po koncani inkubaciji kot rezultat mikrobioloSke preiskave izrazimo
Stevilo mikroorganizmov (CFU/ v dolo¢enem volumnu vzorca) v prefiltriranem vzorcu.

2.4.3 Mikrobioloska preiskava zraka

2.4.3.1 Aerosol v proizvodnji zivil

Aerosol je meSanica plina (lahko zmesi plinov, kot je npr. zrak) in fino porazdeljenih
trdnih ali kapljevinskih delcev s premerom od 0,01 um do 10 pm. Aerosol s kapljevinskimi
delci je megla, aerosol s trdnimi delci pa dim; tudi zrak, v katerem lebdi prah, je v tem
smislu aerosol (Kemija, 2004).

Aerosol je eden od dejavnikov higiene prostorov v katerih poteka proizvodnja zivil, zato
mora biti v dolo¢enih razmerah pod nadzorom saj je lahko vir ali vektor prenosa patogenih
mikroorganizmov, prasnih delcev, vodnih kapljic in delcev koze, ki lahko povzrocijo
kontaminacijo kon¢nega proizvoda (Brown in sod., 2003).

Delci aerosola v premeru merijo od 0,3 um do 100 um, vendar se tisti delci, ki so vecji od
5 um posedajo na povrSine, manjsi pa ostajajo suspendirani v zraku (Stetzenbach in sod.,
2004).

Mikroorganizmi se v zraku lahko nahajajo v obliki spor (bakterije, plesni), lahko so
suspendirani v vodnih kapljicah ali pa pritrjeni na prasne delce ali delce koze (Brown in
sod., 2003).

2.4.3.2 Viri kontaminacije zraka

Mikroorganizmi in ostali kontaminanti lahko v okolje polnilne linije pridejo iz zunanjega
okolja preko zracnikov ventilacijskih sistemov, preko embalaze, preko kontaminiranih
povrsin, vir okuZbe zraka pa je lahko tudi ¢lovek . Clovek se v asepti¢nem prostoru lahko
nahaja le ¢e ima na sebi sterilno obleko, pokrivalo z zas¢itno masko, obutev in je ustrezno
usposobljen za delo v takSnem prostoru. Kljub posebni opremljenosti, ¢lovek Se vedno
spada med najpogostejSe vire kontaminacij ne samo zraka, pa¢ pa tudi povrSin (Brown in
sod., 2003).

Vdor zraka iz zunanjega okolja v asepti¢ni prostor preprecuje nadtlak, ki je v zraku
asepticnega prostora. V takSnem prostoru veljajo tudi posebne klimatske razmere, ki lahko
pripomorejo k zmanjSanju Stevila nekaterih mikroorganizmov. Na tvorbo aerosola vplivajo
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temperatura, relativna vlaga in pretok zraka, ki morajo biti v takSnih prostorih nenehno
kontrolirani. Dvig temperature v zraku, lahko posledicno pomeni vecjo vsebnost vlage v
zraku. V kolikor zrak pride v kontakt z ohlajeno povrsino lahko pride do kondenzacije, ki
lahko povzroci rast mikroorganizmov ali pa korozijo materialov (Brown, 2005).

2.4.3.3 Filtracija zraka

Zrak je ob vstopu v asepticni prostor filtriran preko posebnih filtrov HEPA (ang. High
Efficiency Particulate Air) (slika 5). Zracni filtri zadrzujejo delce prahu in mikroorganizme
na posebnih membranah, ki jih lahko vidimo na sliki 6, katerih velikost por je 0,3 um, kar
pomeni, da membrana zadrzi delce, ki so > 0,3 pum (Brown, 2005).

Slika 5: Filter HEPA Slika 6: Notranjost filtra HEPA

2.4.3.4 Mikrobioloska kontrola zraka

Vzorcenje zraka lahko izvedemo s sedimentacijsko metodo ali z razli¢nimi vzorcevalniki
zraka. VzorCenju lahko sledi klasi¢na mikrobioloska preiskava vzorca ali katera od
alternativnih metod dolo¢anja mikroorganizmov (Stetzenbach in sod., 2004).

Pri sedimentacijski metodi vzorCenja zraka se odprte plos¢e z izbranim mikrobioloskim
gojis¢em za dolocen Cas postavijo horizontalno v prostor. Po koncani izpostavitvi sledi
inkubacija in identifikacija mikroorganizmov v laboratoriju. Sedimentacijska metoda
vklju€uje gravitacijsko silo in zracne tokove v okolju. Ker tok zraka ni nikoli konstanten,
ima gravitacijska sila manjso vlogo pri vzorcenju zraka. Sedimentacijska metoda vzorcenja
ima ve¢ pomanjkljivosti: metoda ni volumetricna in daje le kvalitativne in ne tudi
kvantitativnih rezultatov. Na rezultate vzorenja imata pogosto vpliv hitrost zratnega toka
oziroma tokov in turbulenca (Morris in sod., 2000).

Drug princip vzorcenja zraka je vzorCenje z vzorcCevalnikom. Vecina mikrobioloskih
vzoréevalnikov zraka deluje po nacelu prestrezanja mikroorganizmov neposredno na
plosce z gojis¢em. V to skupino vzorcevalnikov sodijo vzoréevalniki Andersen Six — Stage
sampler (Andersen Instrument Inc., Atlanta, Georgia), Cassela Slit Sampler (Casella Ltd,
Bedford, England), Surface Air Systems (SAS) Sampler (Cherwell Laboratories, Bicester,
Oxon). Nekateri vzorcevalniki za osamitev organizmov iz zraka uporabljajo elektrostati¢no
percipitacijo. Primer takega vzorCevalnika je vzorCevalnik Litton — type (Sci-Med, Inc,
Eden Prairie, Madison), ki se pogosto uporablja za vzorcenje zraka notranjih prostorov. Pri
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vzoréenju zraka se lahko uporablja tudi metoda filtracije, kjer Crpalke z velikim ali
majhnim volumnom posesajo zrak skozi filtre in tako ujamejo organizme iz zraka na filter.

Vzorcevalniki, ki delujejo na principu lovljenja delcev iz zraka na gojiS¢e ali druge
povrsine, se pogosto uporabljajo pri vzorcenju zraka notranjih prostorov. Vzorcevalniki
precrpavajo zrak s pomocjo ¢rpalk, ventilatorjev ali sesalcev, kar omogoca kalibracijo
vzorcevalnika in prostorninsko dolo€ljivost volumna vzorca. Locimo enostopenjske in
vecstopenjske vzorcevalnike. Pri enostopenjskih je tok zraka usmerjen neposredno proti
povrsini plos¢e z agarjem. Zrak lahko vstopa v vzorcevalnik skozi ozko razpoko (npr.
Casella Slit Sampler), ali pa skozi s Stevilnimi luknjicami preluknjan pokrov vzoréevalnika
(npr. vzorcevalnik SAS). Hitra in nenadna sprememba smeri zracnega toka, ki jo povzroci
struktura vzorcCevalnika, vodi do zajemanja delcev iz zraka na povrSino gojis€a z
ucinkovitostjo, ki je odvisna od hitrosti zratnega toka in velikosti delcev. Vecstopenjski
vzorcevalniki omogocajo selektivno vzorcenje delcev velikosti 0,3 do 15 pum. Primer
takSnega vzorcCevalnika je vzorCevalnik Andersen Six — Stage, ki ima vstavljenih Sest plos¢

.....

.....

mikrobnih celic. Ko pridejo celice mikroorganizmov preko vzoréevalnika z doloceno
hitrostjo do gojisca, nekatere niso ve¢ zmozne tvoriti kolonij. Zato se Stevilo kolonij, ki
zrastejo na gojiS¢u glede na statisticno dolofen faktor, poveca in izrazi kot Stevilo
mikroorganizmov (CFU) v dolo¢enem volumnu zraka. Zrasle kolonije lahko
kvantificiramo in identificiramo. Pred zacetkom meritev je potrebno dolociti najustrezne;jsi
volumen s predposkusom. Ce pa so volumni vzoréenja preveliki, lahko pride do
konfluentne rasti mikroorganizmov, kar onemogoca dolocitev Stevila kolonij. Zato plosce
postanejo neuporabne za nadaljnjo delo (Morris in sod., 2000).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Mikrobioloska gojisca

Tekom diplomskega dela smo uporabljali naslednje vrste mikrobioloSkih gojis¢:
e gojiSce hranljivi agar (NA, Nutrient agar, 1.05450.0500, Merck, Namcija),
e gojiSCe laktozni agar s tergitolom 7 (LT7, Lactose agar with tergitol 7,

1.07680.0500. Merck, Nemcija),

raztopina TTC 0,05 vol.%; (421510, Biolife, Italija)

gojis¢e Pseudomonas agar (PA, PCMO0559, Oxoid, Italija),

dodatek Pseudomonas supplement (SR102E, Oxoid, Italija)

gojisce Slanetz & Bartley (SB, CM0377, Oxoid, Italija),

gojisce tehnicni agar (agar technical, 411025, Biolife, Italija),

gojis¢e oranzni agar (OA, 1.10673.05000, Merck, Nemcija),

gojisce pivinski agar.

Gojisce laktozni agar s tergitolom 7

V 1000 mL sterilno erlenmajerico smo natehtali 27 g gojis€a v prahu in ga raztopili v
500 mL 2x dest. H,O. Sledil je postopek 20 minutne sterilizacije v avtoklavu pri 121 °C 20
minut. Ko se je gojis¢e ohladilo na 50 °C smo asepti¢no dolili 25 mL 0,05 % vodne
raztopine TTC, premesSali in gojis¢a asepticno razlili v sterilne petrijevke premera 70 mm.

Gojis¢e Pseudomonas agar

V 1000 mL sterilno erlenmajerico smo natehtali 24,2 g gojis¢a PA, dodali 500 mL 2xdest.
H,O in 5 mL glicerola. Po segrevanju v Kochovem loncu pri 100°C je sledila in 20
minutna sterilizacija pri 121 °C. V na 50 °C ohlajeno gojis¢e smo asepti¢no dolili vsebino
dodatka, v katero smo predhodno dodali 2 mL meSanice 96 % etanola in sterilne dest. H,0
v razmerju 1:1. Gojisce smo asepticno razlili v sterilne petrijevke premera 70 mm.

Gojisce Slanetz & Bartley

V 1000 mL sterilno erlenmajerico smo natehtali 21,0 gojis¢a SB in ga raztopili v 500 mL
2 x dest. H,0. Sledilo je raztapljanje gojis¢a v Kochovem loncu pri temperaturi 100 °C 60
minut. Se vro¢o vsebino smo premesali in asepti¢no razlili v petrijevke premera 70 mm.

Pivinski agar
Za 1000 mL gojisc¢a smo zmesali 600 mL sladice 12 % piva in 300 mL pitne vode. V

1000 mL sterilno erlenmajerico smo natehtali 20 g tehnicnega agarja in dolili 800 mL
razredCene sladice. Sledila je 20 minutna sterilizacija gojisca v avtoklavu pri 121 °C in
asepticno razlivanje v sterilne petrijevke premera 70 mm.

Oranzni agar 1-kratni in 2- kratni

V 1000 mL sterilno erlenmajerico smo natehtali dvojno koli¢ino gojis¢a OA, to je 84 g za
OA2x in 42 g za OA1lx, ter dolili 1000 mL 2 x dest. H,0. GojiS¢e smo nato premesSali, ga
raztopili v Kochovem loncu pri 100 °C in prelili v 500 mL steklenice do polovice.
Steklenice smo nato 20 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121°C.
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Fizioloska raztopina

V 1000 mL sterilno erlenmajerico smo natehtali 8,5 g NaCl (1.06404.1000, Merck,
Nemcija) in dolili 1000 mL dest. H,0. Raztopino smo premesali in prelili v sterilne 500 mL
steklenice. Steklenice smo nato 20 minut sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C.

3.1.2 Raztopine in kemikalije

Uporabili smo naslednje raztopine in kemikalije:
etanol (96%, 1.00971.6025 Merck, Nemcija)
metilensko modrilo (Merck, Nemcija)
glicerol 5 mL

3.1.3 Surovine

Vzor¢ili in mikrobiolosko preiskali smo deaerirano vodo, ki jo uporabljajo za pripravo
brezalkoholnih pijac. Vzoréno mesto omenjene surovine je bilo na liniji OBP, kjer poteka
tudi priprava gotovih brezalkoholnih pija¢ z meSanjem surovin v mesSalnih baterijah.

3.1.4 Kon¢ni proizvodi

Uporabili smo tudi kon¢ne proizvode, ki so zapisani v preglednici 2. V kon¢ne proizvode
smo nacepili izbrane kolonije mikroorganizmov (plesni, kvasovk in bakterij), ki smo jih
izolirali iz brisov s katerimi smo vzorcili povrSine z brisi in iz zraka v prostorih polnilnih
linij 1 in OBP.

Preglednica 2: Kon¢ni proizvodi v katerih smo dolocali rast izoliranih mikroorganizmov

Pijaca A osvezilna pijaca z dodanim CO,, izdelana iz rastlinskih izvleckov z
izvirnim ameriskim okusom
Pijaca B nizkoenergijska brezalkoholna pijaca z meSanim sadnim sokom z

okusom limone, brez dodanega CO,

Pijace C, D in G | brezalkoholne pijace iz rastlinskih izvleckov, brez dodanega CO,

Pijaca E nizkoenergijska brezalkoholna pijaca z jabol¢nim sokom obogatena z
magnezijem in vitamini, brez dodanega CO,

Pijaca F nizkoenergijska brezalkoholna pijaca z breskovim sokom in aloe vero
brez dodanega CO,

Pijaca H nizkoenergijska brezalkoholna pijaa s sadnim sokom iz citrusov
obogatena z vitamini

Pijaca I multivitaminska negazirana brezalkoholna pijaca z meSanim sadnim
sokom

3.1.5 Laboratorijska oprema in aparature

Aparature:
o avtoklav (Persues Pbi International, Italija) za toplotno sterilizacijo steklovine in gojisc,

analitska tehtnica (Sartorius AG CP2202 S, Nemcija),
inkubatorji (Persues Pbi international, Italija),
Kochov lonec,

vzorcevalnik zraka (MAS-100, Merck, Nemcija),
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termoblok (Kambi¢, Slovenija),

plinski gorilnik (Bochem Laborbedarf, Nemcija),
svetlobni mikroskop (Eclipse 501 Nikon, Japonska),
digitalni fotoaparat (Coolpix 4500 Nikon, Japonska),
aparat za membransko filtracijo (Sartorius, Nemcija),
podajalnik filter papirjev (Sartorius, Nemcija)

Steklovina:

e petrijeve plos¢e 70 mm, 90 mm (Golias, Slovenija),
e erlenmajerice 500 mL — 1000 mL,

e objektna in krovna stekelca,

e steklenice 330 — 500 mL

Druga oprema
e sterilne plasti¢ne epruvete z brisi (Golias-SLO),

sterilni robcki (Ecolab Henkel-Nemcija),

termometri (Hg, TLOS, Hrvaska),

membranski filtri 0,45um (Sartorius, Nemcija),

membranski filtri-¢rni 0,45um (Schleicher&Schuell, Nemcija)

3.2 METODE DELA

Mikrobioloske preiskave posameznega vzorca (bris, zivilo, zrak) so vkljuc¢evale naslednje
stopnje: vzoréenje in transport vzorca v mikrobioloski laboratorij, priprava vzorca za
mikrobiolosko preiskavo, izvedba ustrezne mikrobioloske metode, in odcitavanje in
vrednotenje rezultatov.

Pri mikrobioloskih preiskavah vzorcev smo uporabljali klasi¢ne mikrobioloske gojitvene
metode. Preiskave so bile kvalitativne — to so metode, pri katerih smo ugotavljali prisotnost
oziroma odsotnost dolofenih mikroorganizmov v doloceni koli¢ini vzorca, in
kvantitativne.

3.2.1 Opis tehnoloskih prostorov vzorcenja

Vzor¢ili smo v prostorih dveh polnilnih linij in liniji za pripravo brezalkoholnih pijac
(OBP); polnilna linija 1, na kateri asepti¢no polnijo osveZilne brezalkoholne pijace brez
CO,, polnilna linija 2, kjer polnijo izvirsko vodo in brezalkoholno pija¢o z dodanim CO, in
linija OBP za pripravo brezalkoholnih pijac.
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3.2.1.1 Polnilna linija 1

Polnilna linjja 1 se nahaja v treh loCenih prostorih (slika 7): asepticni prostor, septicni
prostor in prostor, kjer poteka vpihovanje, etiketiranje in pakiranje plastenk.

V asepti¢nem prostoru potekajo operacije izpiranje plastenk z oksonijo, polnjenje plastenk
z pijaco v polnilnem stroju in zapiranje plastenk v zapiralcu plastenk. V septi¢nem prostoru
se nahaja transport plastenk od pihalke plastenk do asepticega prostora, pot produkta po
ceveh preko pretocnega pasterizatorja, pufer tanka, hladilca pijace vse do aseptiCnega
prostora, kjer pijaca vstopi v polnilni stroj. V tretjem prostoru poteka etiketiranje plastenk,
ovijanje, zlaganje plastenk na palete in transport palet v skladisce.
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Slika 7: Tloris polnilne linije 1

Legenda:
------ » : transport plastenk v septi¢nem in asepticnem prostoru
— 5 : transport hermeti¢no zaprtih plastenk v prostoru 3
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Na sliki 8 je shema tlorisa septicnega dela polnilne linije 1. Predforme plastenk se v pihalki
plastenk pri temperaturi 100 - 120 °C oblikujejo v plastenko volumna 0,5 L ali 1,5 L.
Plastenke s zra¢nim transportom potujejo v zaprtem traku do asepti¢nega prostora.

Pijaca po cevovodih pritece iz linije OBP na polnilno linijo 1 in preko pasterizatorja in
pufer tanka potuje do polnilnega stroja. V preto¢nem pasterizatorju (St. 3, slika 8) poteka
pasterizacija pijace pri 95 °C, 20-30 sekund. Pijaca potuje najprej v predgrelec, nato v
pasterizacijsko cono in na koncu skozi hladilec, kjer se pijaca ohladi na temperaturo 10 —
15 °C. Po eni strani poteka segrevanje pijace, po drugi strani pa ohlajevanje pijace.
Pasteriziran produkt nato potuje do pufer tanka (st. 2, slika 8), kjer se pijaca zadrzuje pred
vstopom Vv polnilni stroj, ki pa se nahaja ze v asepticnem prostoru.

V septicnem prostoru se nahajata tudi zalogovnik (§t. 7, slika 8) in dozirnik pokrovckov
(St. 8, slika 8), ki sta med seboj povezana. Pokrovcki prispejo v obrat v zapakirani vreci, ki
se nahaja v kartonski embalazi. Zaposleni nato pokrovcke stresejo iz vrece v zalogovnik, iz
katerega s pomocjo dozirnika potujejo iz zalogovnika z horizontalnim in nato Se z
vertikalnim transportom do zapiralnega stroja, ki se nahaja v asepticnem prostoru.

Sterilizacija cevovodov omenjenega prostora poteka s sistemoma CIP (ang. cleaning in
place) in SIP (ang. sterilzation in place). Vsakih 48 ur poteka ciSenje cevovodov s
sistemom CIP, z luZino in kislino segreto na 80 °C in nato sterilizacija z vodo pri 120 °C.
Postopek traja 6 — 8 ur in sicer od linije OPB iz katere pripravljen produkt potuje po ceveh,
do polnilne linije 1 skozi pasterizator (St. 3, slika 8) in pufer tank vse do polnilnega stroja.
Sistem SIP, ki traja 10 minut, je namenjen sterilizaciji zunanjih povrSin in opreme v
asepti¢nem prostoru. V tem primeru se z meSanico peroksiocetne kisline in sterilne vode,
na koncu pa samo z sterilno vodo spirajo zunanje povrSine asepti¢nega prostora:
izplakovalnik plastenk, polnilni stroj in zapiralec plastenk. Postopek izvajajo vsaki 2 uri.

Snaznost tega septi¢nega dela polnilne linije 1 smo dolocali z vzoréenjem z brisi povrsin in
filtracijo zraka na mestih, ki so zapisana v preglednici 3 in 4.
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Legenda:

Potovanje plastenk z zracnim transportom od pihalke plastenk do asepti¢nega prostora

tora polnilne linije 1

mmm) : Pot pokrovckov od zalogovnika do zapiralca plastenk
mmm)) : Pot zaprtih plastenk napolnjenih z pijaco iz asepti¢nega prostora na etiketiranje in ovijanja palet

——: Pot produkta
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V asepticnem prostoru, katerega shema je prikazana na sliki 9 potekajo tekom
tehnoloSkega procesa tri operacije: izplakovanje plastenk v izplakovalniku (8t.1, slika 9),
polnjenje pijace v plastenke v polnilnem stroju (St. 2, slika 9) in zapiranje plastenk v
zapiralnem stroju (St. 3, slika 9).

Plastenke po tekoCem traku potujejo do izplakovalnika plastenk. Dvostopenjski
izplakovalnik je sestavljen iz 80 izplakovalnih igel skozi katere poteka spiranje notranjih
povrsin plastenk. V prvem delu izplakovalnika skozi izplakovalne igle v plastenke
vbrizgajo oksonijo. Oksonija je kislo razkuZevalno sredstvo na osnovi peroksiocetne
kisline in vodikovega peroksida. Je u€inkovito razkuzevalno sredstvo proti vsem vrstam
mikroorganizmov v industriji brezalkoholnih pija¢. V drugem delu izplakovalnika poteka
Se spiranje notranjih povrSin plastenke z sterilno vodo. Plastenke se tako razkuzijo in
nadaljujejo pot po tekocem traku do polnilnega stroja. Polnilni stroj je sestavljen iz 96
polnilnih igel skozi katere v plastenko pritece pijaca. Pijaca do polnilca pritece po zaprtem
cevnem transportu iz linije OBP, kjer poteka priprava pijace in skozi septi¢ni prostor, kjer
poteka pasterizacija pijace.

Z pijaco napolnjene plastenke nato nadaljujejo pot po tekocem traku do zapiralca plastenk,
kjer s pomocjo 12 zapiralnih glav poteka privijanje pokrovckov na vratove plastenk.
Zapiralni moment posamezne glave nastavijo na vrednost, pri kateri se izmerjene vrednosti
momentov na doloceni glavi nahajajo med 15 in 18 ib.inch. Vrtilna frekvenca zapiralnih
glav se nastavi v obmocju od 9 do 12 (delitev na variatorju motorja) glede na velikost
izmerjenih vrednosti momentov na plastenkah. Vrtilno frekvenco znizajo, ko so vrednosti
zapiralnih momentov visoke in obratno (npr. ¢e so frekvence polnilnega stroja 3000 - 3500
plastenk/uro, so vrtilne frekvence zapiralnih glav — nastavitev variatorja 9,5). Pokrovcki
do zapiralca plastenk potujejo z vertikalnim transportom iz zalogovnika, ki je del
septicnega prostora. Med transportom pokrovckov do zapiralca plastenk poteka tudi
brizganje peroksiocetne kisline po pokrovckih, ki se tako razkuzijo preden vstopijo v
zapiralec plastenk.

Izplakovalnik plastenk, polnilec in zapiralec se tekom tehnoloskega procesa vrtijo v obratni
smeri urinega kazalca kot lahko vidimo tudi na sliki 9.

Hermeti¢no zaprte plastenke iz zapiralca plastenk nadaljujejo pot po tekoCem traku iz
asepti¢nega prostora v prostor, kjer poteka etiketiranje in na koncu ovijanje palet.

SnaZnost asepti¢nega prostora se izvaja v okviru notranje kontrole podjetja z vzoréenjem
povrsin z brisi in vzorCenjem zraka s filtracijo. Notranja kontrola je vzpostavljena z
veljavnimi predpisi na osnovah sistema HACCP, ki omogofa prepoznavanje in
obvladovanje, mikrobioloskih, kemijskih in fizikalnih agensov, ki bi lahko predstavljali
tveganje za zdravje potroSnika. V casu diplomskega dela smo tudi sami vzor¢ili na enak
nac¢in na to¢no dolo¢enih mestih polnilne linijje 1. Mesta vzoréenja so prikazana v
preglednici 5.
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Slika 9:Tloris asepti¢nega prostora polnilne linije 1

Legenda:

mmm) : Pot plastenk po tekodem traku v asepti¢nem prostoru do izplakovalnika plastenk,

: Plastenke po razkuzevanju,

: Vstop plastenke napolnjene z produktom v zapiralec plastenk,
mmm=)>: Pot napolnjenih z produktom in hermeti¢no zaprtih plastenk iz asepti¢nega prostora na etiketiranje in
ovijanje palet,

> Pot pokrovckov od zalogovnika do zapiralca plastenk.
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3.2.1.2 Polnilna linija 2

Za razliko od polnilne linije 1, se linija 2 nahaja v enem prostoru, kjer polnjenje izvirske
vode in pijace z dodanim CO; ne poteka v asepti¢nih razmerah.

Postopek polnjenja se na liniji 2 (slika 10) pricne z vpihovanjem predforme plastenke v
vpihovalnem stroju do Zeljnega volumna plastenke (0,5 L ali 1,5 L). Plastenke tekom
tehnoloskega procesa potujejo z zracnim transportom do komore, kjer je izplakovalnik
plastenk, v katerem se ocistijo, bodisi razkuZzijo z peroksiocetno kislino, ko polnijo pijaco z
dodanim CO; ali s sterilno vodo, ko polnijo izvirsko vodo.

Sledi postopek polnjenja plastenk z pijaco, ki v polnilni stroj priteCe po ceveh iz linije
Miteco, kjer pripravljajo pijaco. Kapaciteta polnjenja je 9000 plastenk/uro. Proizvodnja
pijace z dodanim CO, poteka po ustreznem receptu na liniji za pripravo brezalkoholnih
pijac 2 (Miteco), kjer proizvajajo sirup. Najprej pripravijo sladkorno raztopino, nato pa v
mesalni bateriji v koncnem razmerju zmesajo zahtevane sestavine (sladkorna raztopina,
baza, voda, citronska kislina, konzervans, askorbinska kislina). Kadar polnijo izvirsko
vodo, le-to c¢rpajo iz lastnih vodnjakov preko pufer tanka in filtrirajo skozi dva
membranska filtra. Predfilter ima filtrne svece premera 1 pm, filter pa filtrne svece
premera 0,2 um. Vode in pijace z dodanim CO, pred polnjenjem ne pasterizirajo.

Ko so plastenke napolnjene z pijaCo potujejo na zapiralec plastenk, ki se nahaja v isti
komori kot polnilni stroj. Zapiralec s pomocjo zapiralnih glav privije pokrovcek na vrat
plastenke, ki tako postane hermeti¢no zaprta. Pokrovcki do zapiralnega stroja pridejo po
tekocem traku iz zalogovnika pokrovckov. Sledi postopek etiketiranja, oznacevanje roka
uporabe, foliranje, lepljenje rocajev (na ovoje 6 x 1,5 L), nakladanje na paleto, ovijanje
palete s folijo in na koncu transport v skladisce.

Snaznost omenjene polnilne linije kontrolirajo v podjetju v okviru notranje kontrole. V
Casu diplomskega dela pa smo tudi sami vzorcili zrak s pomocjo vzorCevalnika zraka,
Nemcija) in z sedimentacijsko metodo na to¢no dolocenih mestih polnilne linije, ki so
prikazana v preglednici 6 in sliki 18.
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Slika 10: Tloris polnilne linije 2

Legenda:
mmm) : Pot plastenk po tekotem traku od pihalke plastenk do vstopa v izplakovalnik plastenk
= > 1 Pot plastenk po razkuzevanju

: Pot plastenk napolnjenih s produktom v zapiralec plastenk

: Pot napolnjenih in hermeti¢no zaprtih plastenk po tekocem traku do etiketirnega stroja
mmm) : Pot pokrovekov od zalogovnika do zapiralca plastenk,

—: Pot produkta 1 (pija¢a z dodanim CO,),
—: Pot produkta 2 (voda)
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3.2.1.3 Linija za pripravo brezalkoholnih pija¢ (OBP)

V prostoru linije OBP poteka priprava surovin za brezalkoholne pijace brez vmesne faze
proizvodnje sirupa. Najprej pripravijo sladkorno raztopino in nato na mesalnih baterijah
zmesSajo komponente v ustreznem razmerju, da dobijo gotovo pijaco. Gotovo pijaco nato
polnijo na polnilni liniji 1 za asepticno polnjenje. Pijaco, ki jo polnijo v plastenke pred
polnjenjem pasterizirajo v preto¢enem pasterizatorju. Pijaci, ki ju polnijo na liniji 2 ne
pasterizirajo.

Na sliki 11 lahko vidimo postopek priprave in meSanja ustreznih surovin na liniji OBP.
Osnovne surovine so voda, raztopina citronske kisline, raztopina sladkorja, raztopina
L-askorbinske kisline in baza, lahko dodajajo tudi aromo, konzervansov ne uporabljajo.
Voda mora mikrobiolosko ustrezati zahtevam pravilnika za pitno vodo.

Vodo ¢rpajo iz lastnih vodnjakov in se izteka v vodni stolp. Vodni stolp opravlja funkcijo
rezervoarja in blazi nihanja v porabi vode. Pred prihodom v vodni stolp se voda razkuzi z
klordioksidom. RazkuZeno vodo iz vodnega stolpa nato mehcajo s tehnologijo reverzne
osmoze. Tako pripravljena voda tece iz vodnega stolpa preko ogljenega filtra na postopek
deaeracije.

Nagelo reverzne osmoze pojasnimo takole. Ce sta dve raztopini razli¢ne koncentracije ali
pa topilo in raztopine, loCeni s polprepustno membrano, opazimo prehod topila skozi
membrano. Ce je na obeh straneh enak pritisk, gre tok topila v taki smeri, da se razlika v
koncentraciji zmanjSuje; govorimo o pojavu, ki je znan pod imenom osmoza. Pritisk, ki je
potreben, da se vzpostavi stati€no ravnotezje imenujemo osmotski pritisk in je enak visku
hidrostatskega pritiska na strani raztopine. Ce pritisk na strani raztopine povetamo, se
proces osmoze zavira in se pri pritisku, ki je enak osmotskemu, popolnoma ustavi. Pri Se
nadaljni povecavi pritiska se smer toka topila obrne in iz raztopine izteka Cisto topilo.
Reverzna osmoza je torej prisljen proces, ki ga lahko sprozimo, ¢e na strani raztopine
deluje pritisk, ki je ve¢ji od osmotskega (Krzan, 1977).

Pred reverzno osmozo sledi postopek filtriranja preko ogljenega filtra, s pomocjo katerega
iz vode odstranijo klordioksid. Voda nato potuje skozi filter z velikostjo por 5 um na
katerem se ujamejo delci necisto€¢ in delci aktivnega oglja iz ogljenega filtra. Tako
obdelana voda pritece na sistem reverzne osmoze, kjer poteka meh¢anje vode. Na koncu
dobijo vodo z to¢no doloceno sestavo, prevodnostjo in trdoto. Tako obdelana voda se
uporablja tudi za pripravo sterilne vode, ki jo uporabljajo v postopkih: CIP, SIP, spiranje
plastenk in pokrovckov. Pred dodajanjem vode v mesalec surovin vodo tudi odzracijo -
deaeracija v odzracevalcu in tako dobijo vodo brez prisotnega zraka - deaerirano vodo.

Citronsko kislino uporabljajo v obliki monohidrata, raztopino L-askorbinske kisline pa
pripravijo tako, da zahtevani koli¢ini L-askorbinske kisline postopno dodajajo toliko
hladne vode, da ima konc¢na raztopina 16,8 °Brix (sladkorna stopnja). Bazo pred uporabo
tudi homogenizirajo, ki traja najmanj 15 minut. Ko zmesSajo omenjene surovine, dobijo
gotovo pijaco, ki potuje iz omenjene linije po cevnem transportu do linije 1 za asepticno
polnjenje.
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Slika 11: Tloris linije OBP

—>: pitna voda

: deaerirana voda

—»: sladkorna raztopina

—: citronska kislina
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3.2.2 Vzorcenje

3.2.2.1 Vzorcenje povrsin v septiénem prostoru polnilne linije 1

Brise smo uporabljali za ugotavljanje higienskega stanja na polnilni liniji 1, tako v
asepticnem kot septicnem prostoru. Vzorcili smo delovno povrSino traku, tal, stene,
polnilnih igel, opreme in embalaZe, vzoréna mesta so zapisana v preglednici 3 in oznacena
na sliki 12. Za vzor¢enje smo uporabili sterilne plasticne epruvete v katerih je bilo 5 mL
sterilne fizioloSke raztopine. Pri vzor€enju povrS$in z brisom smo z brisom vzor¢ili
povriino 20 cm?, tako da smo bris med vzor&enjem obradali in smer povrsine vsaj dvakrat
zamenjali. Bris smo nato dali v epruveto s fizioloSko raztopino in vsebino rocno premesali.

V okviru notranjega nadzora v asepticnem prostoru polnilne linije 1 tudi 2-krat dnevno
zaposleni vzorCijo z brisi na vzor¢nih mestih: vhodni trak, polnilne igle in zapiralec
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plastenk, vkljucno z zapiralnimi glavami. Na vzor¢nih mestih z oznakami 1-3 smo z brisi.
vzorcili povrSino znotraj (A) in zunaj (B) traku polnilne linije. Na vzorénem mestu 4 smo
vzor¢ili povrsino pleksi stekla, ki pokriva zalogovnik pokrovckov. Tekoci trak, po katerem
potujejo pokrovcki predstavlja vzoréno mesto 5.A, kjer smo vzor¢ili povrsino traku, med
potovanjem pokrovckov, torej med obratovanjem linije. Vzorcili smo tudi povrsino tal
(vzor¢no mesto 6), okoli odto¢nega jaska, ki se nahaja ob zalogovniku pokrovckov.
Dozirnik pokrovckov omogoca potovanje pokrovckov iz zalogovnika po horizontalnem in
vertikalnem traku v asepticni prostor. Pokrovcki se razporejajo drug za drugem, po traku s
pomocjo majhnih koles, ki se vrtijo. Na vzorénem mestu 7 smo vzor¢ili povrsino koles.

Preglednica 3: Vzorcéna mesta povrS$in v septiénem prostoru polnilne linije 1

OZNAKA VZORCNEGA OPIS VZORCNEGA MESTA
MESTA
1.A Zacetek transporta plastenk — znotraj traku
1.B Zacetek transporta plastenk — zunaj traku
2.A Sredina transporta plastenk — znotraj traku
2.B Sredina transporta plastenk — zunaj traku
3.A Konec transporta plastenk — znotraj traku
3B Konec transporta plastenk — zunaj traku
4. Pleksi steklo, ki pokriva komoro s pokrovcki- nad pleksi
steklom- Zalogovnik pokrovckov
5.A Vertikalni transport pokrovékov — povrsina traku
6. Tla ob dozirniku  pokrovckov - povrSina tal
7. Dozirnik pokrovckov — kolesa dozirnika




Bornsek M. Vpliv snaznosti polnilnih linij za brezalkoholne pijace na kakovost kon¢nih proizvodov. 29
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Oddelek za Zivilstvo, Biotehniska fakulteta, 2006

3.2.2.2 Vzorc¢enje zraka v septi¢nem prostoru polnilne linije 1

Od zacetka julija 2005 do konca avgusta 2005 smo v presledkih priblizno enega tedna z
vzorcevalnikom zraka vzor€ili zrak v septiénem delu polnilne linije 1. Zrak, smo vzorc¢ili
na to¢no dolocenih mestih, ki so opisana v preglednici 4 in oznacena na sliki 12.

Preglednica 4: Vzoréna mesta zraka v septicnem prostoru polnilne linije 1

Oznaka vzorénega mesta | Opis vzorénega mesta
1.C Zrak ob zacetku transporta plastenk
3.C Zrak ob koncu transporta plastenk
5.C Zrak ob transportu pokrovckov
8. Izhodni trak Zrak ob tekocem traku
9.Garderoba Zrak v prostoru za preoblacenje

Vzoréni mesti 1.C in 3.C se nahajata ob zacetku oziroma ob koncu tekocega traku po
katerem poteka transport praznih plastenk. Na vzorénem mestu 5.C smo vzor¢ili zrak ob
traku po katerem pokrovcki potujejo v asepti¢ni prostor. Vzor¢no mesto 8 se nahaja ob
izhodnem traku polnilne linije 1, vzoréno mesto 9 je prostor v katerem poteka preoblacenje
v sterilno obleko, v kateri lahko vstopimo v asepti¢ni prostor. VzorCenje zraka na
omenjenih vzorénih mestih je potekalo med proizvodnjo. Z vzorcevalnikom zraka smo
vzorcili 250 L volumen zraka v septicnem prostoru polnilne linije 1 in na liniji 2.
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Slika 12: Vzorcéna mesta v septicnem delu polnilne linije 1
Legenda:
: Pot plastenk z zracnim transportom od pihalke plastenk do asepti¢nega prostora
: Pot pokrovckov od zalogovnika do zapiralca plastenk
mmm)> : Pot plastenk napolnjenih s pijaco in zaprtih plastenk iz asepti¢nega prostora na etiketiranje

1A, 2A, 3A: vzor¢na mesta povrSin zunaj transportnega traku
1B, 2B, 3B: vzor¢na mesta povr$in znotraj transportnega traku

S5A: vzor¢no mesto povrsine vertikalni transport pokrovckov

4: vzor¢no mesto povrsine pleksi stekla zalogovnika

6: vzoréno mesto povrsine tal okoli odto¢nega jaska pri dozirniku pokrovckov
7: vzoréno mesto povrsine koles dozirnika pokrovckov

1C, 3C, 5C: vzoréna mesta zraka ob transportnem traku

8: vzoréno mesto zraka ob izhodnem teko¢em traku

9: vzoréno mesto zraka v prostoru za preoblacenje
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3.2.2.3 Vzorcenje povrsin v asepti¢énem prostoru polnilne linije 1

Vzor¢na mesta v asepticnem delu polnilne linije 1 so prikazana na sliki 14 in opisana v
preglednici 5. Vzorc¢ili smo vedno v ¢asu, ko ni potekalo polnjenje brezalkoholnih pijac, po
¢iS¢enju cevnih sistemov. Vzorcenje je potekalo enako kot v septicnem delu polnilne linije
1 (tocka 3.2.2.1).

Preglednica 5: Vzor¢na mesta povrsin v asepticnem prostoru polnilne linije 1

Oznaka vzorénega . .
Opis vzor¢nega mesta

mesta
1. Vhodni teko¢i trak
Izhodni tekoci trak
3 Transport pokrovckov
4 Zapiralec pokrov zgoraj
5. Zapiralec pokrov spodaj
6. Zapiralec pokrov — vodilna krivulja
7 Zapiralec steber
8 Zapiralec steber znotraj
9. Dve zapiralni glavi
10. Stiri polnilne igle
11. Stena pri polnilcu
12. Tla pri vhodu
13. Tla pri zapiralcu
14. Tla pri polnilcu
15. Tla pri izplakovalniku plastenk

Na vzorénih mestih 1 in 2 smo vzorcili povrSino tekocega traku po katerem potujejo
plastenke tekom tehnoloskega procesa (slika 13).

Slika 13: Vzorcenje povrsine vhodnega teko¢ega traku v asepti¢nem prostoru (vzor¢no mesto 1)
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Slika 14: Vzorcna mesta v asepti¢nem delu polnilne linije 1
Legenda:

: Pot plastenk po tekoCem traku v asepti¢énem prostoru do izplakovalnika plastenk

: Plastenke po razkuzevanju

: Vstop plastenke napolnjene z produktom v zapiralec plastenk

: Pot polnih in hermeti¢no zaprtih plastenk iz asepti¢nega prostora na etiketiranje
: Pot pokrovckov od zalogovnika do zapiralca plastenk

1 — 15 : Vzoréna mesta povrsin v asepti¢nem prostoru (preglednica 5)

16: Vzoréno mesto za zrak

Ul |
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Na vzorénem mestu 3 (slika 15) smo vzor¢ili povrsino tekoCega traku po katerem potujejo
pokrovcki do zapiralca plastenk.

Slika 15: Vzorcenje povrsine vertikalnega tekocega traku po katerem pokrovcki v asepticnem prostoru
potujejo do zapiralca plastenk (vzoréno mesto 3)

Zapiralec plastenk smo razdelili na 5 vzor¢nih mest in sicer: vzoréni mesti 4 in 5
predstavljata ohiSje zapiralca, vzoréno mesto 6 potovanje pokrovckov v zapiralcu, vzoréni
mesti 7 in 8 oporni sistem zapiralca, na vzorénem mesto 9 pa smo z dvema brisoma
vzor¢ili zunanjo in notranjo povrsino dveh zapiralnih glav, ki tekom tehnoloskega procesa
privijeta pokrovéek na plastenko. Vzor¢no mesto 10 predstavljajo $tiri polnile igle, katerih
zunanjo in notranjo povrsino smo vzor¢ili z Stirimi brisi (slika 16).

Slika 16: Vzorcenje notranje povrsine ene izmed polnilnih igel v aseptiénem prostoru (vzoréno mesto
10)
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Vzoréno mesto 11, je povrSina stene pri polnilnem stroju. Vzor¢na mesta 12 do 15 so
povrsine tal okoli odtoc¢nih jaskov v asepticnem prostoru pri vhodu (slika 17), v obmocju
izplakovalnika, polnilca in zapiralca plastenk. Vzorcili smo v cCasu, ko proizvodnja
polnjenja brezalkoholnih pija¢ ni potekala, po CIP (ang. cleaning in place) sistemu.

Slika 17: Vzorcenje povrsine tal pri vhodu v asepti¢ni prostor (vzoréno mesto 12)

3.2.2.4 Vzorcenje zraka v asepti¢énem prostoru polnilne linije 1

V asepticnem prostoru polnilne linije 1 tudi v okviru notranjega nadzora obrata vzorcijo
zrak (vzor¢no mesto 16, slika 14) dvakrat dnevno, z vzoréevalnikom zraka na trdno gojisce
OA2x v petrijevki. V asepticnem prostoru smo vzor¢€ili z vzorcevalnikom zraka 1000 L
volumen zraka na gojis¢e OA2x. Hitrost pretoka zraka je bila 100L/minuto.

3.2.2.5 Vzorcenje zraka v prostorih polnilne linije 2

Zrak v prostoru polnilne linije 2 smo vzor¢ili na gojis¢e OAlx (za kvasovke, plesni in
acidotolerantne bakterije), ko so polnili pijaco z dodanim CO,. Ko so polnili izvirsko vodo
smo vzor¢ili na gojisca PA (za bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa), pivinski agar (za
kvasovke, plesni in bakterije), SB (za enterokoke), LT7 (za koliformne bakterije in
bakterije vrste Escherichia coli) in NA (za acrobne mezofilne bakterije).

Na vzor¢nih mestih 1 in 2 (slika 18) smo v prostoru polnilne linije 2 z vzor¢evalnikom
vzor¢ili volumen 250 L zraka.

Na vzor¢nem mestu 3 smo plosco z gojis¢em (PA, LT7, SB, NA in pivinski agar, ko so
polnili vodo in OA1x, ko so polnili pijaco z dodanim CO,) postavili za 30 sekund (¢as, ki
je dolo¢en v okviru notranje kontrole) pod ventil, ga odprli in vpihovali zrak na gojisce v
petrijevki. Petrijevko smo drzali oddaljeno od izhoda zraka, v razdalji 10 do 20 cm in jo
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pocasi obracali tako, da je bila cela povrSina gojisS¢a izpostavljena toku zraka. Na
vzorénem mestu 4 smo petrijevke z trdnim gojiS¢em postavili pod polnilne igle in skozi
njih vzorcili zrak (med polnjenjem izvirske vode), ali pa CO;, (med polnjenjem pijace z
dodanim CO,) z vpihovanjem na ustrezna trdna gojiSce, ki so zapisana v preglednici 6.
Vzorc¢enje na omenjenih vzor¢nih mestih je potekalo med tehnoloskim postopkom, torej
med proizvodnjo.

Preglednica 6: Vzoréna mesta zraka v prostoru polnilne linije 2

Oznaka Opis vzorcénega Nacdin vzorcenja Pijaca Gojisce
vzorénega mesto
mesta
1. Prostor okoli Filtracija 250 L Voda PA,LT7, SB, NA
izplakovalnika zraka
plastenk
1. Prostor okoli Filtracija 250 L Pijaca z OAlx
izplakovalnika zraka dodatkom CO,
plastenk
2. Zapiralec plastenk Filtracija 250 L Voda PA, LT7, SB, NA
zraka
2. Zapiralec plastenk Filtracija 250 L Pijaca z OAlx
zraka dodatkom CO,
3. Zracni filter Vpihovanje zraka Voda PA,LT7, SB,
v gojisce NA,pivinski agar
3. Zralni filter Vpihovanje CO, Pijaca z OAlx
v gojisce dodatkom CO,
4. Tri polnilne igle Vpihovanje zraka Voda PA, LT7, SB,
v gojisce NA ,pivinski agar
4. Tri polnilne igle Vpihovanje CO, Pijaca z OAlx
v gojisce dodatkom CO,
Legenda:

PA: gojis¢e Pseudomonas agar

LT7: gojisce Laktozni agar s tergitolom
NA: gojisc¢e Hranljivi agar

SB: gojisce Slanetz & Bartley medium
OAlx: gojisce 1-kratni OranZni agar
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PLASTENK
1 & J

Slika 18: Vzorcna mesta v prostoru polnilne linije 2

Legenda:

mm=)> : Pot plastenk po tekogem traku od pihalke plastenk do vstopa v izplakovalnik plastenk
: Pot plastenk po razkuzevanju

mmm)>: Vstop plastenk napolnjene z produktom v zapiralec plastenk,

mmm) : Pot polnih in hermeti¢no zaprtih plastenk po tekocem traku do etiketirnega stroja

p—— Pot pokrovckov od zalogovnika do zapiralca plastenk

1 —47 Vzorcna mesta zraka (preglednica 6)

— : pot vode

: pot pijace z dodanim CO,
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3.2.2.6 Vzorcenje deaerirane vode

Deaerirano vodo smo vzor¢ili na vzorénem mestu 1 (slika 19), ki se nahaja na liniji za
pripravo brezalkoholnih pija¢ OBP. Za sterilizacijo odvzemnih mest pred samim
vzoréenjem, smo uporabljali plinski gorilnik. Odvzemno mesto je bila pipa, skozi katero je,
¢e smo pipo odprli pritekel vzorec. Za vzorenje smo uporabljali sterilne steklenice
volumna 0,33 L. Vzorcenje smo opravljali enkrat dnevno.

AROMA <
B
ASKOR- ‘;‘
BINSKA il | )
MESALEC KISLINA
<t
SUROVIN <
< CIT-
ZA RON- N
ska || R
LINTJO 1 o
KIS- v
LINA A
ODZRACEVANIJE
> VODE
(DEAERIRANA
RAZTAPLANIE VODA) 1
SLADKORJA
TANK
> ZA
SLADKORNO
RAZTOPINO
ZA
SLADKOR
HLADILNIK TANK
ZA
VODO

Slika 19: Vzorcno mesto deaerirane vode v prostoru polnilne linije OBP

Legenda:
1. vzoréno mesto deaerirana voda

—: pitna voda

: deaerirana voda

— 5 sladkorna raztopina

—: citronska kislina

» . askorbinska kislina

—» aroma
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3.2.2.7 Vzorc¢enje koncnih proizvodov

V okviru notranjega nadzora vzorcijo kon¢ne proizvode napolnjene v plastenke vsako uro
iz tekoCega traku polnilnih linij 1 in 2. Kon¢ne proizvode nato transportirajo do
laboratorija, kjer poteka mikrobioloska preiskava kon¢nih proizvodov.

3.2.3 Mikrobioloske preiskave

3.2.3.1 Mikrobioloska preiskava brisov

Po konCanem vzorCenju povrSin z brisi v prostorih polnilne linjije 1 smo vzorce
transportirali do laboratorija. Vsebino brisa smo v laboratoriju ro¢no premesali, asepti¢no
zlili v sterilno petrijevko, dodali stopljeno in na 50 °C ohlajeno gojis¢e OA2x in inkubirali
48 ur pri temperaturi 30 °C. Gojis¢a smo dnevno pregledovali s pomoc¢jo mikroskopa in
steli zrasle kolonije. Stevilo mikroorganizmov smo izrazili kot $tevilo mikroorganizmov v
5 mL brisa (CFU / 5 mL).

3.2.3.2 Mikrobioloska preiskava zraka

.....

.....

LT7, SB, NA, PA je trajala 48 ur v termostatu pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji smo
presteli zrasle kolonije in to Stevilo pretvorili v korigirano Stevilo kolonij z uporabo tabele
za pretvorbo (angl., positive hole conversion table) (Morris in sod.. 2000).

Stevilo mikroorganizmov smo izrazili kot koncentracijo mikroorganizmov na volumsko
enoto zraka (CFU/m’), ki smo jo dolo&ili s pomo&jo enacbe:

Stevilo mikroorganizmov (CFU/m’) = $tevilo korigiranih kolonij na plos& x 1000 /
volumen vzorcenega zraka (Morris in sod.. 2000).

Zrak in CO; smo preko polnilnih igel in zra¢nega filtra vpihovali na gojisca priblizno 30
sekund, kar smo ocenili glede na pretok, da ustreza volumnu 200 L zraka.

3.2.3.3 Mikrobioloska preiskava surovin in kon¢nih proizvodov

Plastenko z vzorcem konc¢nega proizvoda (pijaca B, C, D, E, F, G in izvirska voda),
steklenico z vzorcem surovine (deaerirana voda) smo dobro premesali. Vrat plastenke ali
steklenice smo nato obzgali, prelili 500 mL (kon¢ni proizvod) oz. 330 mL (surovina)
vzorca v sterilen lijak, in ga s pomocjo vakuumske crpalke prefiltrirali preko
membranskega filtra z velikostjo por 0,45 um. V primeru filtracije konénih proizvodov, ki
jih polnijo na polnilni liniji 1, smo filter papir poloZili na sterilno gojis¢e OA 1x. V
primeru filtracije izvirske vode, smo filtre polozili na sterilna gojis¢a LT7, PS in SB.
smo inkubirali 48 ur pri 37 °C. Po koncani inkubaciji smo presteli kolonije
mikroorganizmov in jih izrazili kot Stevilo mikroorganizmov v prefiltriranem volumnu
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vzorca, in sicer: CFU / 330 mL za deaerirano vodo, v primeru filtracije izvirske vode: CFU
/ 250 mL izvirske vode za koliformne bakterije, CFU / 250 mL izvirske vode za
enterobakterije, CFU / 500 mL izvirske vode za bakterije vrste Pseudomonas aeroginosa.
V primeru filtracije kon¢nih proizvodov B, C, D, E, F, G smo izrazili Stevilo
mikroorganizmov v CFU / 500 mL pijace. Plastenko z vzorcem kon¢nega proizvoda (pijaci
H in I) nismo prefiltrirali, saj je gostota pijace vecja kot pri ostalih omenjenih vzorcih, zato
smo odpipetirali 5 ml vzorca v prazno petrijevko, prelili pijaco z gojis¢em OA2x ohlajenim
na 45 °C in inkubirali 3 dni pri temperaturi 35 °C. Po inkubaciji smo presteli kolonije
mikroorganizmov in jih izrazili kot Stevilo mikroorganizmov v CFU / 5 mL vzorca. Za
dolo¢anje skupnega Stevila aerobnih mezofilnih bakterij v izvirski vodi, smo odpipetirali 1
mL vode v dve prazni petrijevki, prelili vodo z gojis¢em NA ohlajenim na 45 °C in eno
petrijevko inkubirali 24 ur pri 37 °C, drugo pa 72 ur pri 22 °C. Po inkubaciji smo presteli
kolonije mikroorganizmov in jih izrazili kot Stevilo v CFU / 1 mL vzorca.

3.2.4 Identifikacija mikroorganizmov

Tekom opravljanja diplomskega dela smo izbrane kolonije plesni, kvasovk in bakterij
poslali na identifikacijo na Institut za mikrobiologijo in imunologijo medicinske fakultete v
Ljubljani.

3.2.5 Rast izbranih mikroorganizmov v brezalkoholnih pijacah

Po zakljucku preiskave doloc¢enega vzorca (bris, zrak, zZivilo), smo izbrane, identificirane
kolonije kvasovk, plesni in bakterij z cepilno zanko asepti¢no nacepili v kon¢ne proizvode
(pijace A-I). Pijace kontaminirane z mikroorganizmi smo v plastenkah postavili v prostor
na temperaturo 30°C in vsak jih dan vizualno opazovali ter belezili vrsto in ¢as sprememb
v pijacah.
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4 REZULTATI
4.1 POLNILNA LINIJA 1

4.1.1 Koncentracije mikroorganizmov na povrsinah v septi¢cnem prostoru polnilne
linije 1

V ¢casu od 28.06.2005 do 21.09.2005 smo opravili 120 vzoréenj povrSin v septicnem delu
polnilne linije 1. V okviru notranje kontrole so dolocene naslednje mejne koncentracije
mikroorganizmov:

- zabakterije do4 CFU /5 mL,

- zakvasovkedo 1 CFU/5 mL

- in za plesni do 2 CFU /5 mL pri tem, da je vzoréena povriina 20 cm’.
Rezultati, ki so enaki ali ve¢ji od mejnih koncetracij se oznacijo kot odstopanje od
predpisane koncentracije in so v preglednici 7 oznaceni kot neustrezni rezultati.

Od 120 vzorcev 34 vzorcev (28 %) ni ustrezalo. 1z rezultatov v preglednici 7 vidimo, da so
bili na vseh vzor¢nih mestih, razen vzor¢nega mesta 7. Dozirnik pokrovckov, rezultati
obcCasno neustrezni. Na vzorénem mestu 1.A Zacetek transporta plastenk znotraj traku je
bilo od skupno 12 vzorcev 33 % neustreznih (4 vzorci), in sicer na povrSini omenjenega
vzor¢nega mesta so bile prisotne kolonije plesni. Na vzorénem mestu 2.A Sredina
transporta plastenk znotraj traku je bilo 8 % vzorcev neustreznih (od skupno 12 vzorcev, 1
vzorec neustrezen). Na vzorénem mestu 2.B Sredina transporta plastenk zunaj traku je bilo
17 % vzorcev neustreznih (od skupno 12 vzorcev 2 vzorca neustrezna) in sicer so bile
prisotne kolonije plesni. Na vzor¢nem mestu 3.A Konec transporta plastenk znotraj traku je
bilo 17 % vzorcev neustreznih (od skupno 12 vzorcev 2 vzorca neustrezna) in sicer so bile
prisotne kolonije plesni in kvasovk hkrati. Na vzorénem mestu 3.B Konec transporta
plastenk zunaj traku je bilo 42 % vzorcev neustreznih (od skupno 12 vzorcev 5 vzorcev
neustreznih), prisotne so bile hkrati kolonije kvasovk in plesni. Na vzor¢em mestu 4.
Zalogovnik pokrovckov je bilo 33 % vzorcev neustreznih (4 vzorci) in sicer so bile v vseh
primerih prisotne kolonije plesni.

Najvec neustreznih rezultatov je bilo na vzor¢nih mestih 1.B in 6. Na vzorénem mestu 1.B
Zacetek transporta plastenk zunaj je bilo od skupno 12 vzorcev 58 % neustreznih (7
vzorcev) in od teh sedmih vzorcev so bile enkrat prisotne kolonije bakterij in Sestkrat
kolonij plesni. Na vzorénem mestu 6. Tla ob sortirniku pokrov€kov je bilo 67 % vzorcev
neustreznih (8 vzorcev) in sicer trikrat so bile prisotne na povrSini vzorCenga mesta
kolonije kvasovk in petkrat kolonije plesni.

Najmanj neustreznih rezultatov je bilo na vzornem mestu 5. Vertikalni transport
pokrovckov in sicer je bilo 8 % vzorcev neustreznih (1 vzorec).
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Preglednica 7: Raznolikost in pogostost mikroorganizmov na povrsinah v septicnem delu polnilne
linije 1

Neustrezgn Mikroorganizmi v neustreznih vzorcih
5 rezultati
7 Stevilo
Vzorc¢no mesto : B K P K+P
brisov o/ 1
n %o
NIl % | N % | N|% | N|%
1.A Zacetek
transporta plastenk - 12 4 33 |0 0 0 0 4 | 100 O 0
znotraj traku
1.B Zacetek
transporta plastenk - 12 7 58 |1 14 0 0 6 86 0 0
zunaj traku
2.A Sredina
transporta plastenk - 12 1 8 0 0 0 0 I |100] O 0
znotraj traku
2.B Sredina
transporta plastenk 12 2 17 |0 0 0 0 2 | 100 O 0
- zunaj traku
3.A Konec transporta | 2 1710l o boflofo] o] 2]100
plastenk - znotraj
3.B Konec transporta | 1, | 5 | 45 | o o Jo|o|o] o s |100
plastenk - zunaj
4. Zalogovnik 12 4 13310) o Jojo|4]100]0]o0
pokrovckov
5. AVertikalni
transport 12 1 8 0] O 0 0 1 [ 100 | O 0
pokrovékov
6-Tla ob sortirniku |, | ¢ | 67 o) o |3 )38|5]|6]o0] o0
pokrovckov
7-Dozirnik 12 ol ojolofJoJoJo]o ol o
pokrovckov
SKUPAJ 120 34 28 |1 3 3 9 23] 67 | 7 | 21
Legenda:
B: bakterije
K: kvasovke
P: plesni

n: Stevilo neustreznih vzorcev

N: pogostost pojavljanja mikroorganizmov v neustreznih vzorcih

%': odstotek neustreznih vzorcev izmed vseh vzorcev na doloéenem vzorénem mestu

%?: odstotek neustreznih vzorcev glede na delez posameznih mikroorganizmov v posameznem vzorcu
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4.1.2 Koncentracije mikroorganizmov v zraku v septicnem prostoru polnilne linije 1

Z vzorcevalnikom zraka smo vzorcili zrak septicnega delu polnilne linije 1 na vzor¢nih
mestih opisanih v preglednici 4, uporabljali smo gojis¢e oranzni agar (OA1x). Za zrak v
septicnem delu polnilne linije 1 veljajo v okviru notranjega nadzora predpisane najvisje
koncentracije mikroorganizmov:

bakterije: 5 CFU / m’ zraka

plesni: 2 CFU / m® zraka

kvasovke: 2 CFU / m’.
V Garderobi je predpisana koncentracija mikroorganizmov 0 CFU / m”.

V preglednici 8 so prikazane koncentracije mikroorganizmov v zraku septicnega prostora
polnilne linije 1. Od skupno 60 vzorCenj zraka je bila koncentracija plesni presezena 17-
krat, in 2 krat koncentracija kvasovk.

Preglednica 8: Koncentracije mikroorganizmov (CFU/m®) v septi¢nem prostoru linije 1

Koncentracije mikroorganizmov (CFU/m®) na vzoré&nih mestih
Vz)itél;:}a 1.C Zaetek | 3.C Konec 5.C Transport | 8. Izhodni
transporta transporta « s 9.Garderoba
plastenk plastenk pokrovckov | tekoci trak
28.06.05 4 (plesen) 0* 4 (plesen) 0* 0*
06.07.05 0* 0* 0* 0* 0*
12.07.05 0* 0* 0* 0* 0*
4 (plesen
19.07.05 0* 12 (plesen) 0* 4 (plesen) |— (g asov1)<e)
27.07.05 0* 0* 0* 4 (plesen) 0*
03.08.05 0* 0* 4 (plesen) 0* 0*
10.08.05 4 (plesen) 0* 0* 0* 0*
18.08.05 0* 0* 4 (plesen) 0* 0*
24.08.05 0* 0* 4 (plesen) 16 (plesen) 8 (plesen)
08.09.05 0* 0* 0* 0* 4 (plesen)
14.09.05 0* 0* 4 (plesen) 0* 0*
4 (plesen
21.09.05 4 (plesen) | — (lf‘ljasovlge) 0* 4 (plesen) 0*
SKUPAJ
i) 12 (3) 12 (3) 12 (5) 12 (4) 12 (4)
Legenda:

* CFU /2501
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4.1.3 Koncentracije mikroorganizmov na povrsinah in v zraku v asepticnem prostoru
polnilne linije 1
V ¢asu od 01.06.2005 do 30.09.2005 smo v asepti¢nem prostoru polnilne linije 1 opravili
797 vzorcenj povrSin z brisi in 108 vzorCenj zraka. Za asepti¢ni prostor je predpisana
koncentracija mikroorganizmov:

e povrsine 0 CFU /5 mL

e inzazrak 0 CFU/n’.
Rezultati, ki ne ustrezajo zahtevam so v preglednicah 9 in 10 oznaceni kot neustrezni.

Preglednica 9: Raznolikost in pogostost mikroorganizmov na povrsinah v aseptiénem prostoru
polnilne linije 1

Neustrezni Mikroorganizmi v neustreznih
. Stevilo rezultati vzorcih
Vzortno mesto brisov o, LB K| P |B+K| B+P | K+P | B+P+K
" CININ]NT N N N N
1. Vhodni trak 120 90 | 752 ]|47] 6 5 1 25 4
2. Izhodni trak 106 18 | 171 ]10] 4 0 0 2 1
3. Transport 21 3 Jalol1l2l 0] o0l o] o
pokrovckov
4. Zapiralec 30 7 l21l0)s5] 1] 0o | o | 1 0
pokrov zgoraj
S Zapiralec | 20 1 17slolofl1] o] o] o 0
pokrov spodaj
6. Zapiralec
pokrov-vodilna 27 3 1mjpoj|2|1 0 0 0 0
krivulja
7. Zapiralec steber 23 5 22101 0] 4 0 1 0 0
8. Zapiralec .steber 16 1 s lol1lo 0 0 0 0
znotraj
9. Zapiralna glava 149 5 3 ]1]0] 4 0 0 0 0
10. Polnilna igla 186 6 3101 4 1 0 0 0
11. Stena pri 34 o Jojlofojo] o] o] o 0
polnilcu
12. Tla pri vhodu 17 4 23101410 0 0 0 0
13. Ta pri 19 13 63lo0f13/ 00 0] 0| o 0
zapiralcu
14. Tla pri polnilcu 18 7 39111310 1 0 2 0
15. Tla pri
splakovalniku 12 2 161 0|1 1 0 0 0 0
plastenk
Skupaj 798 165 | 21 | 5 | 88 | 28 7 2 30 5
Legenda:

n: §tevilo neustreznih vzorcev glede na Stevilo vseh vzorcev na vzorénem mestu
N: pogostost pojavljanja mikroorganizmov v neustreznih vzorcih
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% odstotek neustreznih vzorcev izmed vseh vzorcev na vzorénem mestu
B: bakterije

K: kvasovke

P: plesni

Od 797 vzorcev povrsin, 165 vzorcev (21 %) ni ustrezalo. V preglednici 9 vidimo, da so
bili rezultati na vseh vzorénih mestih, razen vzor¢nega mesta 11, obCasno neustrezni.
Najve¢ neustreznih rezultatov je bilo na vzor¢nih mestih 1.,13. in 14. Na vzorénem mestu
1. Vhodni tekoci trak je bilo od skupno 120 vzorcev, kar 75 % rezultatov neustreznih (90
vzorcev), na vzorénem mestu 13. Tla pri zapiralcu je bilo 63 % rezultatov neustreznih (13
vzorcev) in na vzorénem mestu 14. Tla pri polnilcu je bilo 39 % rezultatov neustreznih (7
VZorcev).

V preglednici 10 so podani rezultati dolo¢anja mikroorganizmov v zraku asepti¢nega dela
polnilne linije 1. Od 108 vzorcev, jih 11 (10,2 %) ni ustrezalo. V zraku smo najveckrat
dolocili plesni.

Preglednica 10: Raznolikost in pogostost mikroorganizmov v zraku v asepti¢nem prostoru polnilne
linije 1

Vzoréno Stevilo Nreel;s]:ll;zzt?l Mikroorganizmi v neustreznih vzorcih
mesto vzorcenj n 0! Plesni Kvasovke B+K
N %’ N %’ N %"
16. Zrak v
asepticnem 108 11 10,2 8 72,72 2 18,18 1 9,0
prostoru
Legenda:

n: Stevilo neustreznih vzorcev

N: pogostost pojavljanja mikroorganizmov v neustreznih vzorcih

%! odstotek neustreznih vzorcev izmed vseh vzorcev na dolo¢enem vzorénem mestu

%?: odstotek neustreznih vzorcev glede na delez posameznih mikroorganizmov v posameznem vzorcu

4.1.4 Koncentracije mikroorganizmov v konénih proizvodih

V casu od 01.06.2005 do 30.09.2005 smo opravili 1135 mikrobioloskih preiskav kon¢nih
proizvodov, ki so jih polnili v asepticnem proostoru polnilne linije 1. Za konéne proizvode
B, C, D, E, F, G je v okviru notranje kontrole predpisana koncentracija 0 CFU / 500 mL, za
konc¢na proizvoda H in I pa je predpisana koncentracija 0 CFU / 5 mL. Rezultati, ki niso
izpolnjevali zahtev, so v preglednici 11 oznaceni neustrezni.

Iz rezultatov v preglednici 11 lahko vidimo, da od 1135 vzorcev, 248 vzorcev (22 %) ni
ustrezalo. V pijaci D je bilo Stevilo mikroorganizmov negativno v 500 mL pijace, v pijaci
H pa v 5 mL pijace. V pijaci B je bilo od 76 vzorcev 15 vzorcev neustreznih, v pijaci C pa
je bilo od 144 vzorcev 37 vzorcev neustreznih. V pijaci E, kjer je bilo Stevilo vzorcev
najvi§je je bilo od 415 vzorcev 106 vzorcev (25 %) neustreznih. Najve¢ neustreznih
rezultatov je bilo v pijaci F in sicer od 187 vzorcev je bilo 60 vzorcev (32 %).
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Preglednica 11: Raznolikost in pogostost mikroorganizmov v konénih proizvoedih polnjenih v

asepti¢nem prostoru polnilne linije 1

Neustrezni Mikroorganizmi v neustreznuh rezultatih
S — Stevilo rezultati
vzorcev n % B K P B+K | B+P K+P
N N N N N N
Pijaca B 76 15 20 7 1 7 0 0 0
Pijaca C 144 37 26 | 18 10 7 2 0 0
Pijaca D 15 0 0 0 0 0 0 0 0
Pijaca E 415 106 25 | 81 0 13 9 3 0
Pijaca F 187 60 32 | 54 0 2 4 0 0
Pijaca G 59 8 14 6 1 0 0 1 0
Pijaca H 25 0 0 0 0 0 0 0 0
Pijacal 214 22 10 0 4 12 0 0 0
Skupaj 1135 248 22 1136 | 16 | 41 15 4 0
Legenda:

n: $tevilo neustreznih rezultatov

N: pogostost pojavljanja mikroorganizmov v neustreznih vzorcih

%: odstotek neustreznih vzorcev izmed vseh vzorcev na dolo¢enem vzorénem mestu
B: bakterije

K: kvasovke

P: plesni

4.2 POLNILNA LINIJA 2

4.2.1 Koncentracije mikroorganizmov v zraku v prostoru polnilne linije 2

Za polnilno linijo 2, veljajo v okviru notranjega nadzora manj stroge zgornje dopustne
meje mikroorganizmov kot za polnilno linijo 1, saj polnjenje na polnilni liniji 2 ne poteka v
asepti¢nih razmerah. Zgornje mejne koncentracije mikroorganizmov v zraku v prostoru
polnilne linije 2 so:
- med polnjenjem pijace z dodanim CO,:
0 bakterije: do 10 CFU / m® zraka
0 kvasovke: do 5 CFU/ m’ zraka
0 plesni: do 5 CFU / m’ zraka
- med polnjenjem vode oziroma pijac brez dodanega CO,:
0 koliformne bakterije: 0 CFU/ m’ zraka
0 enterokoki: 0 CFU/ m® zraka
0 skupno itevilo aerobnih mezofilnih bakterij: 20 CFU/ m’ zraka
Rezultati, ki niso izpoljnjevali zahtev, so v preglednici 12 oznaceni neustrezni.

Z vzorCevalnikom zraka smo vzor€ili zrak na vzorénih mestih opisanih v preglednici 6.
Uporabljali smo gojis¢e oranZni agar (OAlx). V preglednici 12 vidimo, da je bila
koncentracija plesni v zraku od skupno 6 vzorcenj na vzorénem mestu 1.Izplakovalnik
plastenk preseZena dvakrat in enkrat na vzorénem mestu 2.Zapiralec plastenk. Bakterij in
kvasovk v zraku ni bilo prisotnih.
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Preglednica 12: Koncentracije plesni v prostoru polnilne linije 2 med polnjenjem pijace z dodanim

CO,
Datum Koncentracije plesni (CFU/m’) na vzorénih mestih
vzorcenja 1. Izplakovalec plastenk 2. Zapiralec plastenk
26.07.05 4 0
28.07.05 8 0
23.08.05 16 20
28.08.05 0
06.09.05 0 4
08.09.05
(nilll(sltjlzirfo) 20 2) 28(1)
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Preglednica 13, prikazuje rezultate 12 vzorcenj zraka v prostoru polnilne linije 2 med

na gojis¢e LT7, na gojis¢e SB in na gojis¢e NA. Med polnjenjem izvirske vode je v okviru
notranje kontrole dolo¢eno, da v m’ zraka ne sme biti prisotnih koliformnih bakterij,
enterokokov, skupno $tevilo aerobnih mezofilnih bakterij pa ne sme presegati 20 CFU/ m’
zraka. Zrak v prostoru polnilne linije 2 med polnjenjem vode ni bil kontaminiran z
koliformnimi bakterijami ali enterokoki, Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij pa je bilo
neustrezno le enkrat in sicer dne 04.08.05.
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Preglednica 13: Koncentracije mikroorganizmov v prostoru polnilne linije 2 med polnjenjem izvirske

vode
Datum vzorcenja Gojisce Koncentracije mikroorganizmov (CFU/m’) na vzorénih
mestih
1.Izplakovalec plastenk 2.Zapiralec plastenk
05.07.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 4 0*
07.07.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 4 8
14.07.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 0* 0*
20.07.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 0* 16
21.07.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 8 12
02.08.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 0* 0*
04.08.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 8 48
09.08.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 0* 0*
11.08.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 4 8
17.08.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 4 0*
19.08.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 8 4
21.09.05 LT7 0* 0*
SB 0* 0*
NA 4 4
Legenda:

LT7: gojisce Laktozni agar s tergitolom

NA: gojis¢e Hranljivi agar

SB: gojis¢e Slanetz & Bartley medium

*0 CFU/250 L
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4.2.2 Koncentracije mikroorganizmov, izoliranih iz zraka in CO; preko polnilnih igel
in zra¢nega filtra v prostoru polnilne linije 2

Zgornje mejne koncentracije mikroorganizmov v CO,, ki se uporablja pri polnjenju
brezalkoholnih pija¢ z dodanim CO; na polnilni liniji 2, so:

- bakterije: do 2 CFU / m’ CO,

- kvasovke: do 2 CFU / m® CO,

- plesni: do 2 CFU / m’ CO,

Zgornje mejne koncentracije mikroorganizmov v zraku polnilnih igel, ki se uporabljajo za
polnjenje izvirske vode na polnilni liniji 2, so:

- skupno $tevilo aerobnih mezofilnih bakterij: do 20 CFU / m’ zraka

- koliformne bakterije: do 0 CFU / m® zraka

- bakterije rodu Pseudomonas: do 0 CFU / m’® zraka

- enterokoki: do 0 CFU / m’ zraka

- kvasovke: do 2 CFU / m® zraka

- plesni: do 2 CFU / m® zraka
Ce je bila dolotena koncentracija mikroorganizmov vi§ja od predpisane zgornje
koncentracije, so v preglednici 14 in 15 rezultati oznaceni kot neustrezni.

Pri vzorenju smo uporabljali gojiS¢e oranzni agar (OAlx) med polnjenjem pijace z
dodanim CO,. Gojis€a: pivinski agar, laktozni agar s tergitolom (LT7), hranljivi agar
(NA), Pseudomonas agar (PA) in Slanetz & Bartley medium (SB) smo uporabljali za
vzorcenje zraka in vpihanega zraka med polnjenjem izvirske vode.

V ¢asu od 01.06.2005 do 30.09.2005 smo opravili 19 vzoréenj CO, preko zracnega filtra z
vpihovanjem CO; na gojis¢e OA1x (Vzorc¢no mesto 3, preglednica 14 ) in 23 vzorcenj CO,
iz treh nakljuno izbranih polnilnih igel (Vzoréno mesto 4 ). Trikrat (13 %) je bila
preseZena koncentracija mikroorganizmov v CO; polnilnih igel in petkrat (56 %) v CO», ki
potuje skozi zracni filter. Med polnjenjem izvirske vode je bilo opravljeno 19 vzorcenj
zraka preko zrac¢nega filtra in 59 vzorcenj zraka iz treh naklju¢no izbranih polnilnih igel, z
vpihovanjem zraka na gojisce pivinski agar. V 34 vzorcih zraka (58 %) iz polnilnih igel in
v 8 vzorcih zraka (42 %), ki se filtrira preko zracnega filtra je bila ugotovljena presezena
dovoljena koncentracija mikroorganizmov.



Bornsek M. Vpliv snaznosti polnilnih linij za brezalkoholne pijace na kakovost kon¢nih proizvodov. 49
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Oddelek za Zivilstvo, Biotehniska fakulteta, 2006

Preglednica 14: Raznolikost in pogostost izoliranih mikroorganizmov v prostoru polnilne linije 2 med
polnjenjem izvirske vode in pijace z dodanim CO,

Vzoréno Stevilo Neustrezni Mikroorganizmi
mesto vzorcenj rezultati
n %! Bakterije Plesni B+P

N |% | N |% | N |%
3. Zracni 9 5 56 3 60 1 20 1 20
filter (C0,)
4.Polnilne 23 3 13 2 | 66,6 1 333 0 0
igle (CO0,)
3. Zracni 19 8 42 1 12,5 6 75 1 12,5
filter (zrak)
4.Polnilne 59 34 58 6 18 28 82 0 0
igle (zrak)
Legenda:

n: $tevilo neustreznih rezultatov

N: pogostost pojavljanja mikroorganizmov v neustreznih vzorcih

B + P: bakterije in plesni

%! odstotek neustreznih vzorcev izmed vseh vzorcev na doloenem vzorénem mestu

%?: odstotek neustreznih vzorcev glede na delez posameznih mikroorganizmov v posameznem vzorcu

V preglednici 15 so prikazani, rezultati vzorcéenj zraka z vpihovanjem zraka skozi polnilne
igle in preko zracnega filtra.
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Preglednica 15: Koncentracije mikroorganizmov v vpihovanem zraku polnilih igel in zrac¢nega filtra v
prostoru polnilne linije 2 med polnjenjem izvirske vode

Datum vzorcenja

Koncentracija mikroorganizmov v zraku CFU/ m’

Gojisce | Polnilna | Polnilna | Polnilna | Gojisce Zracni filter
igla 1 igla 2 igla 3
05.07.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
PA 0* 0* 0* NA 5
07.07.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
PA 0* 0* 0* NA 5
14.07.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
PA 0* 0* 0* NA 0*
20.07.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
PA 0* 0* 0* NA 0*
21.07.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
PA 0* 0* 0* NA 10
02.08.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
PA 0* 0* 0* NA 0*
04.08.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
NA 40 45 40 NA 60
09.08.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
NA 25 10 10 NA 0*
11.08.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
NA 0* 0* 27 NA 5
17.08.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
NA 0* 0* 0* NA 5
19.08.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
NA 5 20 40 NA 10
21.09.2005 LT7 0* 0* 0* LT7 0*
SB 0* 0* 0* SB 0*
NA 0* 15 55 NA 5
Legenda:

LT7: gojisce Laktozni agar s tergitolom
NA: gojisc¢e Hranljivi agar
SB: gojis¢e Slanetz & Bartley medium
PA: gojisée Pseudomonas agar

*0CFU/200L
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V zraku ni bilo prisotnih bakterij rodu Pseudomonas, enterokokov in koliformnih bakterij.
Skupno Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij je bilo preseZzeno 7x v zraku polnilnih igel in
1x v zraku iz zranega filtra.

4.2.3 Koncentracije mikroorganizmov v kon¢nih proizvodih

Preglednica 16 prikazuje rezultate 301 mikrobioloske preiskave izvirske vode, ki jo polnijo
na polnilni liniji 2. V izvirski vodi ni bilo ugotovljenih neustreznih rezultatov.

Preglednica 16: Rezultati mikrobioloskih preiskav izvirske vode

: B B, B; B, Bs
Stevilo erlzllsl::;tzim (CFU/ (CFU/ (CFU/ (CFU/ | (CFU/
Vzorec vZorcev 250ml) | 250ml) | 500ml) | 1ml) | 1ml)
n N N N N N
Izvirska 301 0 0 0 0 0 0
voda
Legenda:

n: $tevilo neustreznih rezultatov

N: pogostost pojavljanja mikroorganizmov v neustreznih vzorcih

B;: koliformne bakterije

B,: enterokoki

Bj3: bakterije rodu Pseudomonas

B, : aerobne mezofilne bakterije v 1ml (24 -urna inkubacija pri 22 °C)
Bs: aerobne mezofilne bakterije v 1ml (24 -urna inkubacija pri 37 °C )

Opravili smo 117 mikrobioloskih preiskav kon¢nega proizvoda A na polnilni liniji 2. Za
kon¢ne proizvode je v okviru notranje kontrole predpisana koncentracija mikroorganizmov
0 CFU / 5 mL. V preglednici 17 lahko vidimo, da je bilo od skupno 117 vzorcev, 10 %
rezultatov neustreznih (12 vzorcev).

Preglednica 17: Raznolikost in pogostost mikroorganizmov, izoliranih v konénem proizvodu A

Vzorec Stevilo Neustrezni Mikroorganizmi v neustreznuh rezultatih
vzorcev rezultati
n % B K P B+K | B+P K+P
N N N N N N
Pijaca A 117 12 10 4 0 8 0 0 0

Legenda:

n: Stevilo neustreznih rezultatov

N: pogostost pojavljanja mikroorganizmov v neustreznih vzorcih
B: bakterije

K: kvasovke

P: plesni
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4.3 LINIJA OBP

4.3.1 Rezultati mikrobioloskih preiskav deaerirane vode

V ¢asu od 01.06.2005 do 30.09.2005 smo opravili 68 vzorcenj surovine deaerirana voda v
prostoru linije OBP. Rezultati mikrobioloskih preiskav vzorcev deaerirane vode, ki se
uporablja kot surovina za pripravo brezalkoholnih pijac, ki se polnjijo na liniji 1 so
prikazani v preglednici 18. Za deaerirano vodo je predpisana koncentracija
mikroorganizmov 0 CFU/330 mL.

Preglednica 18: Raznolikost in pogostost mikroorganizmov, izoliranih v vzorcih deaerirane vode

Vzoréno mesto Stevilo Neustrezni | Mikroorganizmi v neustreznih vzorcih
vzorcenj rezultati
n % K B P | K+B | B+P | P+K
Deaerirana voda 68 40 59 6 28 0 3 2 1

Legenda:
n: Stevilo neustreznih rezultatov
K: kvasovke
B: bakterije
P: plesni

Od 68 vzorcev, 40 vzorcev (59 %) ni ustrezalo. Iz rezultatov, ki so zapisani v preglednici
18 vidimo, da so bile bakterije najbolj pogosto vzrok za neustreznost vzorca.

4.4 IDENTIFICIRANI MIKROORGANIZMI

V preglednici 19 so rezultati izbranih mikroorganizmov, ki so jih identificirali na Institutu
za mikrobiologijo in imunologijo v Ljubljani. Izbrali smo naslednje mikroorganizme:
kolonije kvasovk in plesni, ki smo jih izolirali iz dveh kon¢nih proizvodov, ki jih polnijo
na liniji 1. Kolonije bakterij, ki smo jih izolirali iz surovine deaerirana voda, za pripravo
kon¢nih proizvodov na liniji OBP, kolonije plesni, ki smo jih izolirali iz zraka v
asepticnem prostoru in v septicnem prostoru in kolonije kvasovk, ki smo jih izolirali iz
povrSin ali zraka septinega in aseptiCnega prostora polnilne linije 1. Kolonije
mikroorganimov, ki so zrasle na gojiScu smo trikrat precepili iz gojis¢ OAlx ali OA2x na
sveze pripravljeno isto gojisce tako, da smo kolonije ¢imbolj osamili.

4.4.1 Mikroorganizmi v septi¢nem prostoru polnilne linije 1

Na vzor¢em mestu 1.A Zacetek transporta plastenk so bile identificirane plesni rodu
Trichoderma sp., na vzorénem mestu 2.A Sredina transporta plastenk znotraj, plesni vrste
Alternaria alternata, na vzoréem mestu 3.A Konec transporta plastenk, plesni vrste
Fusarium oxysporum in na vzorénem mestu 3.B Konec transporta plastenk zunaj,
kvasovke vrste Candida itermedia. Omenjena mesta, razen mesta 3.B, predstavljajo zaprti
prostor traku, po katerem plastenke s pomocjo zra¢nega transporta potujejo do asepti¢nega
prostora. Zrak ob izhodnem traku, vzor¢no mesto 8, je bil kontaminiran s plesnimi rodu
Cladosporium, v prostoru za preoblacenje, vzoréno mesto 9, so bile plesni vrste
Aurebasidium pullulans. Tla ob dozirniku pokrovckov, vzoréno mesto 6 so bila
kontaminirana s plesnimi rodu Trichoderma. Na vzorénem mestu 4. Povr$ina pleksi stekla,
ki pokriva komoro, v kateri se nahajo pokrovcki in ki je del zalogovnika pokrovckov, je
bila kontaminirana s plesnimi rodu Penicillium.
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Preglednica 19: Mikroorganizmi, ki so bili identificirani na polnilni liniji 1 in liniji OBP

Linija Vzoréno mesto Vzorec Identificirani mikroorganizmi
Ig?;i,a Vzoréno mesto 1. Surovina Enterobacter sakazakii
Vzoréno mesto 1.A Zacetek
transporta plastenk — Bris Trichoderma sp.
znotraj traku
Vzor¢no mesto 2.A Sredina
transporta plastenk — Bris Alternaria alternata
znotraj traku
Vzoréno mesto 3.A. Konec
transporta plastenk — Bris Fusarium oxysporum
Septicn znotraj traku
i%slfolr Vzoréno mesto 3.B Konec
pros transporta plastenk — zunaj Bris Candida itermedia
polnilne
e traku
linije 1 = -
Vzor¢no mesto 4. Pleksi
steklo na zalogovniku Bris Penicillium sp.
pokrovckov
Vzoréno mesto 6. Tla ob . .
dozirniku pokrovekov Bris Trichoderma sp.
Vzor¢no mesto 8. Zrak ob :
izhodnem tekoCem traku Zrak Cladosporium sp.
Vzoréno mesto 9. Zvrak.v Zrak Aurebasidium pullulans
prostoru za preoblacenje
Vzoréno mesto 1. Vhodni Bris Candida guilliermondii
tekoci trak
Vzoréno rnevsf[o 2. Izhodni Bris Cladosporium
tekodi trak
Vzoréno mesto 3. Transport . . ..
» Bris Paecilomyces marquandii
pokrovckov
Vzoréno mesto 4. Zapiralec . .
. Bris Fusarium oxysporum
pokrov zgoraj
Asepti¢ni | Vzoréno mesto 9 Zapiralni Bris Paecilomyces marquandii
prostor glavi
polnilne Vzoréno mesto 10. Stiri Bris Sporobolomyces salmonicolor
linije 1 polnilne igle P y
Vzortno mesto 12. Tla pri Bris Acremonium strictum
vhodu
Vzor¢no mesto 15. Tla pri . .
izplakovalniku plastenk Bris Cladosporium sp.
Vzoréno .rvnesto 16. Zrak v Zrak Geotrichum sp.
asepticnem prostor
Plastenka za Bris Aspergillus flavus
izplakovalnikom plastenk Perg
Polnilna Kon¢ni proizvod E Kon¢ni proizvod Paecilomyces marquandii
linija 1 Konc¢ni proizvod E Koncni proizvod Candida pelliculosa
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4.4.2 Mikroorganizmi v asepticnem prostoru polnilne linije 1

Na vzortnem mestu 1. Vhodni teko¢i trak smo izolirali kvasovke vrste Candida
guilliermondii. Plesni vrste Paecilomyces marquandii so bile dolo¢ene na vzorénem mestu
3. Transport pokrovckov in na vzorénem mestu 9. Zapiralna glava, ki je del zapiralca
plastenk v asepticnem prostoru polnilne linije 1. Na pokrovu zapiralca plastenk - zgoraj
vzoréno mesto 4., so bile identificirane plesni vrste Fusarium oxysporum. Plesni rodu
Cladosporium, so bile dolo¢ene na povrsini tekoCega traku pri izhodu iz asepticnega
prostora polnilne linije 1 (vzor¢no mesto 2. Izhodni tekoci trak) in na povrSini tal pri
izplakovalniku plastenk (vzor¢no mesto 15. Izplakovalnik plastenk). V polnilni igli,
(vzoréno mesto 10. Stiri polnilne igle) so bile identificirane plesni vrste Sporobolomyces
salmonicolor in v zraku asepti¢nega prostora (vzor¢no mesto 16.) plesni rodu Geotrichum.
Na tleh okoli odtocnega jaska pri vhodu v asepti¢ni prostor (vzor¢no mesto 12. Tla pri
vhodu) so bile identificirane plesni vrste Acremonium strictum. Iz povrSine ene izmed
plastenk na vhodnem teko¢em traku po izstopu iz izplakovalnika plastenk smo izolirali
plesni rodu Aspergillus flavus.

4.4.3 Mikroorganizmi v surovini in kon¢nem proizvodu

Surovina (deaerirana voda) je bila kontaminirana s bakterijami vrste Enterobacter
sakazakii. Kon¢ni proizvod E je bil kontaminiran s plesnimi vrste Paecilomyces
marguandii in s kvasovkami vrste Candida pelliculosa.

4.5 RAST MIKROORGANIZMOV PO NACEPITVI V KONCNE PRODUKTE

Izbrane kolonije identificiranih mikroorganizmov smo asepticno nacepili v koncne
proizvode - brezalkoholne pijace. Plastenke z kontaminirano pija¢o smo nato postavili v
prostor pri 30 °C in dnevno opazovali posledice kvara v pijatah. Zanimal nas je Cas v
katerem pride do opaznih sprememb v pijacah kot tudi posledice kvara (sprememba barve,
motnost, razslojevanje,...).

Od 9 vrst brezalkoholnih pijac, ki smo jih umetno kontaminirali s kvasovkami, bakterijami
in plesnimi, ki so zapisani v preglednici 20, se je pokvarilo 8 vrst pija¢ (B, C, D, E, F, G,
H in I), pijaca A se tekom spremljanja (30 dni) ni pokvarila.

Kvar v pijacah nacepljenih z plesnimi vrste Paecilomyces marquandi, Fusarium
oxysporum, Aspergillus flavus, Acremonium strictum, Alternaria alternata, Aurebasidium
pullulans in rodovi Cladosporium sp., Geotrichum sp., Trichoderma sp. in Penicillium sp.
se je kazal v obliki kosmicaste rasti plesni v pijacah B — G in v obliki razslojenosti pri
pijaci H in I. Kvar v pijacah nacepljenih z kvasovkami vrst Candida pelliculosa, Candida
guilliermondii, Sporobolomyces salmonicolor in Candida itermedia se je kazal v obliki
motnosti pija¢ (B, C, D, E, F, G in H). Vrsti Sporobolomyces salmonicolor in Candida
itermedia sta pri pijacah B, C, D, E, F, G, H in I povzrocali kvar v obliki bombaze
plastenk, kot posledica fermentacije. Pijaca, ki je bila umetno kontaminirana z bakterijami
vrste Enterobacter sakazakii je bila motna.
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Preglednica 20: Rast mikroorganizmov v umetno kontaminiranih pijacah
. . . | Pijaca | Pijaca | Pijaca | Pijaca | Pijaca | Pijaca | Pija¢a | Pijaca | Pijaca
Mikroorganizmi A B C D E F G H I
Paecilomyces ; w3 | w4 ) w5 ) 3| 3| 43 - -
marquandii
G A VI VI VIR DR YR IR R/ R
pelliculosa
Enterobacter | | 5 | . A Y 2 - - .
sakazakii
Gandida | ) n | s | o | e | 42 |- i
guilliermondii
C'adosslfo” um 1w |- e N .
ALEEGUIG Sl s s | o | o ) | 4 |
oXxysporum
Sporobolomyces | w3 ) ws | e | o | o | - ]
salmonicolor
Geotrichum sp. - +/2 +/4 +/4 +/1 +/1 +/2 +11 | +/11
AEpElIE S VI I T RRZ T VI [ R VIR R WY
flavus
BV S I T IRV T (. S W/ /R I N
strictum
Trichoderma sp. - +/11 +/2 +/2 +/1 +/1 +/1 - +/11
AL N ez | 2 | 2] - i
alternata
Aurebasidium ) 3 i i ] 1 9 ) )
pullulans
Penicillium sp. - +/1 +/2 +/2 +/1 +/1 +/1 +/12 +/6
(Gatnelsel R (TR I R0 VR R T (NI N VY
itermedia
Legenda 1:

+/ rast MO v pijaci in ¢as v dnevih v katerem je do opaznih sprememb prislo

- ni rasti MO v pijaci po preteku 30 dni

4.5.1 Opis rasti mikroorganizmov v vzorcih pija¢

Prve opazne spremembe nacepljenih vzorcev s plesnimi vrste Paecilomyces marquandii
smo opazili po 72 urah in sicer pri pijaci B v obliki rahle rasti na dnu plastenke, pri pijacah
E, F in G, kjer se je plesen mocno rasla v spodnjem delu plastenke 15 cm nad dnom proti
vrhu, v obliki posameznih kosmicev. Po 4 dnevih smo opazili tudi rahlo rast plesni na dnu
plastenke pri pijaci C, in po 5 dnevih rahlo rast plesni na dnu plastenke pri pijaci D. Pri
ostalih vzorcih ni bilo vizualnih sprememb.

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi vrste Aspergillus flavus smo opazili zacetek rasti po 24
urah pri pijaci B, vendar je bila rast manj intenzivna kot pri pijacah C, E, F in G. Rast je
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bila bolj izrazitejSa na dnu plastenke v premeru 5 cm, proti vrhu pa se je plesen razrasla v
obliki posameznih kosmicev. Po 36 urah smo opazili rast pri pijaci D. Po 11 dnevih smo
opazili rast plesni pri pijaci I, v kateri se je 13. dan zacel proces razslojevanja.

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi vrste Fusarium oxysporum smo opazili, da so se plesni
razrasle v pijacah: B, E, F in G v manj kot 24 urah, in sicer po celotnem volumnu pri
zadnjih treh pijacah in v spodnjem delu plastenke pri prvi pijaci. Po 5 dnevih smo opazili
rast plesni tudi pri pijaci C in D, kjer se je plesen razrasla na dnu plastenke. Po 7 dnevih
smo opazili rast pri pijaci I v obliki razslojevanja in po 14 dnevih pri pijaci H.

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi rodu Geotrichum sp. smo opazili spremembe v pijaci E
in F po 24 urah v spodnjem delu plastenke. Po 48 so se pojavile prve opazne spremembe
tudi pri pijaci B in G, vendar rast ni bila tako intenzivna kot pri pijaci E in F. Po 4 dneh
smo opazili rast tudi pri pijaci C in D v obliki posameznih kosmicev na dnu plastenke. Po
11 dnevih smo opazili proces razslojevanja v pija¢i H in I.

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi vrste Alternaria alternata smo opazili rast po 48 urah pri
pijacah: E, F in G v obliki kosmicaste rasti. Plesen se je tudi pritrjevala na stene plastenke.
Po 4 dneh smo opazili rast pri pijac¢i B, vendar rast ni bila tako intenzivna kot pri ostalih
pijacah v katerih se je plesen razrasla.

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi rodu Penicillium smo opazili rast po 24 urah pri pijac¢ah:
B, E, F in G. Plesen se je razrasla v obliki posameznih kosmicev po celotnem volumnu
pijace, vendar pa pri pija¢i B v manjSem obsegu kot pri ostalih treh pijacah. Po 48 urah
smo opazili rast pri pijac¢i C in D, kjer je plesen plavala na povrsju pijace. Pijaca I se je
pricela razslojevati po 6 dneh, pijata H pa po 12 dneh. Razslojevanje pri pijaci I se je
pricelo od zgoraj navzdol, pri pijaci H pa ravno obratno

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi rodu Trichoderma sp. smo opazili rast po 24 urah in
sicer kot rahlo rast na dnu plastenke pri pija¢ah: E, F in G. Po 48 urah smo opazili
mocnejSo rast v spodnjem delu plastenke s pijaco. Rast smo opazili tudi pri pijaci C in D
po 48 urah in po 11 dneh pri pijaci B. Pijaca I se je pricela razslojevati po 11 dneh.

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi vrste Acremonium stricticum smo opazili rast plesni po
24 urah v pijacah E, F in G. Vse omenjene pijace so bile motne v spodnjem delu plastenke.
Po preteku 72 ur so postale motne tudi pijace B, C in D, vendar je bila od vseh omenjenih,
pijaca B najmanj motna. Po 6 dnevih se je zacela razslojevati tudi pijaca L.

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi rodu Cladosporium sp. smo opazili rast po 72 urah pri
pijacah: E, F in G in sicer kot mocna rast v spodnjem delu plastenke. Po 5 dnevih se je
pojavila opazna rast tudi pri pijaci B v obliki drobnih kosmicev. Primer rasti plesni na
20jis¢u OA2x prikazuje slika 20. Kolonije plesni pod mikroskopom pri 600x povecavi
lahko vidimo na sliki 21, slika 22 pa prikazuje rast plesni v kon¢nem proizvodu.
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-
Slika 20: Plesni rodu Cladosporium na gojis¢u OA2x  Slika 21:Plesni rodu Cladosporium
(povecava: 600x)

Slika 22: Umetno kontaminirana pijac¢a z plesnimi rodu Cladosporium (desno), in kontrolni vzorec
(levo)

Pri vzorcih nacepljenih s plesnimi vrste Auerobasidium pullulans smo opazili rast po 24
urah pri pijaci E in F. Po 48 urah se je pojavila rast tudi pri pijaci G, vendar v manjSem
obsegu. Po 72 urah se je plesen pricela pritrjevati tudi na stene plastenke, razrasla pa se je
tudi v pijaci B.

Pri vzorcih nacepljenih s kvasovkami vrste Sporobolomyces salmonicolor smo opazili rast
po 24 urah pri pijaci B, ki je bila motna, vendar manj kot pijace E, F in G, v katerih smo
rast prav tako opazili v omenjenem casu. Po 48 urah so postale plastenke v katerih so bile
omenjene pijae napihnjene, kar je bila posledica fermentacije. Po 72 urah postane pijaca
C motna in plastenka napihnjena. Po preteku 72 ur postane pijaca D motna in plastenka I
napihnjena

Pri vzorcih nacepljenih s kvasovkami vrste Candida pelliculosa smo po 24 urah opazili, da
so vse pijace razen A in H postale motne. Po 72 urah se postale plastenke tudi napihnjene,
kar je bila posledica tvorbe plina CO, tekom fermentacije, ki je potekala v pijaci.
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Pri vzorcih nacepljenih s kvasovkami vrste Candida guilliermondii smo po 24 urah opazili,
da so bile pijace B, E in F motne, vendar pija¢a B v manjSem obsegu kot pijaci E in F. Po
48 urah sta postali motni tudi pijaci C in G, po preteku 72 ur pa Se pijaca D. Primer rasti
omenjene vrste kvasovk na gojis¢u OA2x prikazuje slika 23. Celice kvasovk pod
mikroskopom pri 600x povecavi lahko vidimo na sliki 24, slika 25 pa prikazuje rast
kvasovk v kon¢nem proizvodu.

Slika 23: Kvasovke vrste Candida guillermondii na Slika 24: Kvasovke vrste Candida guillermondii
OA 2x (povecava: 600x)

Slika 25: Umetno kontaminirana pijac¢a z kvasovkami vrste Candida guillermondii (desno), in kontrolni
vzorec (levo)

Pri vzorcih nacepljenih s kvasovkami vrste Candida itermedia smo opazili rast po preteku
24 ur pri pijacah B, C, E, F in G. Pijaci B in C sta bili motni v spodnjem delu plastenke,
ostale po celi prostornini. Po preteku 72 ur smo opazili napihnjeni plastenki pijace E in H,
kar je bila posledica fermentacije, pijaca D je postala motna. Po 5 dnevih je postala
napihnjena tudi plastenka z pijaco 1.

Pri vzorcih nacepljenih s bakterijami vrste Enterobacter sakazakii smo opazili rast po 72
urah, pri pijaéi E in F, ki sta bile motne v spodnjem delu plastenke. Po 5 dnevih je postala
motna tudi pija¢a B v spodnjem delu plastenke.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Polnilna linija 1

Pred zacetkom diplomskega dela, smo postavili hipotezo, da poveCano Stevilo
mikroorganizmov v proizvodnem okolju (prostori polnilnih linij, embalaza, oprema, zrak)
negativno vpliva na mikrobioloSko ustreznost kon¢nih proizvodov.

Pri proizvodnji zivil je potrebno zagotoviti ustrezno oviro med zivilom in moznim virom
kontaminacije zivila (Ponikvar in JerSek, 2002). Oprema je v proizvodnji zivil poleg ljudi
klju¢nega pomena. Med opremo tako sodi na primer zaprti trak po katerem plastenke z
zratnim transportom potujejo do asepti¢nega prostora. V kolikor so zrak in povrSine
znotraj traku kontaminirane, lahko to pomeni vir kontaminacije za plastenke, ki po
tekoCem traku potujejo do asepti¢nega prostora. V septicnem prostoru polnilne linije smo
ugotovili, da 28 % vzorcev povrsin in 32 % vzorcev zraka ni ustrezalo predpisom, ki jih v
okviru notranje kontrole dolo¢ajo zgornje mejne koncentracije mikroorganizmov
(preglednica 21).

Preglednica 21: Pogostost mikrobioloSko neustreznih vzorcev povrsin, zraka in konénih proizvodov
polnilne linije 1

Prostor Vzorci Stevilo Neustrezni vzorci
vzorcenj Stevilo %
Septicni Povrsina 120 34 28 %
prostor Zrak 60 19 32 %
Asepti¢ni PovrSina 798 165 21 %
prostor Zrak 108 11 10 %
Konc¢ni proizvodi (B do I) 1135 248 22 %

Wershofen (2003) navaja, da ima poleg povrsin in opreme, vpliv na kakovost kon¢nih
izdelkov tudi zrak v aseptiCnem prostoru polnilne linije. Zrak je obicajno v taks$nih
prostorih filtriran, vendar pa to ne pomeni, da se v prostoru ne morejo vendarle pojaviti
mikroorganizmi ali prasni delci. Nasi rezultati kazejo, da je bilo v aseptiénem prostoru
poleg 21 % vzorcev povrSin neustreznih tudi 10 % vzorcev zraka. Rezultati nakazujejo
relativno majhno, vendar ne izkljuCujoco moznost kontaminacije izdelkov z
mikroorganizmi preko zraka. V asepticnem prostoru je nadtlak filtriranega zraka, ki
preprecuje vdor zunanjega zraka. To ne pomeni, da se mikroorganizmi v asepti¢nem
prostoru ne morejo pojaviti. Kot je bilo Ze omenjeno v tocki 3.2.1.1, plastenke v asepticni
prostor in iz njega potujejo po tekocem traku. Ta trak pri vhodu v asepti¢ni prostor sega
priblizno 0,5 metra v septi¢ni prostor, kjer je moznost kontaminacije vecja. 1z septicnega
prostora trak lahko prinese mikroorganizme v asepti¢ni prostor, kar lahko vidimo tudi v
rezultatih, saj je delez neustreznih rezultatov najvecji na povrSini vhodnega tekocega traku
(75 % neustreznih rezultatov, preglednica 9).

V konénih proizvodih smo dolocili 22 % neustreznih vzorcev (preglednica 21) in ta
rezultat kaze na podobne odstotke neustreznih vzorcev kot smo jih dolocili v samem
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proizvodnem okolju tako kot navaja Wershofen (2003). Tudi DiGiacomo in Gallangher
(2001) navajata, da so najpogostejsi viri kontaminacije z mikroorganizmi v proizvodnji
brezalkoholnih pija¢, okolje polnilne linije in oprema, kjer poteka tehnoloski postopek.

Podrobnejsi pregled rezultatov, v katerem smo dolocali pogostost posameznih skupin
mikroorganizmov, ki so bili najveckrat vzrok za neustrezne rezultate, je pokazal (slika 26),
da so bile v septicnem prostoru polnilne linije 1 najpogosteje vzrok plesni. V asepticnem
prostoru so bile najpogosteje v zraku plesni in na povrSinah kvasovke, medtem ko smo v
kon¢nih izdelkih ugotovili, da so bile bakterije najveckrat vzrok neustreznosti. Kljub temu,
da je bilo vzorcenje in mikrobioloSke preiskave izvedene v enakem ¢asovnem obdobju, se
postavljajo nova vprasanja o vzrokih za neustreznost kon¢nih izdelkov.

901
80+
70+
6011

504 O Plesni
4047 B Kvasovke
304 O Bakterije

w O +~wW OQ O T

2011
(%) 1017

—_

PovrSine SP Zrak SP Povrsine AP Zrak AP Kon¢éni izdelki

Slika 26: Pogostost plesni, kvasovk in bakterij izoliranih iz vzorcev povrsin, zraka in konénih izdelkov
kot vzrokov za neustrezne rezultate na polnilni liniji 1

Legenda:
Sp septi¢ni prostor
AP asepticni prostor

Po identifikaciji izoliranih mikroorganizmov smo lahko ugotovili, da smo plesni vrste
Paecilomyces marquandii izolirali iz povrSine vertikalnega traku po katerem potujejo
pokrovcki do zapiralnih glav zapiralnega stroja, kjer jih privijejo na grlo plastenke.
Omenjeno vrsto plesni smo nasli znotraj zapiralne glave, torej na mestu, kjer je pokrovcek
pred privitjem na plastenko in v kon¢nem proizvodu. Mozna pot plesni bi bila: pokrovcki
(vertikalni trak) - zapiralna glava - kon¢ni proizvod. Wershofen (2003) navaja, da do
kontaminacije izdelka lahko pride preko kontaminirane zunanje povrSine. Nevarnost
prenosa mikroorganizmov preko embalaZe obstaja zaradi nezadostne zunanje obdelave
embalaze in zaradi ciljnega zracnega toka. Hermeti¢no zapiranje plastenk s pokrovcki je
zadnja faza tehnoloskega procesa, ki poteka znotraj asepticnega prostora. Kontaminacija
sestavnih delov zapiralca plastenk, Se posebej zapiralnih glav s strani embalaze
(pokrovckov) ali iz zraka pomeni moZnost kontaminacije kon¢nega proizvoda. Embalaza
je lahko zelo nevaren vir ali prenasalec kontaminacije zivil z mikroorganizmi (Cegnar,
1979).

Na kakovost brezalkoholnih pija¢ ima velik vpliv tudi mikrobioloSka ustreznost surovin, ki
se uporabljajo pri pripravi konénih proizvodov. Izmed surovin smo opravili mikrobiolosko
preiskavo deaerirane vode, rezultati pa so prikazani v preglednici 22.
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Preglednica 22: Pogostost mikrobioloSko neustreznih rezultatov preiskave dearirane vode

Vzorec St. vzorcev Neustrezni rezultati
Stevilo %
Deaerirana voda 68 40 59

V deaerirani vodi smo dolocili 40 % neustreznih vzorcev. Podrobnejsi pregled rezultatov, v
katerem smo dolocali pogostost posameznih skupin mikroorganizmov, ki so bili najveckrat
vzrok za neustrezne rezultate, je pokazal (slika 27), da so bile v deaerirani vodi
najpogosteje vzrok bakterije (70 %). Poleg bakterij smo v deaerirani izolirali tudi kvasovke
(15 %). Plesni smo v deaerirani vodi izolirali skupaj z bakterijami (5 %) in z kvasovkami
(2,5 %). Kvasovke in bakterije so bile prisotne v 7,5 % neustreznih rezultatov. Glede na
to, da smo iz kon¢nih proizvodih, ki jih polnijo na polnilni liniji 1 izolirali kvasovke,
bakterije in plesni (slika 26), je lahko za kontaminacijo le-teh kriva tudi neustrezna
mikrobioloSka kakovost omenjene surovine, kljub pasterizaciji kon¢nega proizvoda.

OKvasovke

W Bakterije

OPlesni

OKvasovke in bakterije

W bakterije in plesni
OPlesni in kvasovke

Deaerirana voda

Slika 27: Pogostost plesni, kvasovk in bakterij izoliranih iz surovine deaerirana voda

Da bi lahko bolj podrobno ugotovili mozne povezave med kontaminacijo okolja,
kontaminacijo surovin in kontaminacijo konc¢nih proizvodov, bi morali spremljati
pogostost pojavljanja posameznih izolatov v okolju, surovinah in v kon¢nem proizvodu ter
uporabiti bolj natan¢no karakterizacijo izolatov za njihovo sledenje (JerSek, 2005).

5.1.2 Polnilna linija 2

Tudi za polnilno linijo 2 smo postavili hipotezo, da povecano Stevilo mikroorganizmov v
proizvodnem okolju (prostori polnilne linije, oprema, zrak) negativno vpliva na
mikrobiolo§ko ustreznost kon¢nih proizvodov.

Kim in Feng (2001) navajata, da dominantno mikrofloro v ustekleni¢eni vodi tvorijo Gram
negativne bakterije, ki lahko rastejo v vodi brez CO,, kot tudi v mineralnih vodah ali vodah
z dodanim CO,. To so bakterije rodu Pseudomonas, Flavobacterium, Moraxella in
Acinetobacter. Koliformne bakterije so le redko prisotne v ustekleni¢enih vodah, kljub
temu pa je njihova prisotnost v vodah lahko indikator kontaminacije.
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Mikrobiololoski pregled vode mora vedno odgovoriti na naslednja vprasanja:
- ali je voda okuzena s fekalijami oziroma bakterijami Crevesnega izvora, med
katerimi so lahko tudi patogene?
- kaks$no je higiensko stanje polnilne linije na kateri polnjenje vode v plastenke
poteka?
- kakSen je efekt tehnoloskega precisc¢evanja vode?

Nasi rezultati kazejo (preglednica 23, slika 28), da je bilo v prostoru polnilne linije 2
neustreznih 5 % vzorcev zraka in 17 % vzorcev vpihanega zraka, ki smo ga vpihovali na
trdno gojis¢e preko polnilnih igel in zra¢nega filtra. Rezultati nakazujejo relativno majhno,
vendar ne izklju¢ujoco moznost kontaminacije izdelkov z mikroorganizmi preko zraka.
Kljub temu, v vzorcih konénih proizvodov (izvirska voda) mikroorganizmov nismo odkrili.

Preglednica 23: Pogostost mikrobioloSko neustreznih rezultatov vzorcev zraka, vpihovanega zraka in
izvirske vode na polnilni liniji 2 med polnjenjem izvirske vode

% Neustrezni rezultati
Vzorec St. vzorcev —
Stevilo %
Zrak v prostoru 24 1 5
Vpihani zrak 48 8 17
Izvirska voda 301 0 0

Edberg (1998) navaja, da usteklenicena voda ni sterilni produkt, ne sme pa vsebovati
patogenih mikroorganimzov. Podrobnejsi pregled rezultatov je pokazal (slika 28), da je
bilo Stevilo bakterij rodu Pseudomonas, enterokokov in koliformnih bakterij v izvirski
vodi, zraku in vpihanem zraku negativno, skupno Stevilo aerobnih mezofilnih bakterij pa v
izvirski vodi ni preseglo vrednosti, ki jih dovoljuje Pravilnik o naravni mineralni vodi,
izvirski vodi in namizni vodi (2004), kar dokazuje, da je bila voda zdravstveno ustrezna. V
kolikor bi v izvirski vodi odkrili prisotnost koliformnih bakterij, bi lahko to pomenilo slabo
higiensko stanje polnilne linije, tveganje za kontaminacijo kon¢nega proizvoda in s tem
tveganje za zdravje potros$nika (Kim in Feng, 2001). V zraku in vpihovanem zraku smo,
glede na, v okviru notranje kontrole predpisane koncentracije mikroorganizmov, odkrili
povecano vsebnost aerobnih mezofilnih bakterij (slika 28), vendar ti neustrezni rezultati
niso imeli vpliva na kakovost kon¢nega proizvoda.

184
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Zrak Vpihovani zrak Kon¢ni proizvod

Slika 28: Pogostost bakterij izoliranih iz zraka, vpihanega zraka in izvirske vode
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Med polnjenjem pijace z dodanim CO, smo vpihovali tudi CO; iz polnilnih igel in
zracnega filtra na gojis¢e OA 1x. S tem smo zeleli ugotoviti, ali so v vpihanem CO, in
zraku prisotni mikroorganizmi, ki bi lahko pomenili tveganje za kontaminacijo
brezalkoholne pijace z dodanim CO,. Ugotovili smo, da je bilo neustreznih 25 % vzorcev
zraka, 25 % vzorcev vpihovanega CO; in 10 % vzorcev kon¢nih proizvodov (preglednica
24). Vecje stevilo neustreznih rezultatov smo dolocili v vpihanem CO; kot pa v vpihanem
zraku iz polnilnih igel med polnjenjem izvirske vode.

Preglednica 24: Pogostost mikrobioloSko neustreznih rezultatov vzorcev zraka, vpihovanega CO, in
pijace z dodanim CQO, na polnilni liniji 2

% Neustrezni rezultati
Vzorec St. vzorcev —
Stevilo %
Zrak v prostoru 12 3 25
Vpihani CO; 32 8 25
Kon¢ni proizvod 117 12 10

Podrobnejsi pregled rezultatov, v katerem smo dolocali pogostost posameznih skupin
mikroorganizmov, ki so bili najveckrat vzrok za neustrezne rezultate, je pokazal (slika 29),
da so bile v zraku vzrok plesni, v vpihanem CO; in v kon¢nem proizvodu pa je bil delez
bakterij 62,5%, delez plesni pa 25%. Kvasovk v nobenem izmed vzorcev ni bilo prisotnih.

Vzorci zraka v prostoru so bili neustrezni zaradi plesni, v CO, pa smo poleg plesni izolirali
Se bakterije (slika 29). Tudi v kon¢nem proizvodu smo izolirali bakterije in plesni, kar
nakazuje na moznost kontaminacije izdelkov preko zraka in CO; v polnilnih iglah.

100+
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o 601 I DOPlesni
s % 50+ | W Bakterije
t— 404 | OPlesni in bakterije
: 304+ || O Kvasovke
t 20+

10

O,

Zrak Vpihovani CO2 Konéni proizvod

Slika 29: Pogostost plesni, kvasovk in bakterij izoliranih iz zraka, vpihovanega CO2 in v pijac¢i z
dodanim CO,

Polnjenje izvirske vode in brezalkoholne pijace z dodanim CO, poteka v septicnih
razmerah. Kozic (2002) navaja, da mora v polnilnem delu procesa vedno prevladovati
pozitivni zracni tlak. Ventilacije morajo biti urejene s filtrirnimi napravami in ta mora biti
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nastavljena tako, da v vsakem primeru preprecuje kondenzacijo vlage v prostoru. Polnilna
oprema mora biti brez oblog (karbonatnih ali drugih) in ne sme spuscati sredstev za
mazanje. Vse naprave za proces polnjenja morajo biti iz nerjaveCega materiala in tako

W v W

polnilni liniji 2 tudi veljajo.

5.1.3 Rast mikroorganizmov v kon¢nih proizvodih (brezalkoholnih pijacah)

Prisotnost mikroorganizmov ali njihovih spor v zraku ali na povrSinah pomeni
mikrobiolosko tveganje za kontaminacijo kon¢nega proizvoda. Z mikroorganizmi, ki smo
jih 1izolirali iz zraka in povrSin polnilne linije 1, smo umetno kontaminirali koncne
proizvode, ki jih polnijo na asepti¢ni in septicni polnilni liniji. Tako smo zeleli preveriti
moznosti, da lahko mikroorganizmi, ki smo jih izolirali iz zraka ali povrSin, lahko
povzrocijo kvar kon¢nih proizvodov, ki jih polnijo na obeh linijah.

Brezalkoholne pija¢e imajo visok a,, (vodna aktivnost), ki omogoca rast
mikroorganizmom. Poleg vodne aktivnosti imajo pomemben vpliv tudi vrednost pH in
vsebnost sladkorja, ki omogocajo rast mikroorganizmom v takih pijac¢ah (Battey in sod.,
2001).

Za pijace, ki jih polnijo na omenjeni liniji velja, da je pH v obmoc¢ju med 3,0 — 3,5. Vsi
mikroorganizmi imajo svoj pH, pri katerem lahko rastejo in optimalni pH, pri katerem
rastejo najhitreje. Kvasovke in plesni obicajno niso tako obcutljive na pH, kot bakterije in
lahko rastejo pri nizkih pH vrednosti. Na primer plesni rodu Fusarium lahko rastejo v
obmoc¢ju pH od 1,8 — 11. Praviloma imajo plesni optimalni pH med 3,0 in 3,5, bakterije
med 6,8 in 7,2 in kvasovke med 4,0 in 4,5 (Garbutt, 1997).

Edino v pija¢i A, ki jo polnijo na polnilni liniji 2 nismo opazili nobenih vizualnih
pH, edina vsebuje CO,, vsebuje pa tudi fosforno in citronsko kislino, ki sluzita kot sredstvi
za uravnavo kislosti pijace. CO, je plin, ki deluje kot konzervans. Lazar Hari (1979)
navaja, da so mikroorganizmi ve¢inoma aerobi, kar pomeni, da potrebujejo za svojo rast in
razmnozevanje kisik. V brezalkoholnih pijacah z dodanim CO,; bi torej lahko ziveli, le
fakultativni anaerobi, medtem ko striktni aerobi odmrejo Ze neposredno po polnjenju.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi zbranih podatkov in rezultatov nase naloge lahko podamo naslednje
ugotovitve:

- Povecano Stevilo mikroorganizmov v proizvodnem okolju polnilne linije 1
(povrsine in zrak v septicnem in aseptiénem prostoru) je negativno vplivalo na
kakovost 0z. mikrobioloSko ustreznost konc¢nih proizvodov.

- Povecano Stevilo mikroorganizmov v proizvodnem okolju polnilne linije 2 (zrak v
prostoru, CO,) je negativno vplivalo na mikrobioloSko ustreznost brezalkoholnih
pija¢ z dodanim CO,, medtem ko tega vpliva pri polnjenju izvirske vode nismo
dolocili.

- Mikroorganizmi, ki smo jih izolirali in identificirali iz zraka, povrSin in embalaze
polnilne linije 1 so po umetni kontaminaciji brezalkoholnih pijac, ki se polnijo na
polnilni liniji 1, povzroc€ili kvar teh pija¢, kar pomeni, da njihova prisotnost v
okolju polnilne linije pomeni mozno mikrobiolosko tveganje za kon¢ni proizvod.

- Za zagotavljanje mikrobioloSke ustreznosti kon¢nih proizvodov je potrebno
izvajati mikrobioloski nadzor surovin, kon¢nih proizvodov in tehnoloskega procesa
vklju¢no s postopki sanitacije ter higienskih razmer okolja, v katerem tehnoloski
proces poteka.
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6 POVZETEK

Namen diplomskega dela je bil, ugotoviti v kaks$ni meri higiensko stanje polnilnih linij in
proizvodnega okolja za brezalkoholne pijate vpliva na kakovost in mikrobiolosko
obstojnost kon¢nih proizvodov. V prakticno delo smo vkljucili dve polnilni liniji, od
katerih na eni polnilni liniji poteka polnjenje brezalkoholnih pija¢ brez dodanega CO, v
asepti¢nih razmerah, na drugi polnilni liniji pa poteka polnjenje izvirske vode in
brezalkoholne pijace z dodanim CO, v septi¢nih razmerah.

Higiensko stanje linije, kjer polnjenje poteka v asepti¢nih razmerah smo po vzorcenju
povrsin z brisi in volumetri¢énim vzorenjem zraka mikrobioloSko ovrednotili. Brise smo
uporabljali za ugotavljanje higienskega stanja v proizvodnem obratu na polnilni liniji tako
v asepticnem kot septicnem prostoru polnilne linije, kjer polnjenje poteka v asepticnih
razmerah. Vzorc¢ili smo delovno povrSino sestavnih delov polnilne linije (tekoCi trak,
polnilni stroj, zapiralni stroj), povrsino tal, stene in embalaze. Za vzorCenje smo uporabili
sterilne plasti¢ne epruvete v katerih je bilo 5 mL sterilne fizioloske raztopine. Stevilo
mikroorganizmov smo glede na izvedeno mikrobiolosko preiskavo izrazili kot Stevilo
mikroorganizmov v 5 mL brisa (CFU/5mL).

Na snaznost okolja obeh polnilnih linij vpliva tudi aerosol, ki je eden od dejavnikov
higiene prostorov, v katerih poteka proizvodnja zivil. Ker je aerosol lahko vir ali vektor
prenosa patogenih mikroorganizmov, prasnih delcev, vodnih kapljic in delcev koze, ki
lahko povzroc¢ijo kontaminacijo konénih proizvodov, smo z vzorcevalnikom zraka v
prostorih obeh polnilnih linij vzor¢ili tudi zrak. Po konfanem vzorcenju smo plosce z
gojis¢em v laboratoriju inkubirali. Po inkubaciji smo presteli zrasle kolonije in to Stevilo
pretvorili v korigirano Stevilo kolonij in Stevilo mikroorganizmov izrazili kot koncentracijo
mikroorganizmov na volumsko enoto zraka (CFU/m3).

Poleg mikrobioloskih preiskav brisov in zraka, smo z metodo membranske filtracije
ugotavljali tudi mikrobioloSko ustreznost kon¢nih proizvodov (pijace B-H), ki jih polnijo v
prostoru asepticne polnilne linije in ene izmed surovin, ki jo uporabljajo za pripravo
brezalkoholnih pijac, ki jih polnijo v asepti¢nih razmerah. Z metodo membranske filtracije
smo ugotavljali tudi mikrobiolosko ustreznost izvirske vode, ki jo polnijo v septicni
polnilni liniji. Plos¢e z strjenim gojis¢em OA1x, na katero smo polozili membranski filter
papir preko katerega smo filtrirali vzorec brezalkoholne pijace ali deaerirane vode, smo
nato inkubirali v termostatu 48 ur pri 30 °C. V primeru filtracije izvirske vode smo filter
polozili na sterilna gojis¢a laktozni agar s tergitilom, Pseudomonas agar in Slanetz &
Bartley medium ter inkubirali 48 ur pri 37 °C. Po koncani inkubaciji smo presteli kolonije
mikroorganizmov in jih izrazili kot Stevilo mikroorganizmov v volumnu prefiltriranega
vzorca in sicer za brezalkoholne pijace (CFU/ 500 mL vzorca), za izvirsko vodo (CFU/
250 mL vzorca ) in za deaerirano vodo (CFU / 330 mL vzorca).

Po zakljucku mikrobioloske preiskave dolo¢enega vzorca (bris, zrak, Zivilo), smo izbrane
kolonije kvasovk, plesni in bakterij, asepticno z cepilno zanko, nacepili v koncne
proizvode.
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S tem smo Zeleli ugotoviti, ali lahko mikroorganizmi, ki smo jih izolirali iz zraka, povrSin
in embalaZe polnilnih linij povzrocijo kvar v teh pijacah, kar pomeni, da njihova prisotnost
v okolju polnilne linije pomeni mikrobiolosko tveganje za kon¢ni proizvod.

Ugotovili smo, da je vecCina mikroorganizmov, ki smo jih izolirali iz povr$in in zraka, ter
nato nacepili v brezalkoholne pijace, ki jih polnijo na obeh polnilnih linijah (asepti¢na in
septi¢na), povzrocala kvar v ve€ini pijac, ki jih polnijo v asepti¢nih razmerah.

MozZzno povezavo med kontaminacijo okolja in kontaminacijo kon¢nega izdelka smo
ugotovili z identifikacijo plesni vrste Paecilomyces marquandii. Izolirali smo jih v pijadi,
ki jo polnijo v asepti¢nih razmerah, na povrSini tekocega traku, po katerem potujejo
pokrovcki in znotraj zapiralne glave, ki pokrovcek privije na vrat plastenke. Kljub temu, da
je pijaca pred polnjenjem pasterizirana, da je plastenka pred polnjenjem razkuzena, je do
kontaminacije pijace najverjetnje prislo v fazi zapiranja plastenk, torej v zakljucni fazi, ki
poteka v asepti¢nem prostoru.

Polnjenje izvirske vode v septicni polnilni liniji je iz mikrobioloskega vidika
neproblemati¢no, saj v zraku, ki je v prostoru polnilne linije in v vpihanem zraku iz
polnilnih igel in zra¢nega filtra, nismo odkrili koliformnih bakterij, enterokokov in bakterij
vrste Pseudomonas, poleg tega pa so bili vsi rezultati mikrobiloskih preiskav izvirske vode
ustrezni. Ker se linija nahaja v septi¢nih razmerah, pomeni da so na povrSinah in v zraku
prisotni mikroorganizmi, vendar le-ti ne vplivajo negativno na mikrobiolosko ustreznost
izvirske vode. Poleg izvirske vode na omenjeni polnilni liniji polnijo tudi pijaco z dodanim
COy, ki pa zaradi svoje sestave (vsebnost CO,, fosforna kislina, ki deluje kot konzervans)
ni tako obcutljiva kot recimo pijace, ki ne vsebujejo konzervansov.

Na kakovost brezalkoholnih pija¢ nedvomno vplivajo mikrobioloska ustreznost surovin,
embalaze, zraka, higiensko stanje polnilne linije v prostorih katere poteka tehnoloski
postopek polnjenja in ucinkovitost CiS€enja ter razkuzevanja opreme v polnilni liniji.
Nenehen nadzor zgoraj omenjenih parametrov je pogoj za mikrobiolosko ustreznost
kon¢nih proizvodov.
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