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SAZETAK

Kvarenje hrane je svaka promjena u hrani kojom se ona pretvara iz zdravstveno ispravne u
neprihvatljivu te opasnu za ¢ovjeka. Uslijed rasta i razmnozavanja mikroorganizama u hrani
dolazi do promjene boje, mirisa, okusa i sastava hrane. Cilj ovog istrazivanja, koje je provedeno
u svrhu diplomskog rada, bio je ispitati mikrobiolosku ispravnost Cetiri uzorka voénih sokova
ispravnog roka trajanja. Prvi uzorak je voéni sok mijeSanog voca iz koncentriranog soka sa
sladilima obogacen vitaminima iz konvencionalne proizvodnje. Drugi uzorak je sok
multivitamin ekoloske proizvodnje. Tre¢i uzorak vo¢nog soka predstavlja sok od jabuke od
koncentriranog soka jabuke s udjelom vo¢a 100% iz konvencionalne proizvodnje, dok je etvrti
uzorak voénog soka organski sok od jabuke iz ekoloske proizvodnje. U svim uzorcima
ispitivana je prisutnost ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija, bakterija Enterobacteriaceae,
Salmonella, E. coli, L. monocytogenes, B. cereus, S. aureus, Enterococcus te prisutnost kvasaca
1 plijesni. S obzirom da niti u jednom uzorku nije doSlo do pozitivhog porasta ovih
mikroorganizama, zakljuceno je da su ispitivani uzorci mikrobioloski ispravni. Nakon §to je
dokazana mikrobioloska ispravnost voénih sokova, cilj je bio odrediti kinetiku rasta S. aureus,
soj ATCC 29213 S. aureus, odnosno bakterije E. coli, soj ATCC 25922. Kinetika rasta
ispitivana je pri tri razli¢ite temperature ( 4 °C, 25 °C, 37 °C) tijekom vremenskog razdoblja od
dvanaest dana, a broj bakterija odredivan je tre¢eg, sedmog, devetog te dvanaestog dana od
dodatka bakterija u vo¢ne sokove. Baird Parker je podloga koriStena je za odredivanje broja
bakterija S. aureus, dok je TBX agar podloga na kojoj rastu bakterije E. coli. Rezultati ovog
istrazivanja pokazuju da su svi ispitani uzorci voénih sokova iz konvencionalne i ekoloSke
proizvodnje mikrobioloSki ispravni te da bakterije E. coli pokazuju bolju sposobnost
preZivljavanja u voénim sokovima u odnosu na S. aureus. Bakterije S. aureus imaju sposobnost
preZivljavanja u voénom soku multivitamin ekoloske proizvodnje pri 4 °C, 25 °C 1 37 °C .
Dokazano je da bakterije E. coli preZivljavaju u uzorku voénog soka mjeSovitog voca
multivitamin ekoloSkog podrijetla pri 4 °C te 25 °C 1 uzorcima sokova od jabuke
konvencionalne 1 ekoloske proizvodnje pri 4 °C te 25 °C. Nadalje, dokazano je da bakterije S.
aureus 1 E. coli nemaju sposobnost rasta i razmnoZavanja u uzorcima vo¢nih sokova koji su

koriSteni tijekom istraZivanja.

Kljucne rijeci: S. aureus, E. coli, voéni sokovi, kinetika rasta, mikrobioloska ispravnost



SUMMARY

Food spoilage is considered as a change in food that turns it from healthy to unacceptable and
dangerous for humans. Growth and replication of microorganisms in food could lead to changes
in color, smell, taste and composition of food. The aim of this research, which was conducted
for the purpose of the master thesis, was to examine the microbiological correctness of four
samples of fruit juices. The first sample is fruit juice of mixed fruit composed of concentrated
juice with sugars and sweeteners enriched with vitamins from conventional production. The
second sample is multivitamin juice of organic production. The third sample of fruit juice is an
apple juice made from concentrated apple juice with a 100% fruit content from conventional
production, while the fourth sample of fruit juice is an apple juice from organic production. The
presence of total aerobic mesophilic bacteria, Enterobacteriaceae, Salmonella, E. coli, L.
monocytogenes, B. cereus, S. aureus, Enterococcus and yeasts and molds was examined in all
samples. All samples were negative for tested microorganisms, so we concluded that the tested
samples are microbiologically correct. Further, the aim was to analyse the growth kinetics of S.
aureus and E. coli in all juice samples. Growth kinetics were tested at three different
temperatures (4 °C, 25 °C, 37 °C) over a period of twelve days, and the number of bacteria was
determined on the third, seventh, ninth and twelfth day from the addition of bacteria to fruit
juices. Baird Parker is the medium used to determine the number of S. aureus, while TBX agar
is the selective medium for E. coli determination. All together, the results of this study showed
that all tested samples of fruit juices from conventional and organic production are
microbiologically correct and that E. coli shows a better ability to survive in fruit juices
compared to S. aureus. S. aureus has the ability to survive in fruit juice multivitamin from
organic production at 4 °C, 25 °C and 37 °C. E. coli has been shown to survive in a sample of
mixed fruit juice of multivitamin of organic origin at 4 °C and 25 °C and samples of apple juice
of conventional and organic production at 4 °C and 25 °C. However, both S. aureus and E. coli

showed no ability to grow and reproduce in fruit juice samples used during the study.

Keywords: S. aureus, E. coli, fruit juices, growth kinetics, microbiological correctness
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1.UVOD

1.1 Vo¢éni sok

Voéni sok je proizvod koji se proizvodi od jestivih dijelova voca koji moraju biti
zdravi, svjezi ili konzervirani smrzavanjem ili hladenjem jedne ili viSe vrsta vo¢a.Voéni sok
mora imati boju, aromu te okus koji je karakteristican za sok od onog voc¢a od kojeg potjece.
Prema Pravilniku o voénim sokovima i njima sli¢nim proizvodima namijenjenim za
konzumaciju (NN 48/2013), ako se sokovi proizvode iz voca koje sadrzi kostice, sjemenke 1

koru, navedeni dijelovi ne smiju se nalaziti u vo¢nim sokovima (1).

Mati¢ni sok je poluproizvod koji se dobiva presanjem svjezeg odnosno zamrznutog voca, a sok

se konzervira pasterizacijom te se primjenjuje u proizvodnji bistrih i mutnih sokova (2).

Voéni sokovi ubrajaju se u jednu od najznacajnijih preradevina od vocéa te se prema

tehnoloSkom postupku dijele u bistre, mutne, kasaste te koncentrirane vo¢ne sokove (2).

Bistri voéni sokovi dobivaju se cijedenjem ili difuzijom do faze dok se ne postigne stabilni
bistri sok. Bistri vo¢ni sokovi proizvode se iz razli€itih vrsta voca te je prije procesa proizvodnje
potrebno odabrati one vrste voéa koje su namijenjene za proizvodnju bistrog soka. Tehnoloski
postupak proizvodnje bistrih sokova obuhvaca procese prihvata voca, pranja, mljevenja,
cijedenja, centrifugiranja, pasterizacije u pripremnoj fazi, bistrenja, filtriranja, deaeracije,
pasterizacije te punjenja u ambalazu. S obzirom da se svaka vrsta voca razlikuje, procesi u
tehnoloskom postupku se razlikuju ovisno o vrsti voca pa stoga se tijekom procesa proizvodnje
koristi razli¢ita oprema, namijenjana za odredenu vrstu voc¢a. Primjerice, za proces mljevenja
jabucastog voca najceS¢e se koriste mlinovi tipa Cekicara, dok se za proces mljevenja
jagodastog voca koriste uredaji s valjcima. U pripremnoj fazi provodi se toplinska obrada pri
temperaturi 85 °C s ciljem postizanja boljeg preSanja i za $to potpuniji prijelaz boje te za kasniju
stabilnost soka. Pasterizacija u pripremnoj fazi povezana je i s kasnijim uklanjanjem enzima.
Nakon pasterizacije provodi se postupak bistrenja tj. depektinizacije sa svrhom uklanjanja
Cestica mutnoc¢e kako bi se dobio bistri stabilan voéni sok. Bistrenje podrazumijeva obradu

pektolitickim, proteolitickim te amiloliti€kim enzimima 1 tako dobiveni bistri sok moze se



koncentrirati i skladistiti. Daljnji procesi ukljueni u proizvodnju bistrih voénih sokova su:
filtracija, deaeracija, pasterizacija te punjenje u ambalazu. Primjer bistrog soka je sok od jabuke

2.,3).

Mutni voéni sokovi predstavljaju skupinu voénih sokova izmedu bistrih i kasastih sokova. U
mutnom soku Cestice se obicno ne taloze ili stvaraju minimalan talog te je promjer ¢estica manji
nego kod Cestica kasastog soka. Ova skupina vo¢nih sokova se naj¢esce dobiva iz citrusa voca
kao Sto su naranca, limun te grejp. Postupak proizvodnje mutnih sokova razlikuje se od
postupka u proizvodnji bistrih 1 kaSastih sokova. Primjerice, razlike u postupku proizvodnje
odnose se na nacin kojim se izdvaja sok iz ploda. Uslijed proizvodnje vo¢nih sokova na ovakav
nacin, toplinska obrada se ne primjenjuje u pocetnoj fazi. U procesu proizvodnje mutnih sokova
izostavljen je proces bistrenja, a krupne Cestice se izdvajaju centrifugiranjem. Primjer mutnog

soka je sok od narance (2,3).

Proces proizvodnje kaSastih sokova razlikuje se od procesa proizvodnje bistrih sokova.
Meduproizvod u procesu proizvodnje je voéna kasa tj. netopljivi dijelovi mezokarpa ploda koji
se dobivaju pasiranjem voca uz toplinsku obradu koja se provodi sa svrhom inaktivacije enzima
i omekSavanja tkiva voca. Pripremljena vo¢na kaSa moze se sa¢uvati konzerviranjem na nacin
da se vo¢na kasSa pasterizira te uva u asepti¢nim uvjetima ili se vo¢na kasa smrzava u blokove
1 Cuva pri -18 °C. Proizvodnja kaSastih voénih sokova obuhvaca procese prihvata voca, pranja,
mljevenja, toplinske obrade, hladenja, pasiranja, deaeracije kase, pasterizacije kase, hladenja
kaSe, zamrzavanje kaSe, skladiStenje zamrznute kaSe, odmrzavanje kase, mjeSanja dobivene
vo¢ne kaSe s vodom, Se¢erom, limunskom kiselinom, stabilizaciju pektinom ili alginatom,
homogenizaciju, deaeraciju, pasterizaciju te punjenje u prikladnu ambalazu. Tijekom ovog
proizvodnog procesa izostavljeni su procesi centrifugiranja, bistrenja i filtriranja. Primjer

kaSastog soka je sok od marelice (2,3).

Vo¢ni sok od koncentriranog vo¢nog soka je proizvod koji se dobiva dodatkom one koli¢ine
vode koja je bila izdvojena tijekom koncentriranja. Voéni sok od koncentriranog voénog soka
proizvodi se obradom koncentriranog vo¢nog soka s vodom za pice koja mora odgovarati
propisanim kriterijima iz Pravilnika o zdravstvenoj ispravnosti vode za pic¢e. Tijekom
navedenog procesa moraju se zadrzati fizikalne, kemijske te senzorske karakteristike onog voca
od kojega je voéni sok proizveden. Koncentrirani voéni sokovi se osim za proizvodnju gotovih

vocénih sokova mogu koristiti 1 za proizvodnju voénih Zelea te sirupa (1,3).



Slika 1. Shematski prikaz proizvodnje vo¢nih sokova

Preuzeto 1 prilagodeno s : Tehnicka uputa [ Internet | Sektor prerade voca i povréa , Sarajevo

2008. ; 10.5.2022. ; Dostupno na : https://www.fmoit.gov.ba/upload/file/okolisne-

dozvole/Prerada voca i1 povrca.pdf



https://www.fmoit.gov.ba/upload/file/okolisne-dozvole/Prerada_voca_i_povrca.pdf
https://www.fmoit.gov.ba/upload/file/okolisne-dozvole/Prerada_voca_i_povrca.pdf

1.2 Kvarenje hrane

Pojam kvarenje hrane predstavlja svaku promjenu u hrani kojom se ona pretvara iz zdravstveno
ispravne u neprihvatljivu te opasnu za ¢ovjeka. Rast mikroorganizama u hrani je samo jedan od
procesa kojim je uzrokovano kvarenje hrane. Promjena boje, okusa, mirisa te sastava hrane je

posljedica rasta i razmnozavanja mikroorganizama u hrani (4,5,6).

1.2.1 Kvarenje biljnih proizvoda

Na biljnim proizvodima moguca su tri tipa kvarenja. Prvi tip predstavlja aktivno kvarenje koje
je uzrokovano biljnim patogenima koji mogu uzrokovati infekcije zdravih biljnih proizvoda.
Drugi tip kvarenja biljnih proizvoda ¢ini pasivno kvarenje odnosno kvarenje koje je potaknuto
ulaskom mikroorganizama kroz osteceno epidermalno tkivo (ljuska, kora) u unutrasnjost voca.
Ovaj se tip kvarenja najcesce pojavljuje nakon oSte¢enja ploda. Treci tip kvarenja predstavlja
takoder pasivno kvarenje koje se javlja kada pojedini mikroorganizmi dospijevaju u unutarnja

tkiva biljnih proizvoda kroz oSte¢enja prouzro¢ena biljnim patogenima (6).

1.3 Mikrobno kvarenje voca

Voce se za razliku od povrca razlikuje po tome Sto ima kiseliji pH te vecu koncentraciju Secera.
Nadalje, voce ima djelotvornije obrambene mehanizme kao $to su debeli sloj epidermalnog

tkiva te viSu koncentraciju antimikrobnih organskih kiselina (6).

Normalna mikroflora voca je vrlo raznolika te ukljucuje bakterije, kvasce i plijesni. Prvi korak
kod obrade voca je pranje ili ispiranje. Jedno istraZivanje dokazalo je kako procesi ¢etkanja 1
pranja smanjuju mikrobnu populaciju na povrsini jabuka za vise od 99,99%. Nadalje, rezanjem
te sjeckanjem voca uklanja se zastita koju daje kora ili lupina te se uslijed tih procesa visoke
koncentracije Secera u teku¢inama istiskuju iz unutrasnjih tkiva narezanog voca. Na taj nacin

pospjesen je rast mikroorganizama (6).

Poznato je da se neki voéni plodovi suse zbog dobivanja poluproizvoda. U tom slucaju niska
vrijednost aktiviteta vode (aw) predstavlja glavni mehanizam zastite od kvarenja voc¢a. Poznato

je da kod vecine dehidriranog vocéa vrijednosti aw budu dovoljno niske da se na taj nacin



inhibira veci broj bakterija, dok se mikrobno kvarenje dogada uslijed rasta osmofilnih kvasaca
ili kserotolerantnih plijesni. Nedavno istrazivanje je dokazalo da je broj kvasaca i plijesni na
suhom voéu manji od 10° CFU/g, a od najéeiée zastupljenih vrsta kvasaca koji uzrokuju
kvarenje na susenim vo¢nim plodovima isti¢u se Zyosaccharomyces rouxii, Hanseniaspora,
Debaryomyces, Candida te Pichia, dok se neke vrste plijesni iz rodova Aspergillus, Penicillium,

Eurotium te Wallemia smatraju uzro¢nicima kvarenja (6).

Kod vo¢énih koncentrata, dzemova, zelea 1 vo¢nih sirupa takoder je prisutna otpornost prema
kvarenju zbog nizih aw vrijednosti, ali za razliku od dehidriranog vo¢a kod navedenih
proizvoda smanjena vrijednost aw je postignuta dodavanjem odredene koli¢ine Sec¢era do razine
da se postigne aw vrijednost od 0,82 do 0,94. Nadalje, uz nizak aktivitet vode, kod ovih
proizvoda mikrobiolosko kvarenje je inhibirano i zbog ¢injenice da se tijekom procesa
proizvodnje navedeni proizvodi zagrijavaju do temperature od 82 °C pa se kvarenje kod njih
dogada kad ambalaza nije zatvorena na ispravan nacin ili je tijekom distribucije otvorena od

strane potrosaca (6).

1.3.1 Kvasci

Kvasci imaju sposobnost rasta pri niskom pH, niskoj vrijednosti aktiviteta vode te visokoj
koncentraciji SeCera. Voéni su sokovi bogati jednostavnim ugljikohidratima te slozenim
izvorima dusSika pa stoga predstavljaju idealan supstrat za kvasce. Rodovi kvasaca koji su
odgovorni za kvarenje voénih sokova su Candida, Pichia, Saccharomyces te Rhodotorula. 1z
vocnih sokova vec¢inom se izoliraju vrste Pichia membranifaciens, Candida maltosa, Candida
sake, Saccharomyces bailii, Saccharomyces bisporus, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces  rouxii, Saccharomyces  bayanus, Brettanomyces  intermedius

,Schizosaccharomyces pombe, Torulopsis holmii i Zygosaccharomyces microellipsoides (6).

Istrazivanje koje je provedeno na podrucju Washingtona obuhvatilo je 65 uzorka pasteriziranih
vo¢nih sokova uzetih iz lokalnih supermarketa (sok od jabuke, mrkve, grejpa, grozda i narance)
te je u njima ispitivana moguca kontaminacija kvascima. Od navedenih uzoraka 20% sokova je
bilo kontaminirano nekom vrstom kvasaca. Kvasci su bili dominantni kontaminantni
mikroorganizmi u rasponu od < 1,0 do 6,83 logl0 CFU/ml, a najceSc¢e vrste kvasaca koje su

bile identificirane u uzorcima voénih sokova su: C. lambica, C. sake, Rhodotorula rubro te



Geotrichum spp., a u soku od grejpa bio identificiran manji broj kvasaca vrste Penicillium spp.

1 Fusarium spp (7).

Jedan od razloga prisutnosti kvasaca u voénim sokovima moze biti neuspjeSna provedba
postupka pasterizacije. U voénim sokovima kvarenje kvascima je karakterizirano stvaranjem
CO2 1 alkohola, no izuzev ovih produkata kvasci proizvode i pektinesteraze koje mogu

razgraditi pektin (6).

Otpornost na konzervanse predstavlja veliku prijetnju stabilnosti vo¢nih sokova. Candida
krusei, Zygosacchromyces bailli, Saccharomyces bisporus, Pichia membranifaciens te
Schizosaccharomyces pembe su primjeri kvasaca koji se smatraju otpornima na konzervanse.
Otpornost na konzervanse odnosi se na sposobnost stanica da podnose pad unutarstani¢ne pH
vrijednosti zahvaljuju¢i enzimu fosforfruktokinazi. P. membranifaciens se smatra ciljnim
organizmom za optimizaciju termalne pasterizacije jer je P. membranifaciens otporan na

toplinu, SO», benzojevu, sorbinsku, octenu kiselinu te umjerenu kolic¢inu soli (6,8).

1.3.2 Plijesni

Plijesni su aerobni mikroorganizmi koji mogu rasti pri niskim pH vrijednostima te visokoj
koncentraciji SeCera. Kvarenje voca plijesnima u vecini sluc¢ajeva ne predstavlja rizik po
zdravlje ¢ovjeka ve¢ su znacajniji ekonomski gubitci koji nastupe prilikom kontaminacije voca
plijesnima. Najznacajnije plijesni koje mogu biti povezane s kvarenjem svjeZzeg voca su
Rhizopus i Mucor od kojih neke plijesni mogu proizvoditi mikotoksine koji predstavljaju
opasnost za ljudsko zdravlje. Glavni mikotoksini koji se povezuju s vo¢nim sokovima su patulin
kojeg proizvodi Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea 1 Penicillium expansum, ohratoksin
produkt Aspergillus carbonarius te citrinin produkt Penicillium expansum (9). Dominantne
plijesni koje su zabiljezene u voénim sokovima pripadaju rodovima Penicillium sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Botrytis spp. 1 Aureobasidium
pullulans (6). Prisutnost patulina u voénim sokovima smatra se pokazateljem loSe kvalitete

voca (10).



1.3.3 Bakterije

Bakterije su u svjezem vocu prisutne u malom broju, a razlog tome je nizak pH voca. U bakterije
dokazane u voénim sokovima ubrajaju se one koje su otporne na kiselinu kao Sto su
heterofermentativne bakterije mlijeCne kiseline, bakterije octene kiseline, Erwinia spp.,
Enterobacter spp., Clostridium, Alicyclobacillus acidoterrestris, Propionibacterium

cyclohexanicum, Pseudomonas spp. i Bacillus spp. (6).

Bakterije mlijecne kiseline smatraju se najc¢eS¢om skupinom mikroorganizama koji uzrokuju
kvarenje u voénim sokovima. Bakterije mlijeCne kiseline su gram pozitivne, Stapicaste i
katalaza negativne. Lactobacillus i Leuconostoc su dva najucestalija roda bakterija koji se ¢esto
izoliraju iz voca te pokvarenih vo¢nih sokova. Navedeni rodovi bakterija proizvode mlije¢nu

kiselinu u voénim sokovima uz manju koli¢inu octene 1 glukonske kiseline, etanola te CO».

Nadalje, neke vrste bakterija mlijeCne kiseline kao Sto je L. mesenteroides cremoris,
Leuconostoc paramesenteroides te Leuconostoc dextranicum proizvode diacetil i acetil metil

karbinol kao metabolite u pokvarenim voénim sokovima (6,11).

U bakterije octene kiseline koje se izoliraju iz voénih sokova ubrajaju se Acetobacter,
Gluconobacter 1 Gluconacetobacter. To su aerobne, gram negativne, elipsoidne do Stapicaste
bakterije koje se mogu pojaviti u lancima, pojedina¢no ili u parovima. Ove bakterije ubrajaju
se medu glavne kvaritelje voénih sokova jer imaju sposobnost rasta pri relativno niskom pH 1
pri niskim razinama hranjivih tvari. Prisutnost kiselog okusa u vo¢nim sokovima posljedica je

stvaranja octene kiseline od strane ovih bakterija (6).

Posljednjih nekoliko godina bakterija Alicyclobacillus predstavlja opasnost u industriji voénih
sokova. Alicyclobacillus je termoacidofilna bakterija koja ima sposobnost stvaranja visoko
rezistentnih endospora (6). Budu¢i da neke vrste Alicyclobacillus Zive u tlu, tijekom berbe
bakterije dospiju na voce. Do sada je izolirano preko 20 vrsta Alicyclobacillus od kojih su
najpoznatije A. acidocaldarius, A. acidoterrestris, A. acidophilus, A.cyclohaptanius, A.
hesperidium te A. fastidious (6). Kvarenje vo¢nih sokova bakterijom Alicyclobacillus tesko je
otkriti jer ne dovodi do vidljivih promjena kao $to je bubrenje ambalaZze te produkcija plinova
(12,13). Novije istrazivanje navodi da A. acidoterrestris predstavlja opasnost u komercijalnim
voénim sokovima jer moze prezivjeti pasterizaciju od 95 °C tijekom 2 minute te u termicki
obradenim vo¢nim sokovima bakterija stvara spojeve kao Sto su gvajakol 1 halofenol (11,14).

Patogenost soja A. acidoterrestris o€ituje se u tome $to bakterije sadrze - aliciklicke masne



kiseline u stani¢noj membrani koje su odgovorne za toplinsku otpornost tvore¢i na taj nacin
zaStitnu prevlaku s jakim hidrofobnim vezama koje stabiliziraju smanjenu propusnost
membrane pri visokim temperaturama. S druge strane toplinskoj stabilnosti pridonose
endospore uz prisutnost proteina koji su stabilni na toplinu te mineralizaciju dvovalentnim

kationima (15,16).

Bakterije Propionibacterium takoder su izolirane iz vo¢nih sokova. P. cyclohexanium je
najcesca vrsta koja je otporna na kiselinu i toplinu. Prvi put je izolirana iz soka od narance 1993.
godine. Od faktora virulencije istiCu se @ — masne kiseline 1 @ - cikloheksil undekanske
kiseline, ali ova bakterija za razliku od Alicyclobacillus nema sposobnost stvaranja endospora.
Jedno je istrazivanje pokazalo da bakterije P. cyclohexanium imaju sposobnost rasta i
razmnozavanja kod temperaturnog raspona od 4 °C do 40 °C. Rast P. cyclohexanicum bio je
pracen u sokovima od rajcice, grejpa, brusnice, ananasa 1 jabuke na 30 °C 1 35 °C preko 29
dana. Bakterija je pocetno bila prisutna u sirovinama, a s obzirom na otpornost prezivjela je
standardne postupke pasterizacije koji se koriste u industriji voénih sokova te posljedi¢no
dovela do kvarenja kona¢nog proizvoda. Sokovi od brusnice, grejpa i jabuke nisu podrzali rast

P. cyclohexanicum (17).

Nadalje, rezultati istrazivanja koje je obuhvatilo 120 uzoraka konvencionalnih pasteriziranih
voénih sokova pokazali su da su bakterije izolirane iz 51 uzorka (42,5%), a kvasci iz 78 uzorka
vo¢nog soka (65 %). Enterohemoragicna E. coli otkrivena je u Cetiri analizirana uzorka (3,34
%), takoder bakterija S. aureus je identificirana u Cetiri uzorka (3,34%). U 11 uzorka voénih
sokova (9,1%) ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija je iznosio ¢ak 125 CFU/ml. Nadalje,
acidofilni mikroorganizmi izolirani su iz 26 uzorka (21,7%). Niti u jednom uzorku nisu
identificirane bakterije Lactobacillus, Salmonella, Enterobacteriaceae, L. monocytogenes te

ostali sojevi E. coli (18).

1.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je gram pozitivni, oksidaza negativni, koagulaza pozitivni asporogeni
fakultativno anaerobni kok. Iako je mogucée da stafilokoki rastu pojedinacno, najcéesce se
povezuju u parove, kratke lance ili strukture sli¢éne grozdovima. Bakterija je promjera od 0,5 do
1,5 pm, a stani¢na stijenka je gradena od peptidoglikana i teikoi¢ne kiseline. Na povrSini

stijenke prisutan je protein A za koji je karakteristi¢no da se veze za Fc — fragment IgG — a zbog
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¢ega postane neprepoznatljiv imunosnom sustavu ¢ovjeka. S. aureus producira toksine kao Sto
su: alfa-toksin, eksfolijatin te TSST-1. Do sada je otkriveno vise od 40 vrsta stafilokoka te su
istrazivanja dokazala da desetak vrsta bakterija kod ljudi moze izazvati bolest. Najznacajnije

vrste stafilokoka su: S. aureus, S. epidermidis, S. lugdunensis te S. saprophyticus (19).

Istrazivanja su dokazala da se S. aureus kod oko 30% ljudi nalazi na vlaznim dijelovima koze,
nosnom vestibulu i probavnom sustavu te je uzrocnik brojnih infekcija kod
imunokompromitiranih osoba (19). S. aureus uzrokuje Siroki raspon bolesti, od umjereno teskih
koznih infekcija do fatalne upale pluca i sepse, a samo lijeCenje je komplicirano s obzirom na
otpornost na antibiotike (20). Dokazano je kako bakteriemija uzrokovana ovom bakterijom
uzrokuje veéi broj smrtnih sluc¢ajeva od onih koji su uzrokovani tuberkulozom, AIDS-om te
virusnim hepatitisom zajedno (21). Takoder je dokazano kako je S. aureus povezan s razvojem

atopijskog dermatitisa (22).

1.4.1 Trovanje hranom uzrokovano S. aureus

Do stafilokoknog trovanja hranom dolazi prilikom konzumacije hrane koja sadrzi enterotoksin.
Za izazivanje infekcije enterotoksinom S. aureus potrebni su odredeni uvjeti. Prvi uvjet je izvor
koji sadrzi stafilokoke koji proizvode enterotoksin, zatim je za razvoj infekcije potreban
prijenos stafilokoka s izvora na hranu, primjerice kontaminiranim priborom za hranu. Nadalje,
kako bi se infekcija pojavila, hrana mora imati sastav s povoljnim fizikalno — kemijskim
karakteristikama za rast mikroorganizama 1 toksogenezu. Povoljna temperatura i vrijeme za
razmnoZzavanje nuzni su za razvoj dovoljnih koli¢ina enterotoksina. Poznato je da je glavni
uzrok prisustva ove bakterije u hrani loSa higijenska praksa tijekom obrade, kuhanja ili
distribucije hrane $to naposljetku rezultira trovanju hranom. Stafilokokni enterotoksini su
toplinski stabilni te mogu izdrZati toplinu od 121 °C tijekom 10 minuta pa stoga ukoliko su
enterotoksini proizvedeni u hrani, zagrijavanjem se ne unistavaju. Dokazano je da stafilokokni
enterotoksini nastaju uslijed temperaturnog raspona od 10 °C do 40 °C te da povecanje
temperature nije nuzno povezano s povecanjem koncentracije enterotoksina. Takoder je
dokazano kako na proizvodnju enterotoksina osim temperature i hranjivih tvari utjecu i svojstva

pojedinih sojeva S. aureus (23,24).



1.4.2 Utjecaj okolisnih uvjeta na rast i razmnoZzavanje S. aureus

Zabakteriju S. aureus je poznato da posjeduje sposobnost prilagodbe na razlicite uvjete okoline.
Stafilokoki su sveprisutni u okolisu te je mogucée njihovo prisustvo u zraku, prasini, vodi te
kanalizaciji. Dokazano je kako se bakterije mogu razmnozavati uslijed visokog postotka soli te
visoke koncentracije Secera. Ovi mikroorganizmi su relativno otporni na toplinu jer
prezivljavaju temperaturu od 50 °C tijekom 30 minuta te suSenje 1 9 % - tnu koncentraciju NaCl,

medutim inhibirani su 3% - tnim heksaklorfenom (19,25).

Poznato je da S. aureus raste i razmnozava se u temperaturnom rasponu od 7 °C do 48 °C te da
je optimalna temperatura za razvoj od 35 °C do 40 °C, no brojna istrazivanja su dokazala da
utjecaj temperature ovisi o ispitivanom soju te vrsti medija za rast (24,26). Minimalna
temperatura koja je potrebna za proizvodnju manjih koli¢ina enterotoksina je od 7 °C do 13 °C
te je produkcija toksina dokazana za 3-4 dana nakon inficiranja. Maksimalna temperatura pri

kojoj je moguca produkcija toksin S. aureus je od 40 °C do 48 °C (24).

Jedna od najucinkovitijih mjera za inaktivaciju S. aureus u hrani je zagrijavanje. Primjerice u
mlijeku se pravilnom termi¢kom obradom S. aureus ubija te je bakterija potpuno inaktivirana
nakon primjene pasterizacije pri 62,8 °C tijekom 6,8 minuta ili nakon termicke obrade pri 71,7
°C tijekom 0,14 minuta. Dokazano je da S. aureus ne raste dobro u prisutnosti kompetitivne
flore te da rast bakterija moze biti inhibiran zbog snizenja pH, kiselih produkata metabolizma

makromolekula te vodikovog peroksida 1 antibiotika (24).

1.4.3 Antimikrobna rezistencija

Bakterija S. aureus se lako prilagodava te ima sposobnost stjecanja rezistencije na antibiotike.
Dokazano je da je do sada oko 90% izolata rezistentno na penicilin. S aureus producira
penicilazu koja razara beta laktamski prsten, a kodirana je genom na plazmidu. Osnova
rezistencije na meticilin predstavlja promjenu u ciljnom mjestu djelovanja beta — laktama
penicilin vezajuéeg proteina, a mehanizam prijenosa gena je horizontalni transfer (19) .Infekcije
S. aureus problemati¢ne su zbog rezistencije na antibiotike od kojih je meticilin rezistentni S.
aureus (MRSA) najces¢i uzrocnik bolnickih infekcija uzrokovanih sojevima S. aureus (27).

Vankomicin je antibiotik koji se primjenjuje kod infekcija kada ostali antibiotici ne djeluju, no
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iako postoje sojevi S. aureus koji su otporni na vankomicin, ti se sojevi bakterija za sada nisu

prosirili u znacajnoj mjeri (28).

Bakterija ima sposobnost tvorbe slozene strukture ekstracelularnog polimernog biofilma koji
osigurava sigurno okruzenje za stvaranje mikrokolonija. Biofilm S. aureus stiti bakterije od
nepovoljnih uvjeta okoline kao Sto su promjena temperature, nedostatak hranjivih tvari te
dehidratacija. Najvecu opasnost uslijed razvoja biofilma S. aureus predstavlja zastita bakterija
od antimikrobnih lijekova. Samim time, s vremenom su lijekovi postali sve manje ucinkoviti

protiv ove bakterije (19,23).

1.5 Escherichia coli

Escherichia coli je najceS¢a te najznacajnija vrsta bakterija koja se ubraja u rod Escherichia
unutar porodice Enterobacteriaceae. Bakterija je gram negativni, oksidaza negativni, katalaza
pozitivni pokretni bacil Sirine od 1 do 1,5 um te duljine od 2 do 6 um, Posjeduje vaznu ulogu
kao dio normalne crijevne mikroflore Covjeka i nekih zivotinja te je zajedno s ostalim
bakterijama crijevne mikroflore zasluzna za stimulaciju imunog sustava domacina. Na taj nacin
inhibira se kolonizacija crijeva patogenim mikroorganizmima, a bakterije crijevne mikroflore
sudjeluju 1 u stvaranju vitamina K (19). Bakterija se u vecini sluc¢aja smatra bezopasnim
mikroorganizmom koji ne uzrokuje bolest kod ljudi, no neki sojevi E. coli uzrocnici su infekcija
gastrointestinalnog, mokra¢nog te srediSnjeg ziv€anog sustava (19). Poznato je da se E. coli
Cesto koristi u istrazivanjima primjerice prilikom kloniranja u DNA rekombinantnoj tehnologiji

(29).

Pojedini sojevi E. coli smatraju se uzro€nicima ekstraintestinalnih ili intestinalnih infekcija.
Prilikom razvoja infekcije bakterije koriste opce te specifiéne Cimbenike virulencije. U
intestinalne tipove E. coli ubrajaju se enterotoksi¢na E. coli (ETEC), enteroinvazivna E. coli
(EIEC), enteropatogena E. coli (EPEC), enterohemoragic¢na E. coli (EHEC), enteroagregativna
E. coli (EAEC) te difuzno adhezivna E. coli (DAEC) (30). Ovisno o ¢imbenicima virulencije
koje imaju bakterije, sojevi E. coli mogu biti uzro¢nici vodenastih proljeva ili upale crijeva
koju karakterizira krvavo sluzavi proljev (31). Ekstraintestinalna E. coli smatra se uzro¢nikom
infekcija mokra¢nog sustava, meningitisa kod novorodencadi te abdominalne sepse.

Uropatogena E. coli je uzro¢nik oko 80% infekcija mokra¢nog sustava (32).
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1.5.1 Sojevi E. coli koji uzrokuju infekcije probavnog sustava

Enterotoksi¢na E. coli uzrocnik je putnicke dijareje te dijareje kod djece koja su mlada do 5
godina (33). ETEC se prenosi kontaminiranom vodom i hranom, a infektivna doza znacajna za
razvoj infekcije iznosi 1x10® bakterija. Poznato je da se imunost prema ETEC razvije kod
vecina osoba koje zive u zemljama u kojima su infekcije ovim sojem E. coli dominantne (19).
Najznacajniji ¢imbenici virulencije ETEC su termolabilni te termostabilni egzotoksini i faktori
kolonizacije koji napadaju stanice crijeva. ETEC nakon kolonizacije po€inje luciti toksine koji
dovode do povecanog izlu¢ivanja vode te iona klora iz epitelnih stanica crijeva (34). Bolest

uzrokovanu ovim sojem E. coli prati vodenasti proljev (31).

Enteroinvazivna E. coli najCeSée uzrokuje infekcije u zemljama u razvoju. Infekcije
uzrokovane ovim sojem E. coli sli¢ne su infekcijama koje uzrokuje patogena bakterija Shigella
spp. Invazivni antigen koji je kodiran plazmidom smatra se glavnim ¢imbenikom virulencije
Enteroinvazivne E. coli te kod razvoja bolesti dolazi do upale te stvaranja ulkusa na sluznici
crijeva (19). Za razliku od ostalih sojeva E. coli, EIEC posjeduje ipaH-gen koji je prisutan samo

kod EIEC te Shigella spp. (36).

Enteropatogena E. coli smatra se prvim sojem E. coli za koji je dokazano da uzrokuje proljeve.
Specifi¢ni pili kodirani genima koji su smjeSteni na plazmidima smatraju se glavnim
¢imbenikom virulencije te kod ¢ovjeka EPEC uzrokuje umjerenu do tesku dijareju(19).

Infekcija uzrokovana ovim sojem E. coli najcesce je pracena poviSenom temperaturom (31).

Enterohemoragi¢na E. coli je za razliku od ostalih sojeva E. coli uzro¢nik proljeva u razvijenim
zemljama te uzrokuje infekcije kod svih dobnih skupina, ali se djeca te starije
imunokompromitirane osobe smatraju rizicnom skupinom za razvoj bolesti. Serotip EHEC
O157: H7 najceSc¢e uzrokuje bolest kod ljudi, a Shiga toksin ¢ini glavni ¢imbenik virulencije
EHEC (19,31). Infektivna doza je izrazito niska te iznosi od 10 do 100 bakterija (19). Klinicka
slika infekcije zapocinje vodenastim proljevom te gréevima u trbuhu, no ve¢ nakon pocetne
faze bolesti proljev prelazi u krvavi proljev (19). Dosadasnja istraZivanja su pokazala da se kod
otprilike 15% oboljelih javlja hemolitiCko-uremicki sindrom koji predstavlja najtezu
komplikaciju 1 kod 3-5% pacijenata dolazi do smrtnog ishoda (19,37). Nakon crijevne infekcije
Shiga toksini mogu migrirati crijevnu barijeru te oStetiti endotelne i1 tubularne stanice Sto

naposljetku moze voditi k zatajenju bubrega (38).
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1.5.2 Utjecaj okoli$nih uvjeta na rast i razmnoZzavanje E. coli

E. coli prezivljava u zemlji, vodi te na razli¢itim predmetima tijekom odredenog vremenskog
razdoblja (19). Na rast i razmnoZzavanje E. coli utjecu abioticki i bioticki ¢imbenici. U abioticke
¢imbenike ubrajaju se temperatura, dostupnost vode i hranjivih tvari, pH te suncevo zracenje.
Bioticki ¢imbenici predstavljaju prisutnost drugih mikroorganizama i1 sposobnost bakterije da
dobije hranjive tvari te se natjeCe s drugim mikroorganizmima. Temperatura se smatra glavnim
¢imbenikom koji utjeCe na rast bakterija u okoliSu. E. coli se ubraja u mezofilne
mikroorganizme jer je dokazano da se uspjeSno razmnozava pri temperaturama od 20 °C do 40
°C. Dokazano je da u prirodi E. coli moze dulje prezivjeti na niZim nego na viSim
temperaturama, stoga u okoliSu E. coli najcesce raste na temperaturama nizim od 30 °C.
Nadalje, istrazivanja su dokazala da E. coli posjeduje sposobnost prilagodbe na temperaturne
amplitude. Nekim sojevima E. coli za rast i razmnozavanje viSe odgovaraju fluktuirajuce
temperature nego temperature u okruZenju konstantno viSih temperatura, dok primjerice
enterohemoragi¢na E. coli serotip O157:H7 raste najbolje u okruzenju konstantnih temperatura.
Vrijednost pH takoder utjece na rast i razmnozavanje bakterija E. coli te razina otpornosti prema
pH ovisi o soju E. coli. Primjerice soj E. coli serotip O157:H7 bolje prezivljava u okruzenju
niskog pH u usporedbi s ostalim sojevima E. coli. Nadalje, dokazano je da E. coli posjeduje
sposobnost fleksibilnosti i svestranosti u prikupljanju energije i ugljika §to pomaze bakteriji da
prezivi i razmnozava se u okoliSu (29). Bakterija E. coli je osjetljiva na uobicajene

dezinficijense (19).

Istrazivanjem je ispitivan utjecaj temperature na prezivljavanje odredenih sojeva E. coli u
mesnom bujonu te obranom mlijeku. Dokazano je da su bakterije E. coli unutar mesnog bujona
bile inaktivirane prilikom izlaganja temperaturi od 55 °C nakon 60-120 minuta, dok su u

obranom mlijeku bakterije bile inaktivirane nakon 180 minuta pri temperaturi 55 °C (39).

Tijekom istrazivanja u kojem su u komercijalne sokove od manga te Sparoga inokulirane E. coli
(ATCC 43889, ATCC 43895) te potom inkubirane pri temperaturama od 7 °C te 25 °C
dokazano je da su nize temperature te adaptacija bakterija na kiselinu poboljsali prezivljavanje

E. coli O157:H7 u oba komercijalna soka (40).
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1.5.3 Antimikrobna rezistencija

Sli¢no kao S. aureus 1 E. coli posjeduje sposobnost razvoja rezistencije prema odredenim
antibioticima (41). Novija istrazivanja su dokazala da je E. coli posljednjih godina razvila sve
vecu rezistenciju na antibiotike. Razlog tome, osim mutacija u genima su visestruke crpke
AcrAB-To/C 1 Mex crpke koje sinergisticki djeluju s drugim mehanizmima (42). Nadalje,
istrazivanje kojemu je cilj bio ispitati mikrobnu ispravnost s obzirom na prisutnost E. coli te
ispitati profil antimikrobne rezistencije E. coli u 86 uzoraka vo¢nih sokova dokazalo je da je 20
uzoraka (3,26 %) bilo pozitivno na E. coli. Izolirane E. coli bile su vrlo otporne na klindamicin
(80 %), ampicilin (70 %), sulfametoksazol — trimetoprim (60 %), eritromicin (60 %) te
kloramfenikol (50 %) te je zakljuceno kako se voéni sok moze smatrati potencijalnim izvorom

patogene E. coli ukoliko postupci konzerviranja nisu provedeni na ispravan nacin (43).

1.6 Pravna regulativa vezana uz voéne sokove

Ministarstvo poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja je temeljem Zakona o hrani u lipnju
2008. godine donijelo Pravilnik o mikrobioloSkim kriterijima za hranu. Pravilnik je uskladen s
zakonodavstvom Europske unije, odnosno s Uredbom (EZ-a) 2073/2005 o mikrobioloskim
kriterijima za hranu. Pravilnikom o mikrobioloskim kriterijima za hranu utvrdeni su
mikrobioloski kriteriji za pojedine mikroorganizme 1 pravila kojih se subjekt u poslovanju s
hranom mora pridrZavati. Prema Pravilniku o mikrobioloSkim kriterijima za hranu za
nepasterizirane sokove od voca i1 povréa (gotova hrana) mikroorganizam koji se utvrduje je
Salmonella spp. U tom slucaju propisan je broj elementarnih jedinica koje ¢ine uzorak te on
mora iznositi 5. Grani¢na vrijednost oznacava da u 25 grama uzorka se mora dokazati odsutnost
mikroorganizma kako bi proizvod zadovoljio mikrobioloski kriterij. U ovom slucaju faza u
kojoj se primjenjuje kriterij je faza u kojoj je proizvod stavljen na trziSte tijekom valjanog roka
trajanja, a ispitna referentna metoda je HRN EN ISO 6579. S obzirom na kriterije higijene u
procesu proizvodnje, prema Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za hranu za
nepasterizirane sokove od voca i povréa (gotova hrana) mikroorganizam c¢ija se prisutnost
ispituje je E. coli. U ovom slucaju broj elementarnih jedinica koje ¢ine uzorak je 5, dok je 2
dozvoljeni broj elementarnih jedinica uzorka koje daju vrijednost izmedu m 1 M. Vrijednost m
oznaCava grani¢nu vrijednost ispod koje se svi rezultati smatraju zadovoljavaju¢om, dok se
vrijednost M odnosi na grani¢nu dopuStenu vrijednost iznad koje se rezultati ne smatraju

zadovoljavaju¢im. Grani¢na vrijednost za m iznosi 100 CFU/g , dok je 1000 CFU/g propisana
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grani¢na vrijednost za M. Faza u kojoj se ovaj mikrobioloski kriterij primjenjuje je proizvodni
proces, a ispitna referentna metoda je HRN ISO 16649-1 ili HRN ISO 16649-2. Prema
Pravilniku mjere koje su propisane u slucaju nezadovoljavajucih rezultata su poboljSanje

higijene proizvodnje i izbora sirovina (44).

Vodic¢ za mikrobioloske kriterije za hranu pruza nadleznim tijelima smjernice i upute o primjeni
kriterija iz Pravilnika o mikrobioloskim kriterijima za hranu u cilju provodenja sluzbenih
kontrola. Nadalje, Vodi¢ objasnjava subjektima u poslovanju s hranom kako moraju ispravno
primjenjivati odredbe Pravilnika o mikrobioloskim kriterijima za hranu. Vodi¢ za
mikrobioloske kriterije za hranu sadrzi mikrobioloske kriterije za hranu te mikrobioloske
kriterije za osiguranje higijenskih uvjeta prilikom rada s hranom kao dio verifikacije HACCP
plana. Prema Vodicu mikrobioloski parametri koji se utvrduju u voénim sokovima, gaziranim
voénim sokovima te osvjezavajuéim voénim sokovima su: aerobne mezofilne bakterije,
Salmonella spp., Enterobacteriaceae te kvasci i plijesni. Za sve navedene parametre broj
elementarnih jedinica koje ¢ine uzorak iznosi 5, dok se jedino za aerobne mezofilne bakterije
gleda i broj jedinica uzorka gdje se broj bakterija moze nalaziti izmedu vrijednostimi M te cu
ovom slu¢aju iznosi 1. Mikrobioloski kriteriji za aerobne mezofilne bakterije iznose m=10 CFU
/ml te M = 10? CFU /ml. Za Salmonella spp. mikrobiologki kriterij iznosi M=0 CFU/25 ml, za
Enterobacteriaceae iznosi M < 1 CFU/10 ml dok za kvasce i plijesni iznosi M < 1 CFU/ml.
Gledajuci, mikrobioloske parametre koji se utvrduju u nepasteriziranim voénim sokovima i
sokovima od povréa takoder se ispituje prisutnost aerobnih mezofilnih bakterija, Sa/monella
spp., Enterobacteriaceae te kvasaca 1 plijesni. Za sve navedene parametre broj elementarnih
jedinica koje ¢ine uzorak takoder iznosi 5, dok za aerobne mezofilne bakterije broj jedinica
uzorka gdje se broj bakterija moZe nalaziti izmedu vrijednosti m 1 M za Enterobacteriaceae ¢
iznosi 1, dok za kvasce 1 plijesni ¢ iznosi 2. Mikrobioloski kriteriji kod nepasteriziranih sokova
su visi za razliku od pasteriziranih voénih sokova te je za aerobne mezofilne bakterije m =103
CFU/ml, a M = 10* CFU/ml. Za Salmonella spp mikrobiologki kriterij iznosi M=0 CFU/25 ml.
Utvrdeni mikrobiologki kriteriji za Enterobacteriaceae iznose m=10 CFU/ml odnosno M=10?

CFU/ml, dok su za kvasce i plijesni propisani kriteriji m=10° CFU/ml te M = 10° CFU/ml (45).
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1.6.1 Pravna regulativa vezana uz ekoloske proizvode

Prema pravilima Europske unije ekoloska proizvodnja podrazumijeva postivanje svih pravila o
ekoloskom uzgoju, a sva se pravila temelje na op¢im i konkretnim nacelima s ciljem promicanja
zaStite okoliSa, zatim ocCuvanja bioraznolikosti te jatanja povjerenja potrosaca u ekoloske
proizvode. Kod ekoloskih proizvoda u svim fazama proizvodnje nije dopuStena uporaba
geneticki modificiranih organizama te ioniziraju¢eg zraCenja. Uporaba umjetnih gnojiva,
pesticida i herbicida je ogranicena. Nadalje, upotreba hormona je zabranjena, a uporaba
antibiotika dopustena je iskljucivo zbog zdravlja zivotinja. Proizvodaci ekoloskih proizvoda
obavezni su razviti alternativne nacine odrzavanja plodnosti tla te zdravlja biljaka i Zivotinja.
Primjerice, proizvodaci ekoloskih proizvoda trebaju izbjegavati uporabu mineralnih dusi¢nih
gnojiva, smanjiti utjecaj korova i Steto¢ina primjenom otpornih sorti i pasmina te tehnika kojima
se poti¢e prirodnija kontrola Stetnika. Nadalje, ekoloski proizvodaci duzni su $to CeSée
primjenjivati plodorede te uzgajati biljke koje vezu dusik za zelenu gnojidbu kako bi se na taj
nacin obnovila plodnost tla. Navedena pravila moraju biti ukljucena u sve faze proizvodnje,
pripreme te distribucije kako bi neki proizvod mogao biti obiljezen kao ekoloski. Nadalje, da
bi neki proizvod bio oznac¢en znakom ekoloske proizvodnje potrebno je da sadrzi najmanje 95%
ekoloski uzgojenih sastojaka, a preostalih 5% sastojaka je proizvedeno uz stroge uvjete

proizvodnje (46).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj diplomskog rada bio je ispitati mikrobioloSku ispravnost vo¢nih sokova iz
konvencionalne i ekoloske proizvodnje. Nadalje, cilj je bio odrediti kinetiku rasta bakterija S.
aureus 1 E. coli u voénim sokovima iz konvencionalne i ekoloske proizvodnje pri razliitim

temperaturama (4 °C , 25 °C, 37 °C) tijekom vremenskog razdoblja od 12 dana.
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3. MATERIJALI I POSTUPCI

3.1 Uzorci voénih sokova

Prilikom odredivanja mikrobioloSke ispravnosti voénih sokova iz konvencionalne i
ekoloske proizvodnje koriStena su Cetiri uzorka voénih sokova. Svi su uzorci voénih sokova bili

ispravnog roka trajanja.

Prviuzorak voénog soka je osvjezavajuci, mutni, negazirani, bezalkoholni vo¢ni sok mijesanog
tropskog voca iz koncentriranog soka sa Secerima i sladilom te obogacen vitaminima. Udio
voca u voénom soku je najmanje 12% (naranca 8% , limun 2% te ostalo voce 2%). Sastojci
vocénog soka su: voda, Secer, glukozno-fruktozni sirup, koncentrirani sok mijeSanog tropskog
voca (naranca, limun, ananas, grozde, mandarina, nektarina, marakuja, guava, marelica),
limunska kiselina, vitamini C i E, provitamin A, stabilizatori E440 i E410, arome, sladilo

sukraloza. Uzorak vo¢nog soka je iz konvencionalne proizvodnje.

Tablica 1. Nutritivne vrijednosti osvjezavajuéeg, mutnog, negaziranog, bezalkoholnog voénog

soka iz konvencionalne proizvodnje na 100 ml.

Energija 119 kJ / 28 kcal
Ugljikohidrati 70¢g

od kojih Seceri 70¢g

Masti <0,lg

od kojih zasi¢ene mk <0,01g
Bjelancevine <0,1g

Sol <0,0lg
Vitamin C 12 mg
Vitamin E 1,8 mg
Vitamin A 240 pg
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Drugi uzorak voénog soka je sok multivitamin ekoloskog podrijetla. Sastojci voénog soka su
sok od narance, jabuke, kruske, manga, mrkve biodinamickog podrijetla te sok od marakuje,

guave i nara kontroliranog organskog podrijetla.

Tablica 2. Nutritivne vrijednosti uzorka vo¢nog soka multivitamin ekoloskog podrijetla na 100

ml.

Energija 184 kJ / 44 kcal
Ugljikohidrati 93¢g

od kojih Seceri 88¢g

Masti 0,1g

od kojih zasi¢ene mk 0,02 ¢
Bjelancevine 0,5¢g

Sol 0,03 g

Vitamin C 12 mg

Vitamin A 160 ng

Trec¢i uzorak vo¢nog soka je sok od jabuke od koncentriranog soka jabuke s udjelom voca 100

%. Uzorak vo¢nog soka je iz konvencionalne proizvodnje.

Tablica 3. Nutritivne vrijednosti soka od jabuke iz konvencionalne proizvodnje na 100 ml.

Energija 189 kJ / 45 kcal
Ugljikohidrati 112 ¢

od kojih Seceri 112¢g

Masti Og

od kojih zasi¢ene mk Og
Bjelancevine Og

Sol <0,0lg
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Cetvrti uzorak voénog soka je organski sok od jabuke. Voéni sok ¢ini sok od jabuke iz ekoloske

proizvodnje.

Tablica 4. Nutritivne vrijednosti soka od jabuke iz ekoloske proizvodnje na 100 ml.

Energija 193 kJ / 46 kcal
Ugljikohidrati I1g

od kojih Seceri 10,5¢g

Masti 0,5¢g

od kojih zasi¢ene mk 0,1g
Bjelancevine 0,5¢g

Sol 0,01 g

3.2 Baird Parker agar

Baird Parker je selektivna i diferencijalna hranjiva podloga koja se koristi prilikom nasadivanja

bakterija S. aureus s ciljem pripreme bakterijske suspenzije te za odredivanje broja bakterija S.

aureus u uzorcima vo¢nih sokova iz konvencionalne 1 ekoloske proizvodnje. Baird Parker agar

posjeduje selektivna svojstva zahvaljuju¢i litijevom kloridu te 1 % -om kalijevom teluritu koji

su zasluzni za inhibiciju rasta ostalih mikroorganizama. Diferencijalna svojstva o€ituju se zbog

sadrzaja kalij telurit te Zumanjaka. Bakterije S. aureus su koagulaza pozitivne te posjeduju

enzim lecitinazu koji razgraduje Zumanjak u podlozi. Na taj se nacin stvara prozirna zona oko

kolonija. Takoder stafilokoki imaju sposobnost redukcije kalij telurita Sto rezultira

karakteristiénim crno — sivim kolonijama na podlozi.
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Sastav Baird Parker agara — kazein (10 g/1)
-ekstrakt mesa (5 g/1)
-ekstrakt kvasca (1 g/l)
- Natrijev piruvat (10 g/1)
-L-glicin (12 g/1)
-Litijev klorid (5 g/1)
-agar (20 g/l)

* pH 7,2 40,2

3.3 TBX agar

TBX agar je selektivna i diferencijalna hranjiva podloga koja se koristi za nasadivanja bakterija
E. coli u svrhu pripreme bakterijske suspenzije te odredivanje broja E. coli u uzorcima voénih
sokova iz konvencionalne i ekoloske proizvodnje. TBX agar ima selektivna svojstva
zahvaljujucéi prisustvu kromogenog supstrata 5- brom- 4 -krom- 3- indol beta - D - glukuronida
( X- B — D — glukuronid ), a E. coli posjeduje enzim B- glukuronidazu koji razgraduje veze
izmedu kromogenog supstrata 5- brom- 4 - krom - 3- indol te f — D — glukuronida $to rezultira

pojavom plavo — zelenih kolonija E. coli na TBX agaru.

Sastav TBX agara - Tripton (20,0 g/l)
-Zuéne soli (1,5 g /1)
- X-Glukuronid (0,075 g /1)
- Agar (15,0 g /1)

*pH 7,2 +0,2
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3.4 Mikrobioloska ispravnost vo¢nih sokova iz konvencionalne i ekoloSke proizvodnje

Mikrobioloska ispravnost odredivana je za Cetiri uzorka voénih sokova. Svi su uzorci voénih
sokova bili ispravnog roka trajanja te im je ambalaza sterilno otvorena neposredno prije
nasadivanja na hranjive podloge. U uzorcima vo¢nih sokova odredivana je prisutnost ukupnih
aerobnih mezofilnih bakterija, bakterija Enterobacteriaceae, Salmonella, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus te prisutnost
kvasaca 1 plijesni. Odredeni volumeni vo¢nog soka sterilnom pipetom su nasadeni na povrsine
agara te su potom razmazani sterilnim staklenim Stapi¢em po povrsini podloge. Nasadene ploce
ostavljene su 10 minuta na sobnoj temperaturi te su potom inkubirane na razliitim

temperaturama.

Prisutnost ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija odredena je na nacin da je 1 ml svakog uzorka
vo¢nog soka prenesen u Petrijevu zdjelicu te je potom dodano 12-15 ml rastopljenog i
ohladenog hranjivog agara s kvascevim ekstraktom. Uzorci su inkubirani na 37 °C tijekom

vremenskog razdoblja od 48 sati.

Prisutnost bakterija iz roda Enterobacteriaceae ispitivana je na na¢in da je 100 pul svakog uzorka
vocénog soka nasadeno na selektivnu i diferencijalnu hranjivu podlogu VRBG (engl. Violet Red
Bile Glucose) koja se inkubira na 37 °C tijekom 24 sata. Enterobacteriaceae na VRBG agaru

rastu kao tamno ljubicaste kolonije koje su okruzene ruzic¢astom halo zonom.

Prisutnost vrsta Sa/monella dokazuje se na XLD (ksiloza — lizin — dezoksikolat) agaru na nacin
da se 100 pl uzorka vo¢nog soka nasaduje na hranjivu podlogu koja se potom inkubira tijekom
vremenskog razdoblja od 24 sata na 37 °C. Kolonije Salmonella na agaru su crvene boje s

karakteristi¢nim crnim centrom.

Prisutnost E. coli ispitivana je na nacin da je 100 pul svakog uzorka vo¢nog soka nasadeno na
diferencijalnu i selektivnu podlogu TBX (Tryptone Bile X- glucuronide) koja se inkubira na 37

°C tijekom 24 sata. Porast E. coli na TBX agaru vidljiv je kao plavo-zelene kolonije.

Prisutnost L. monocytogenes dokazuje se porastom na ALOA (Agar Listeria according to
Ottaviani and Agosti) agaru. Volumen od 100 ul uzorka voénog soka nasadi se na hranjivu
podlogu koja se inkubira na 37 °C tijekom 24 sata. Kolonije L. monocytogenes na hranjivoj

podlozi su prepoznate po tirkiznoj boji s halo zonom.

Prisutnost B. cereus ispitivana je na nacin je 100 pl svakog uzorka voénog soka nasadeno na

selektivnu 1 diferencijalnu podlogu PEMBA (egg-yolk mannitol-bromothymol blue agar).
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Hranjive podloge su inkubirane tijekom vremenskog razdoblja od 24-48 sati na 37 °C, a porast

B. cereus ocituje se u plavim kolonijama sa sivkastim sredistem.

Prisutnost S. aureus dokazuje se porastom na podlozi Baird Parker te je po 100 ul svakog uzorka
vocénog soka nasadeno na hranjive podloge koje su potom inkubirane tijekom 24 sata na 37 °C.
Porast kolonija crno-sive boje s halo zonom ukazuje na prisutnost S. aureus u ispitivanim

uzorcima.

Prisutnost Enterococcus ispitivana je na nacin da je 100 ul uzorka nasadeno na selektivnu i
diferencijalnu hranjivu podlogu KEA (Kanamycin Esculin Azide) koja se inkubira na 37 °C
tijekom 24 sata, a pozitivan porast oCituje se kao prozirne kolonije s tamnosmedom do crnom

halo zonom.

Prisutnost kvasaca i plijesni odreduje se na nacin da je 100 ul svakog uzorka voénog soka

nasadeno na Sabouraud agar te su hranjive podloge inkubirane na 37 °C tijekom 48 sati.

3.5 Priprema bakterijske suspenzije

Bakterijska suspenzija to¢no odredene koncentracije priprema se spektrofotometrijski pomocu
uredaja spektrofotometra koji se upotrebljava za odredivanje opticke gustoce. Poznato je da
opticka gustoéa 1 predstavlja koncentraciju od 1x10° bakterija u ml suspenzije (CFU/ ml).
Sterilna voda je koriStena kao slijepa proba kod odredivanja opticke gustoce bakterijske
suspenzije. Prilikom odredivanja kinetike rasta koriStena je bakterija Staphylococcus aureus,
soj American Type Culture Collection (ATCC) 29213 te bakterija Escherichia coli, s0j
American Type Culture Collection (ATCC) 25922. Bakterija S. aureus je prethodno uzgajana
na Baird Parker agaru, dok je E. coli uzgajana na TBX agaru. Nakon inkubacije pri temperaturi
od 37 °C te porasta S. aureus na Baird Parker agaru, odnosno E. coli na TBX agaru bakterije
su sterilnim brisnim Stapi¢em pokupljene sa spomenutih agara te su potom umucene u 3 ml
sterilne vode. Neposredno prije spektrofotometrijskog odredivanja opticke gustoce bakterijske
suspenzije bile su homogenizirane pomocu tresilice. Nadalje, u cilju mjerenja opticke gustoce
500 upl tako pripremljenih suspenzija pipetirano je u kivetu. Opticka gustoca bakterijske
suspenzije S. aureus iznosila je 1,086, dok je opticka gustoca suspenzije E. coli iznosila 0,927.
Opticke gustoce tako pripremljenih suspenzija znace da je priblizan broj bakterija u suspenziji

1x10° CFU/ml.
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3.6 Inokulacija bakterija u uzorke vo¢nih sokova

S obzirom da je nakon utvrdivanja mikrobioloske ispravnosti vo¢nih sokova, cilj bio pratiti
kinetiku rasta bakterija S. aureus te E. coli u dva uzorka voénih sokova iz konvencionalne
proizvodnje te dva uzorka iz ekoloske proizvodnje neposredno nakon sterilnog otvaranja
ambalaze vo¢nih sokova pripremljene bakterijske suspenzije su inokulirane u 30 ml uzorka
sokova. U cilju postizanja koncentracije 1x10° bakterija S. aureus u mililitru uzorka soka, u 30
ml uzorka je dodano 3 ul pripremljene bakterijske suspenzije S. aureus, dok je u cilju postizanja
koncentracije 1x10°bakterija E. coli u mililitru uzorka soka dodano 30 ul bakterijske suspenzije
E. coli u 30 ml uzorka. Nadalje, u cilju odredivanja kinetike rasta S. aureus odnosno E. coli u
Cetiri uzorka voénih sokova tako pripremljeni uzorci inkubirani su na tri razli¢ite temperature

4 °C, 25 °C 137 °C tijekom vremenskog razdoblja od 12 dana.

3.7 Kinetika rasta bakterija u uzorcima vo¢nih sokova

Broj bakterija S. aureus 1 E. coli u dva uzorka vo¢nih sokova iz konvencionalne proizvodnje te
dva uzorka sokova iz ekoloske proizvodnje odreden je treci, sedmi, deveti i dvanaesti dan nakon
inokulacije. U cilju pracenja kinetike rasta bakterije S. aureus u uzorcima voc¢nih sokova, 100
ul svakog uzorka nasadeno je na Baird Parker agar, dok je za odredivanja kinetike rasta E. coli
isti volumen voénog soka nasaden na TBX agar. Nadalje, sve su nasadene podloge inkubirane
na temperaturi od 37 °C tijekom 24 sata. Isti postupak nasadivanja bakterija S. aureus na Baird
Parker, odnosno nasadivanja E. coli na TBX hranjivu podlogu ponovljen je sedmog, devetog te
dvanaestog dana od inokulacije. Broj bakterija S. aureus odnosno E. coli o€itan je nakon
inkubacije od 24 sata. Porast kolonija S. aureus prepoznat je po crno — sivoj boji kolonija s halo

zonom, a porast E. coli na TBX agaru karakteriziraju karakteristicno plavo-zelene kolonije.

3.8 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada dobivenih podataka provedena je programom Statistica 12 (StatSoft Inc.,
SAD). Normalnost distribucije svih parametara je utvrdena. Uzorci koji su pokazali normalnu
distribuciju analizirani su parametrijskim Student t - testom, a razina od p<0,05 smatrana je

statistiCki znacajnom 1 oznacena zvjezdicom (*).
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4. REZULTATI

Cilj diplomskog rada bio je ispitati mikrobiolosku ispravnost voénih sokova iz
konvencionalne i ekoloske proizvodnje. Mikrobioloska ispravnost odredivana je u dva uzorka

vo¢nog soka mijesanog voca te dva uzorka soka od jabuke.

Nadalje, slijede¢i cilj bio je odrediti kinetiku rasta bakterija S. aureus i E. coli u voénim
sokovima iz konvencionalne i ekoloSke proizvodnje pri razli¢itim temperaturama (4 °C , 25 °C,

37 °C) tijekom vremenskog razdoblja od 12 dana.

4.1 Ispitivanje mikrobioloske ispravnosti vo¢nih sokova

Kod ¢etiri uzorka voénih sokova unutar roka trajanja ispitivana je mikrobioloska ispravnost. U
uzorcima voénih sokova je odredivana prisutnost ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija,
bakterija roda Enterobacteriaceae, Salmonella, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus te prisutnost kvasaca i plijesni. Odredeni
volumen voé¢nog soka nasaden je na povrSinu hranjive podloge i razmazan staklenim Stapi¢em
po povrsini, a potom su nasadene hranjive podloge inkubirane pri odredenoj temperaturi

tijekom odredenog vremenskog perioda.

Prisutnost ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija odredivana je na nacin da je po 1 ml svakog
uzorka vo¢nog soka prenijet u Petrijevu zdjelicu te je zatim dodan rastopljen hranjivi agar s
kvaS¢evim ekstraktom. Petrijeve zdjelice su inkubirane pri temperaturi od 37 °C. Nakon
vremenskog razdoblja od 48 sati ocitava se broj bakterija, no tijekom navedenog vremenskog
razdoblja nije doSlo do porasta kolonija. Kod cetiri uzorka vo¢nih sokova nije dokazana

prisutnost ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija.

Prisutnost bakterija Enterobacteriaceae, Salmonella, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Bacilus cereus, Staphylococcus aureus 1 Enterococcus dokazuje se porastom kolonija na
odredenoj hranjivoj podlozi na nacin da je 100 pl uzorka voénih sokova nasadeno na hranjive
podloge koje su inkubirane pri 37 °C tijekom 24 sata. Nakon propisanog vremenskog perioda
takoder nije doSlo do porasta kolonija na hranjivim podlogama te nije dokazana prisutnost

bakterija Enterobacteriaceae, Salmonella, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Bacilus
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cereus, Staphylococcus aureus 1 Enterococcus u uzorcima vocénih sokova iz konvencionalne i

ekoloske proizvodnje.

Prisutnost kvasaca i plijesni ispitivana je na nac¢in da je 100 ul svakog uzorka voénog soka
nasadeno na Sabouraud agar. Hranjive podloge su inkubirane na 37 °C tijekom 48 sati te nije

doslo do porasta kolonija kvasaca i plijesni u uzorcima voénih sokova.

Istrazivanjem je dokazana mikrobioloska ispravnost vo¢nog soka mijeSanog tropskog voc¢a od
koncentriranog soka sa Secerima i sladilom obogacenog vitaminima iz konvencionalne
proizvodnje, zatim multivitamin soka ekoloSkog podrijetla, soka od jabuke od koncentriranog
soka jabuke s udjelom voc¢a 100 % konvencionalnog podrijetla te soka od jabuke ekoloSkog
podrijetla jer nije doslo do porasta kolonija na hranjivim podlogama. Ovi su rezultati u skladu
s zahtjevima iz Vodi¢a za mikrobioloske kriterije za hranu te Pravilnika o mikrobioloSkim

kriterijima za hranu.

4.2 Kinetika rasta S. aureus u voénim sokovima

Bakterijske suspenzije S. aureus dodane su u dva uzorka voénog soka iz konvencionalne
proizvodnje te dva uzorka sokova iz ekoloske proizvodnje. Neposredno nakon inokulacije,
suspenzije su nasadene na Baird Parker agar s ciljem odredivanja pocetne koncentracije
bakterija u uzorcima vo¢nih sokova. Baird Parker se inkubira pri temperaturi od 37 °C tijekom
vremenskog razdoblja od 24 sata, a nakon navedenog vremenskog razdoblja ocitan je broj
bakterija te je iznosio 1x10° CFU/ml za sve uzorke voénih sokova iz konvencionalne odnosno
ekoloske proizvodnje. Pripremljene bakterijske suspenzije vo¢nih sokova su inkubirane pri 4
°C, 25 °Cte 37 °C, a isti postupak nasadivanja suspenzija na Baird Parker ponovljen je treceg,
sedmog, devetog te dvanaestog dana od inokulacije. Broj bakterija S. aureus o€itava se nakon

inkubacije od 24 sati pri 37 °C te je prepoznat po karakteristicnoj crno — sivoj boji kolonija.

Tre¢i dan nakon dodatka bakterija u uzorak voénog soka konvencionalne proizvodnje od
mijeSanog tropskog voca inkubiranog na 4 °C nije doSlo do porasta kolonija na Baird Parker
agaru. Takoder do porasta kolonija S. aureus nije doslo niti sedmog, devetog i dvanaestog dana

od inokulacije.

Tre¢eg dana od dodatka bakterija u uzorak vocénog soka od mijeSanog voca ekoloske
proizvodnje inkubiranog na 4 °C ocitan je broj bakterija od 1,9%10> CFU /ml (Slika 2.).
Sedmog dana od inokulacije broj bakterija je iznosio 1,6x10* CFU/ ml, a broj bakterija devetog
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dana od dodatka bakterija broj je iznosio 1x10?> CFU/ml (Slika 2.). Dvanaestog dana od
inokulacije takoder je oCitan pozitivan porast kolonija S. aureus te je broj bakterija iznosio 4x10
CFU/ml (Slika 2.). Broj bakterija u uzorku voénog soka ekoloske proizvodnje se statisticki
znaCajno razlikuje u odnosu na uzorak vocénog soka konvencionalne proizvodnje treceg,

sedmog, devetog i dvanaestog dana od dodatka bakterija u uzorke.
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Slika 2. Kinetika rasta bakterije S. aureus u uzorku voénog soka mijesanog tropskog voca iz
koncentriranog soka sa Secerima i sladilom obogacenog vitaminima iz konvencionalne
proizvodnje 1 uzorku vo¢nog soka multivitamin ekoloske proizvodnje nakon inkubacije pri
temperaturi od 4 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu je prikazana srednja vrijednost (*

p<0,05).

Na Baird Parker agaru, na kojeg je prethodno nasaden uzorak vo¢nog soka mijeSanog tropskog
voca iz koncentriranog soka sa Sec¢erima i sladilom oboga¢enog vitaminima iz konvencionalne
proizvodnje 1 inkubiran na 25 °C, trefeg, sedmog, devetog, dvanaestog dana od dodatka
bakterija nije doSlo do porasta kolonija S. aureus. U uzorku soka multivitamin ekoloskog
podrijetla koji je takoder bio inkubiran pri temperaturi od 25 °C broj bakterija je o€itan tre¢eg
dana te je iznosio 6,4x10?> CFU/ ml, dok je sedmog dana od dodatka bakterija broj bakterija
iznosio 2,1x10? CFU / ml, a devetog dana broj bakterija bio je 2,4x10?> CFU/ml (Slika 3.).
Dvanaestog dana od inokulacije nije oCitan broj bakterija. Broj bakterija u uzorku vo¢nog soka

ekoloske proizvodnje se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na uzorak vocénog soka

27



konvencionalne proizvodnje tre¢eg, sedmog i devetog dana od dodatka bakterija u uzorke

vocnih sokova.
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Slika 3. Kinetika rasta bakterije S. aureus u uzorku voénog soka mijeSanog tropskog voca iz
koncentriranog soka sa Secerima i sladilom obogacenog vitaminima iz konvencionalne
proizvodnje 1 uzorku voénog soka multivitamin ekoloSke proizvodnje nakon inkubacije pri
temperaturi od 25 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu je prikazana srednja vrijednost

(* p<0,05).

Isti postupak nasadivanja bakterijske suspenzije ponovljen je i s istim uzorcima voénih sokova
inkubiranih na temperaturi od 37 °C te tre€eg, sedmog, devetog te dvanaestog dana od dodatka
bakterija u voéni sok mijeSanog tropskog voca iz koncentriranog soka sa Secerima 1 sladilom
obogacenog vitaminima iz konvencionalne proizvodnje nije doSlo do porasta bakterija S.
aureus. S druge strane, kod uzorka vo¢nog soka multi vitamin ekoloskog podrijetla broj
bakterija je ocitan treceg, sedmog, devetog te dvanaestog dana od dodatka bakterija. Treceg
dana broj bakterija je iznosio 1,1x10° CFU/ml, sedmog dana broj bakterija je bio 2x10? CFU/
ml (Slika 4.). Devetog dana o¢itan je broj bakterija od 1,4x10? CFU/ ml, dok je dvanaestog dana
od inokulacije za isti uzorak broj bakterija iznosio 1,1x10?> CFU/ml (Slika 4.). Broj bakterija u

28



uzorku vo¢nog soka ekoloske proizvodnje se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na uzorak
vo¢nog soka konvencionalne proizvodnje treéeg, sedmog, devetog i dvanaestog dana od

dodatka bakterija u voéne sokove.
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Slika 4. Kinetika rasta bakterije S. aureus u uzorku voénog soka mijesanog tropskog voca iz
koncentriranog soka sa Seferima 1 sladilom obogacenog vitaminima iz konvencionalne
proizvodnje 1 uzorku vo¢nog soka multivitamin ekoloske proizvodnje nakon inkubacije pri
temperaturi od 37 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu je prikazana srednja vrijednost

(* p< 0,05).

U cilju pracenja kinetike rasta S. aureus u uzorku soka od jabuke od koncentriranog soka jabuke
s udjelom voca 100 % iz konvencionalne proizvodnje te soka od jabuke ekoloske proizvodnje
suspenzije su nasadivane na Baird Parker agar takoder nakon inkubacije pri tri razliCite
temperature. Na Baird Parker agaru na kojeg je nasadena suspenzija soka od jabuke inkubiranog
pri 4 °C konvencionalne proizvodnje nije ocCitan broj bakterija niti jednog dana tijekom
istrazivanja. Trec¢eg dana od inokulacije bakterija u uzorak soka od jabuke ekoloSkog podrijetla
doslo je do porasta kolonija S. aureus te je broj bakterija iznosio 2 x10?> CFU/ ml (Slika 5.).

Nadalje, sedmog, devetog i dvanaestog dana od dodatka bakterija u isti uzorak vo¢nog soka
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ekoloskog podrijetla nije zabiljeZzen porast bakterija. Broj bakterija u uzorku vo¢nog soka
ekoloske proizvodnje se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na uzorak voénog soka

konvencionalne proizvodnje tre¢eg dana od dodatka bakterija u voéne sokove.
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Slika 5. Kinetika rasta bakterije S. aureus u uzorku soka od jabuke od koncentriranog soka
jabuke s udjelom voca 100 % iz konvencionalne proizvodnje i uzorku soka od jabuke ekoloske
proizvodnje nakon inkubacije pri temperaturi od 4 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu

je prikazana srednja vrijednost (* p<0,05).

Tre¢eg dana od dodatka bakterija u sok od jabuke konvencionalnog i ekoloskog podrijetla
inkubiranog pri 25 °C nije doSlo do porasta broja bakterija na Baird Parker agaru, iako je
istrazivanje provedeno tijekom vremenskog razdoblja od 12 dana do porasta kolonija nije doslo
tijekom tog razdoblja pa moZemo zakljuciti kako S. aureus ne preZivljava u sokovima od jabuke

konvencionalne i ekoloske proizvodnje pri 25 °C (Slika 6.).
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Slika 6. Kinetika rasta bakterije S. aureus u uzorku soka od jabuke od koncentriranog soka
jabuke s udjelom voca 100 % iz konvencionalne proizvodnje i uzorku soka od jabuke ekoloske
proizvodnje nakon inkubacije pri temperaturi od 25 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu

je prikazana srednja vrijednost (* p< 0,05).

Kinetika rasta S. aureus pracena je i u suspenziji sokova od jabuke inkubiranih pri temperaturi
od 37 °C te takoder kao i1 kod uzoraka sokova od jabuke inkubiranih na 25 °C tijekom

vremenskog razdoblja od 12 dana nije doslo do porasta kolonija (Slika 7.).
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Slika 7. Kinetika rasta bakterije S. aureus u uzorku soka od jabuke od koncentriranog soka
jabuke s udjelom voca 100 % iz konvencionalne proizvodnje i uzorku soka od jabuke ekoloske
proizvodnje nakon inkubacije pri temperaturi od 37 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu

je prikazana srednja vrijednost (* p<0,05).

4.3 Kinetika rasta E. coli u voénim sokovima

Pripremljene suspenzije bakterija E. coli inokulirane su u sve uzorke vo¢nih sokova iz
konvencionalne i ekoloske proizvodnje te su nakon inokulacije suspenzije voénih sokova
nasadene na TBX agar kako bi se odredio pocetni broj bakterija u uzorcima voénih sokova.
TBX je potom inkubiran na temperaturi od 37 °C tijekom 24 sata te je nakon toga razdoblja
oditan broj bakterija. Broj bakterija iznosio je 1x10°® CFU/ml za sve uzorke voénih sokova na
kojima je provedeno istrazivanje. Nadalje, nakon inokulacije sve su suspenzije voénih sokova
inkubirane na tri razliite temperature, a isti postupak nasadivanja na hranjive podloge
ponovljen je treceg, sedmog, devetog i dvanaestog dana od dodatka bakterija u uzorke. Hranjive
podloge su inkubirane pri 37 °C te je broj bakterija ukoliko je doslo do porasta kolonija ocitan

nakon 24 sata. Pozitivan porast E. coli rezultira plavo — zelenim kolonijama na TBX agaru.

Pracenje kinetike rasta E. coli u uzorcima voénih sokova od mijeSanog voc¢a inkubiranih pri 4
°C provedeno je tijekom dvanaest dana te ve¢ tre¢eg dana od dodatka bakterija u uzorke voénog
soka od mijeSanog tropskog voca konvencionalnog podrijetla na TBX agaru nije doslo do
pozitivnog porasta kolonija E. coli. Nadalje, porast kolonija nije zabiljeZen niti u narednim
danima istraZivanja, dok je na TBX agaru na kojeg su nasadene suspenzije soka multivitamin
ekoloSkog podrijetla pozitivan porast kolonija E. coli oCitan u svim danima istraZivanja. Treceg
dana od inokulacije broj bakterija je iznosio 2,18x10° CFU/ ml, sedmog dana od dodatka
bakterija broj bakterija spustio se je do 7x10 CFU / ml, a devetog dana od inokulacije do 4x10
CFU/ml (Slika 8.). Dvanaestog dana od dodatka bakterija izbrojeno je 1x10 CFU/ ml (Slika 8.).
Broj bakterija u uzorku voénog soka ekoloske proizvodnje se statisticki znacajno razlikuje u
odnosu na uzorak voc¢nog soka konvencionalne proizvodnje treceg, sedmog, devetog i

dvanaestog dana od dodatka bakterija u uzorke.
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Slika 8. Kinetika rasta bakterije E. coli u uzorku voénog soka mijeSanog tropskog voca iz
koncentriranog soka sa Secerima i sladilom obogacenog vitaminima iz konvencionalne
proizvodnje 1 uzorku voénog soka multivitamin ekoloske proizvodnje nakon inkubacije pri
temperaturi od 4 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu je prikazana srednja vrijednost (*

p<0,05).

Suspenzije sokova mijeSanog voca konvencionalne i ekoloske proizvodnje koje su bile
inkubirane na 25 °C takoder su u odredenom volumenu nasadene na TBX agar te kao i1 kod
uzorka soka mijeSanog voca konvencionalne proizvodnje inkubiranog pri 4 °C ni kod istog
uzorka inkubiranog pri 25 °C ve¢ tre¢eg dana od dodatka bakterija u uzorak, na TBX agaru nije
doSlo do pozitivnog porasta kolonija E. coli te takoder pozitivan porast za isti uzorak nije ocitan
tijekom vremenskog razdoblja od 12 dana koliko je trajalo istraZivanje. Za razliku od uzorka
voénog soka konvencionalne proizvodnje, porast kolonija E. coli dodanih u voéni sok
multivitamin ekoloSkog podrijetla pri 25 °C, zabiljezen je porast treceg i1 sedmog dana od
dodatka bakterija. Treéeg dana od inokulacije broj bakterija je bio 1,2x10> CFU / ml, dok je
sedmog dana od inokulacije izbrojano 2x10 CFU/ ml (Slika 9.). Devetog i dvanaestog dana od
dodatka bakterija nije doSlo do porasta kolonija. Broj bakterija u uzorku vo¢nog soka ekoloske
proizvodnje se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na uzorak vo¢nog soka konvencionalne

proizvodnje treceg 1 sedmog dana od dodatka bakterija u uzorke.
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Slika 9. Kinetika rasta bakterije E. coli u uzorku voénog soka mijeSanog tropskog voca iz
koncentriranog soka sa Seferima 1 sladilom obogacenog vitaminima iz konvencionalne
proizvodnje 1 uzorku voénog soka multivitamin ekoloSke proizvodnje nakon inkubacije pri
temperaturi od 25 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu je prikazana srednja vrijednost

(* p< 0,05).

Treceg dana od dodatka bakterija u uzorke soka od mijeSanog voca konvencionalnog te
ekoloskog podrijetla inkubiranih pri 37 °C nije doslo do pozitivnog porasta bakterija na TBX
agaru (Slika 10.). S obzirom da je istrazivanje provedeno tijekom vremenskog razdoblja od 12
dana do porasta kolonija nije doSlo tijekom navedenog vremenskog razdoblja pa mozemo
zakljuciti kako E. coli ne prezivljava u sokovima od mijeSanog vo¢a konvencionalne i ekoloske

proizvodnje na temperaturi 37 °C.
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Slika 10. Kinetika rasta bakterije E. coli u uzorku voénog soka mijeSanog tropskog voca iz
koncentriranog soka sa Seferima i sladilom obogacenog vitaminima iz konvencionalne
proizvodnje 1 uzorku voénog soka multivitamin ekoloSke proizvodnje nakon inkubacije pri
temperaturi od 37 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu je prikazana srednja vrijednost

(* p< 0,05).

Tijekom pracenja kinetike rasta E. coli u uzorcima soka od jabuke konvencionalne i ekoloSke
proizvodnje inkubiranih na 4 °C uzorci su nasadeni na TBX agar s ciljem odredivanja broja
bakterija. Pozitivan porast kolonija zabiljeZen je tijekom vremenskog razdoblja od 12 dana na
hranjivim podlogama na kojima su bile nasadene suspenzije voénih sokova konvencionalnog 1
ekoloskog podrijetla. TreCeg dana od dodatka bakterija u uzorke soka od jabuke od
koncentriranog soka od jabuke s udjelom voc¢a 100 % iz konvencionalne proizvodnje, broj
bakterija je iznosio 2,8x10° CFU/ml (Slika 11.). Sedmog dana od inokulacije bakterija
izbrojano je 1,27x10° CFU/ml, dok je devetog dana za isti uzorak broj bakterija iznosio 3,7x10?
CFU/ml. Dvanaestog dana broj bakterija bio je 1,6x10* CFU/ml (Slika 11.). Na TBX agaru, na
kojeg je nasadena suspenzija soka od jabuke ekoloSkog podrijetla inkubirana na 4 °C, broj
bakterija treeg dana od inficiranja je iznosio 1,14 x10®* CFU/ml. Sedmog dana od dodatka broj
bakterija bio je 5,5%10?> CFU/ml, dok je devetog dana broj bakterija iznosio 1,8%10?> CFU/ml.
Dvanaestog dana od inokulacije bakterija broj se spustio do 2x10 CFU/ml (Slika 11.). Broj

bakterija bio je statisti¢ki znacajno visi u uzorku voénog soka konvencionalne proizvodnje u
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odnosu na uzorak voénog soka ekoloske proizvodnje dvanaestog dana od dodatka bakterija u

uzorke voénih sokova.
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Slika 11. Kinetika rasta bakterije E. coli u uzorku soka od jabuke od koncentriranog soka jabuke
s udjelom vo¢a 100 % iz konvencionalne proizvodnje i uzorku soka od jabuke ekoloske
proizvodnje nakon inkubacije pri temperaturi od 4 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu

je prikazana srednja vrijednost (* p< 0,05).

Pracenje kinetike rasta E. coli u uzorcima voénih sokova od jabuke inkubiranih pri 25 °C
takoder je provedeno tijekom dvanaest dana. Za uzorke voénog soka od jabuke konvencionalne
proizvodnje, broj bakterija tre¢eg dana od dodatka bakterija iznosio je 1,26x10° CFU/ml.
Sedmog dana broj bakterija se spustio do 4,7 x10> CFU/ ml, dok se devetog dana od dodatka
broj bakterija spustio do 3x10 CFU/ml. Dvanaestog dana od inokulacije nije zabiljeZen porast
kolonija E. coli na TBX agaru. Usporedujuéi rezultate za uzorke voénog soka od jabuke
ekoloske proizvodnje inkubiranih pri istoj temperaturi od 25 °C, tre¢eg dana od dodatka
bakterija u sokove broj bakterija je iznosio 1,08x10? CFU/ ml (Slika 12.). Sedmog dana broj
bakterija za isti uzorak inkubiran pri istoj temperaturi je iznosio 2,8%10?> CFU/ml. Devetog te

dvanaestog dana nije uocen pozitivan porast kolonija na agaru (Slika 12.). Broj bakterija bio je
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statistiCki znacajno visi u uzorku vo¢nog soka konvencionalne proizvodnje u odnosu na uzorak

vocénog soka ekoloske proizvodnje devetog dana od dodatka bakterija u uzorke voénih sokova.
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Slika 12. Kinetika rasta bakterije E. coli u uzorku soka od jabuke od koncentriranog soka jabuke
s udjelom voca 100 % iz konvencionalne proizvodnje i uzorku soka od jabuke ekoloske
proizvodnje nakon inkubacije pri temperaturi od 25 °C. Pokusi su ponovljeni tri puta, a na grafu

je prikazana srednja vrijednost (* p< 0,05).

Kinetika rasta E. coli pracena je i u suspenziji sokova od jabuke konvencionalne i ekoloSke
proizvodnje inkubiranih pri temperaturi od 37 °C te tijekom vremenskog razdoblja od 12 dana
nije doSlo do porasta kolonija (Slika 13.). Prema rezultatima ovog istraZivanja moZemo

zakljuciti kako se E. coli ne razmnozava u navedenim sokovima pri 37 °C.
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Slika 13. Kinetika rasta bakterije E. coli u uzorku soka od jabuke od koncentriranog soka jabuke
s udjelom voca 100 % iz konvencionalne proizvodnje i uzorku soka od jabuke ekoloske

proizvodnje nakon inkubacije pri temperaturi od 37 °C . Pokusi su ponovljeni tri puta, a na

grafu je prikazana srednja vrijednost (* p< 0,05).
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5. RASPRAVA

Kvarenje hrane je svaka promjena u hrani kojom se ona pretvara iz zdravstveno
ispravne u neprihvatljivu te opasnu za zdravlje Covjeka. Uslijed rasta i razmnozavanja
mikroorganizama u hrani dolazi do promjene boje, mirisa, okusa i sastava hrane (4,5,6). Cilj
ovog istrazivanja koje je provedeno u svrhu diplomskog rada bio je ispitati mikrobiolosku
ispravnost Cetiri uzorka vo¢nih sokova ispravnog roka trajanja. Prvi uzorak vo¢nog soka je
osvjezavajuci, mutni, negazirani, bezalkoholni vo¢ni sok mijeSanog voca iz koncentriranog
soka sa Se¢erima i sladilima obogacen vitaminima iz konvencionalne proizvodnje. Drugi uzorak
je sok multivitamin ekoloske proizvodnje. Trec¢i uzorak voénog soka predstavlja sok od jabuke
od koncentriranog soka jabuke s udjelom voca 100 % iz konvencionalne proizvodnje, dok je
cetvrti uzorak vo¢nog soka organski sok od jabuke iz ekoloSke proizvodnje. Sva Cetiri uzorka
voénog soka su podvrgnuta mikrobioloSkom ispitivanju te je u uzorcima sokova ispitivana
prisutnost ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija, bakterija Enterobacteriaceae, Salmonella, E.
coli, L. monocytogenes, B. cereus, S. aureus, Enterococcus te prisutnost kvasaca 1 plijesni. S
obzirom da su rezultati bili negativni tj. do pozitivnog porasta kolonija nije doslo, moze se
zakljuciti da su ispitivani uzorci voénih sokova iz konvencionalne i ekoloSke proizvodnje
mikrobioloski ispravni. Ovi su rezultati s skladu s zahtjevima iz Vodi¢a za mikrobioloske
kriterije za hranu i1 Pravilnika o mikrobioloSkim kriterijima za hranu. Rezultati prijasnjih
istrazivanja koje je obuhvatilo 120 uzoraka konvencionalnih pasteriziranih sokova pokazuju da
su kvasci dokazani u 65 % uzoraka, dok je primjerice S. aureus identificiran u 3,34 % uzoraka.
Takoder, provedeno istrazivanje dokazalo je prisutnost EHEC. Salmonella,
Enterobacteriaceae, L. monocytogenes te ostali sojevi E. coli nisu bili identificirani u
ispitivanim uzorcima (18). S obzirom da rezultati naSeg istrazivanja na Cetiri uzorka dokazuju
mikrobioloSku ispravnost svih uzoraka, moze se zakljuciti da su svi koraci u proizvodnji vo¢nih
sokova ispravno odradeni te da tijekom distribucije nije doslo do oSte¢enja ambalaze. Medutim,
s obzirom da je broj uzoraka bio Cetiri uslijed povecanja broja uzoraka postojao bi ve¢i rizik od

identificiranja bakterija te kvasaca 1 plijesni.

S obzirom da je dokazana mikrobioloSka ispravnost vo¢nih sokova iz konvencionalne i
ekoloske proizvodnje, cilj je bio odrediti kinetiku rasta bakterija S. aureus 1 E. coli u Cetiri
uzorka voénih sokova. Hipoteza istraZivanja proizlazi iz ¢injenice da temperatura utjee na
kvarenje sokova te s obzirom da se kod ekoloSkih proizvoda tijekom pripreme 1 proizvodnje

moraju razviti alternativni nacini odrzavanja plodnosti tla te zdravlja biljaka i1 Zivotinja jer je
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uporaba umjetnih gnojiva, pesticida 1 herbicida ograni¢ena, moglo se pretpostavili kako je
mikrobiolosko kvarenje ucestalije u voénim sokovima iz ekoloske proizvodnje. Za odredivanje
kinetike rasta pripremljena je bakterijska suspenzija, a bakterija koja je koristena je soj ATCC
29213 S. aureus, odnosno soj ATCC 25922 E. coli te su potom pripremljene bakterijske
suspenzije bile dodane u voéne sokove. Tako pripremljeni uzorci su bili inkubirani na tri
razliCite temperature od 4 °C, 25 °C i 37 °C. Neposredno nakon dodatka bakterija u uzorke
vo¢nih sokova, uzorci su nasadeni na Baird Parker hranjivu podlogu u cilju odredivanja broja
bakterija S. aureus, odnosno na TBX hranjivu podlogu u cilju odredivanja broja bakterija E.
coli. Broj bakterija ocitan je nakon vremenskog razdoblja od 24 sata. Isti postupak nanosenja
na hranjive podloge za sve uzorke je ponovljen tre¢eg, sedmog, devetog i dvanaestog, dana od
dodatka bakterija. Porast kolonija S. aureus na Baird Parker hranjivoj podlozi prepoznat je po
crno-sivoj boji kolonija s halo zonom, dok se porast E. coli na TBX hranjivoj podlozi o€ituje

po karakteristi¢no plavo-zelenim kolonijama.

S. aureus je gram negativni, koagulaza pozitivni, fakulativno anaerobni kok koji kod ljudi
uzrokuje Siroki raspon bolesti, od koznih infekcija do upale pluca i sepse, a lijeCenje je oteZzano
s obzirom na otpornost ovog patogena prema antibioticima (19). S. aureus posjeduje
sposobnost prilagodbe na razli¢ite uvjete okoline te su bakterije prisutne u zraku, prasini, vodi
i kanalizaciji. Istrazivanja su dokazala da se bakterije mogu razmnozavati uslijed visoke
koncentracije Secera 1 visokog postotka soli (19,25). Nadalje, prethodno je dokazano da S.
aureus raste 1 razmnoZava se u temperaturnom rasponu od 7 °C do 48 °C, no dokazana
optimalna temperatura za razmnozavanje je od 35 °C do 40 °C (24). Rezultati ovog istrazivanja
su pokazali da je bakterija S. aureus prezivjela u uzorku voénog soka multivitamin ekoloske
proizvodnje pri sve tri spomenute temperature 1 da je najveci broj bakterija o€itan treeg dana
od dodatka bakterija u voéni sok te da nakon toga broj bakterija postupno pada. Bakterija S.
aureus nije prezivjela u vo¢énom soku mijeSanog voca konvencionalne proizvodnje tijekom
ispitivanog razdoblja od dvanaest dana. Nadalje, tijekom pracenja kinetike rasta S. aureus u
sokovima od jabuke, do prezivljavanja bakterija doslo je samo u uzorku vo¢nog soka ekoloske
proizvodnje koji je bio inkubiran na 4 °C. Broj bakterija o€itan je samo tre¢eg dana od dodatka
bakterija u uzorke, dok tijekom ostatka vremenskog razdoblja u kojem je provedeno istrazivanje
porast bakterija nije zabiljezen. Isto kao 1 za uzorke mijeSanog vo¢nog soka konvencionalne
proizvodnje tako i za sok od jabuke konvencionalne proizvodnje nije doslo do prezivljavanja
S. aureus tijekom dvanaest dana istrazivanja. Nadalje, prilikom pracenja kinetike rasta S. aureus

u suspenziji sokova inkubiranih na 25 °C 1 37 °C nije doslo do porasta kolonija. S obzirom na
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rezultate dobivene uslijed prac¢enja kinetike rasta S. aureus u voénim sokovima, mozemo
zakljuc¢iti da bakteriji za prezivljavanje najviSe odgovara sok multivitamin ekoloske
proizvodnje, dok do razmnoZzavanja navedene bakterije nije doslo u niti jednom uzorku vo¢nog
soka. Razlozi tome mogu biti nizak pH te nedostatak hranjivih tvari koje su potrebne bakteriji
S. aureus za razmnoZzavanje jer temperatura se smatra samo jednim od ¢imbenika nuznih uvjeta

koji su potrebni bakterijama za razmnozavanje.

E. coli je gram negativni, katalaza pozitivni bacil koji ¢ini dio normalne crijevne mikroflore
covjeka 1 nekih zivotinja (19). Neki sojevi E. coli poznati su uzrocnici infekcija probavnog,
mokraénog te srediSnjeg zivéanog sustava (30). Bakterija ima sposobnost prezivljavanja u vodi,
zemlji, hrani te na raznim predmetima i materijalima ako su zadovoljeni odredeni uvjeti (19).
Temperatura se smatra jednim od glavnih ¢imbenika koji utjecu na razmnozavanje bakterija, a
brojna prijaSnja istrazivanja dokazala su da je za razmnoZavanje E. coli optimalna temperatura
od 20 °C do 40 °C te da bakterija moze dulje prezivjeti na nizim nego na vi§im temperaturama
u okolisu. Nadalje, dokazano je da E. coli ima mogucnost prilagodbe na temperaturne amplitude
(29). Prilikom pracenja kinetike rasta E. coli u voénim sokovima iz konvencionalne i ekoloske
proizvodnje rezultati ovog istrazivanja su pokazali da E. coli prezivljava pri temperaturi 4 °C i
25 °C u uzorcima voénog soka multivitamin ekoloSke proizvodnje te uzorcima soka od jabuke
ekoloske i1 konvencionalne proizvodnje. Na TBX hranjivoj podlozi na kojoj su bile nasadene
suspenzije soka multivitamin ekoloske proizvodnje inkubiranog na 4 °C, do porasta kolonija je
doslo tijekom cijelog razdoblja od 12 dana u kojem je pracena kinetike rasta, dok kod uzorka
multivitamin ekoloSke proizvodnje inkubiranog na 25 °C do porasta je doSlo u prvih sedam
dana istrazivanja te nakon toga na hranjivoj podlozi nije bilo pozitivnog porasta. Bakterije nisu
prezivjele u uzorku voénog soka mjesovitog voc¢a konvencionalne proizvodnje. S druge strane,
bakterije E. coli uspjesno su prezivjele i u uzorcima soka od jabuke i konvencionalne i ekoloske
proizvodnje inkubiranih pri 4 °C 1 25 °C. Treceg dana od dodatka bakterija u sok od jabuke
konvencionalne proizvodnje inkubiranog na 4 °C na hranjivoj podlozi je o€itan najveci broj
bakterija od 2,8x10° CFU/ml, dok je istog dana od dodatka bakterija u sok od jabuke ekoloske
proizvodnje takoder inkubiranog na 4 °C broj bakterija iznosio 1,14x10* CFU/ml. U narednim
danima istrazivanja broj bakterija poc¢eo se je smanjivati. Uslijed prac¢enja kinetike rasta E. coli
u sokovima od jabuke inkubiranih na 25 °C takoder je doSlo do porasta kolonija te je pozitivan
porast E. coli na hranjivim podlogama za uzorke soka od jabuke konvencionalne proizvodnje

o€itan do devetog dana, dok je za uzorak soka od jabuke ekoloske proizvodnje porast zabiljezen
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do sedmog dana. Nadalje, do pozitivhog porasta nije doslo kod uzoraka voénih sokova

inkubiranih na 37 °C.

Postupno izlaganje umjereno kiselim sredinama kao $to su voéni sokovi, moze poboljsati
prezivljavanje E. coli u kiseloj hrani. Primjerice, u istrazivanju tijekom kojeg je praceno
prezivljavanje serotipa E. coli O157:H7 sojeva C7927 i1 ATCC 43895 te E. coli O111 u soku
od jabuke, dokazano je da je soj E. coli O111 najotporniji soj koji je prezivio 23 dana pri
temperaturi od 1 °C te 6 dana pri 24 °C (47). Usporedno s provedenim istrazivanjem tijekom
kojeg su bakterije E. coli prezivjele svih dvanaest dana koliko je trajalo istrazivanje pri
temperaturi 4 °C u uzorcima voénih sokova konvencionalne i ekoloske proizvodnje te sedam
dana pri temperaturi 25 °C u uzorku ekoloskog soka od jabuke, odnosno devet dana u uzorku

soka od jabuke konvencionalne proizvodnje.

Prema rezultatima provedenog istrazivanja moze se zakljuciti da bakterije S. aureus i E . coli
nisu znacajni mikrobioloski kvaritelji voénih sokova. Bakterije u uzorcima voénih sokova nisu
bile dokazane te cak i nakon dodatka bakterija u uzorke nije doslo do rasta i razmnozavanja

bakterija.

Na temelju rezultata istraZzivanja moze se zakljuciti da uzorci voénih sokova na kojima je
istrazivanje provedeno su pogodniji medij za prezivljavanje E. coli za razliku od S. aureus te to
potvrduje dosadasnje rezultate istrazivanja koji dokazuju da je bakterija E. coli sveprisutan
mikroorganizam koji ima sposobnost prilagodbe na temperaturne amplitude te da se moZe bolje
prezivjeti na nizim nego na viSim temperaturama. Nadalje, moZe se zakljuciti kako bakterijama
ukoliko je odgovaraju¢i medij, one ¢e preZivljavati, no tijekom odredenog vremenskog
razdoblja dolazi do smanjenja hranjivih tvari koje su potrebne bakterijama te smanjenja pH koji
je prouzrocen povecanom koncentracijom kiselih produkata metabolizma koji nastaju tijekom
kvarenja pa je stoga i to jedan od razloga zaSto je sposobnost prezivljavanja bakterija inhibirana.
Moze se zakljuciti kako su uzorci voénih sokova pogodan medij za preZivljavanje bakterija pri
odredenim temperaturama, medutim u provedenom istrazivanju koriSteni su uzorci sokova za

koje su dobiveni rezultati pokazali da nisu pogodan medij za razmnoZzavanje E. coli i S. aureus.
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6. ZAKLJUCAK

Zakljucci koji su doneseni tijekom izrada diplomskog rada ,,Mikrobiolosko kvarenje voénih

sokova konvencionalne i ekoloske proizvodnje®:

1. Svi ispitani uzorci voénih sokova iz konvencionalne i ekoloske proizvodnje mikrobioloski

su ispravni

2. Bakterija S. aureus pokazala je sposobnost prezivljavanja u vo¢nom soku multivitamin

ekoloske proizvodnje pri 4 °C, 25 °C 137 °C

3. Bakterija S. aureus ne prezivljava u uzorcima vocnih sokova od jabuke konvencionalne i

ekoloske proizvodnje pri 25 °C 137 °C

4. Bakterija E. coli prezivljava u uzorku voénog soka mjesovitog voc¢a multivitamin ekoloskog

podrijetla pri 4 °C te 25 °C

5. Bakterija E. coli prezivljava u uzorcima sokova od jabuke konvencionalne i ekoloSke

proizvodnje pri 4 °C te 25 °C
6. Bakterija E. coli ne prezivljava u uzorcima vo¢nih sokova pri temperaturi 37 °C

7. Bakterija E. coli pokazuje bolju sposobnost prezivljavanja u voénim sokovima u odnosu na

S. aureus

8. Bakterije S. aureus 1 E. coli nemaju sposobnost rasta i razmnoZavanja u uzorcima vo¢nih

sokova koji su koriSteni tijekom istrazivanja
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