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1. Uvod

Konzumna pi¢a sadrzavaju na povrsini ambalaze odredeni broj mikroorganizama.
Mikroorganizmi dospjevaju na ambalazu tijekom transporta, skladiStenja ili u samom

trgovackom centru za vrijeme €uvanja u hladnjacima ili na policama.

Cili ovoga rada bio je utvrditi stupanj oneciS¢enja dijelova ambalaze bakterijama,
kvascima i plijesnima, kako bi se utvrdila moguéa opasnost pri konzumaciji takvih pi¢a za
zdravlje ljudi, jer potrosaci rijetko obriSu povrSinu ambalaze prije konzumacije pi¢a u

limenkama.

Kontrola mikrobioloSke c¢istoée provodi se sukladno Zakonu o zastiti puanstva od
zaraznih bolesti (NN 79/07; NN 113/08; NN 43/09), a u svrhu provjere djelotvornosti i
uCestalosti CiS¢enja, pranja i dezinfekcije u objektima u kojima se namirnice proizvode,
posluzuju i stavljaju u promet. Normativ mikrobioloSke CistoCe, prema navedenom pravilniku
jest normativ kojim se propisuje granica prihvatljivosti uzorka obzirom na prisutnost, vrstu i
broj mikroorganizama. Prema navedenom Praviiniku normativi mikrobioloSke Cistoce
ukljuuju: aerobne mezofiine bakterije i Enterobacteriaceae. Metode odredivanja
mikrobioloSke Cisto¢e koje se primjenjuju su u skladu s medunarodnom normom ISO 18593.

Radi se metodom otiska ili metodom brisa.

Metodama odredivanja mikrobiolodke Cisto¢e podrazumijevaju se postupci uzimanja
uzoraka brisa, otiska ili ispirka za odredivanje broja i vrste bakterija na povrSinama
postrojenja, opreme, uredaja, pribora, prijevoznih sredstava i ruku osoba koje u tijeku
proizvodnje i prometa dolaze u dodir sa hranom i predmetima opée uporabe u €istom stanju
pripremljenim za uporabu ili za poCetak rada. Metode se provode u skladu s medunarodnom

normom ISO 18593 ili odgovaraju¢om hrvatskom normom kao referentnom metodom.

Uzorak je prihvatljive mikrobioloske CistoCe i ako sadrzi do 50% vedéi broj aerobnih
mezofilnih bakterija (cfu/mL) navedenih u Prilogu I. ovoga Pravilnika uz uvjet da ne sadrzi

patogene bakterije.

MikrobioloSka Cistoca objekta je zadovoljavaju¢a kada je < 25% ispitanih uzoraka
neprihvatljive mikrobiolodke Cistoce. MikrobioloSka Cisto¢a objekta je nezadovoljavaju¢a kada
je 25% i viSe ispitanih uzoraka neprihvatljive mikrobioloSke Cisto¢e (Narodne novine, 79/07,
113/08 i 43/09.).

Boce ili ambalaza za tekucine cfu*/mL smije imati aerobnih mezofilnih bakterija i
Enterobacteriaceae u koli¢ini od 0-1. Tanjuri, zdjelice, pribor za jelo i manje posude; posude
i pribor koje dolazi u kontakt s hranom smije imati < 1x102 po cm? aerobnih mezofilnih

bakterija i Enterobacteriaceae u koli€ini od 0-1.
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2. Teorijski dio

2.1. MIKROBIOLOGIJA POVRSINE AMBALAZE

Rezultati mikrobioloskih ispitivanja ovise o naCinu uzimanja, pripreme, pohranjivanja,
prijevoza, dopreme i ispitivanja uzoraka. Rezultati mikrobioloSkih ispitivanja ovise o nacinu
uzimanja uzoraka, uvjetima i trajanju transporta do laboratorija, kao i postupaka s uzorcima u

samom laboratoriju (Durakovi¢ 2001.).

U svrhu osiguranja preciznosti ispitivanja, ukoliko se izri¢ito zahtjeva treba omogucditi
praéenje temperature za vrijeme prijevoza uzoraka. Naime, osim sterilnog rada pri uzimanju
uzoraka, na mikrobioloski status namirnice najviSe mogu utjecati temperaturni uvjeti u

transportu uzoraka do laboratorija (Miokovi¢ i sur, 2004.).

Temperatura ima izravan utjecaj na rast mikroorganizama, jer je brzina biokemijskih
reakcija koja ukljuCuje mikrobni metabolizam povezana s povecanjem ili smanjivanjem
temperature. Zbog toga, optimalni razvoj odredenih mikroorganizama dogada se blizu
optimalne temperature na kojoj mikroorganizam raste. Ako se temperatura smanjuje, rast je
usporen i prestaje kada je temperatura ispod granice minimalne temperature rasta (Sperber i
Doyle, 2009.).

Uzimanje uzoraka za mikrobioloSko ispitivanje pri sluzbenoj kontroli se provodi u svrhu
verifikacije postivanja mikrobioloSkih kriterija propisanih Praviinikom o mikrobioloSkim
kriterijima za hranu, provjere mikrobioloSke ispravnosti hrane, ocjene ucinkovitosti sustava
samokontrole ali i sukladnosti serije proizvoda u odnosu na vazece propise o hrani. Sluzbene
kontrole naro€ito se pazljivo provode u slu€aju trovanja ili u sudske svrhe, te radi
identifikacije ili dobivanja podataka o novim mikrobioloSkim opasnostima u svrhu procjene
rizika (Anonim, 2008.).

Na povrsini tijela Covjeka, Zivotinja, biljaka i drugih predmeta koji nas okruZuju, mnoge
vrste mikroorganizama su redovni stanovnici. Njihovo prisustvo se biljezi svuda osim u
zatvorenim bioloSkim sistemima kao Sto su krvotok i fizioloSki aktivna tkiva Zivotinja i biljaka.

Takoder ih nema u dubokim slojevima zemlje i uzarenoj vulkanskoj lavi.

Bakterije su glavni uzrok bolesti trovanja hranom na vecinu ljudi . To je zato Sto se
nalaze u koli€ini od milijardu bakterija na bilo kojoj povrsini . Naravno , koliko dugo Zive ovisi
0 samoj povrsini. Razli¢ite povrdine mogu dopustiti bakterijama da Zive od samo nekoliko sati

do nekoliko dana, ili €ak mjeseci.

Sirovine i proizvodi prehrambene industrije su za vrijeme prerade u stalnom kontaktu
sa opremom, instrumentima, ambalazom i zrakom Kkoji ih mogu kontaminirati. Zato je

neophodno izvrsiti mikrobioloSku kontrolu ovih elemenata. Izu€avanje vrste zagadivaca i
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porijeklo kontaminacije je preporudljivo da bismo primijenili efikasnu metodu dezinfekcije i

ustanovili uCestalost primjene sredstava za dezinfekciju (Brcina, 2013.).
2.1.1. Limena ambalaza konzumnih pi¢a

AmbalaZu ¢ine posude razli€itog oblika (nacinjene od razli€itih materijala, u kojima
se roba drzZi tijekom transporta) i tanji fleksibilni materijali koji su izrezani na
odgovarajuée dimenzije i eventualno graficki obradeni a sluze za zamatanje roba.
Ambalaza prati robu od proizvodnje, tijekom transporta, skladiStenja, prodaje, do uporabe.
Podjela ambalaZe prema ambalaznom materijalu: papirna i kartonska, metalna, staklena,
drvena, tekstilna, ambalaza od polimernih materijala, te ambalaza od viSeslojnih materijala
(laminat) (Vukovi i sur., 2007.).

Svojstva namirnice moguce je oCuvati jedino pakiranjem. O kvaliteti ambalaze ovisi i
kvaliteta proizvoda, a kvaliteta je odgovorna za uspjeh na trzistu. U SAD-u 1817. god. pocela
proizvodnja metalnih kutija-limenki namijenjenih pakiranju namirnica konzerviranih toplinom
(Jakobek, 2014.).

ViSe od jednog stoljeca limenka sluzi kao ambalazni materijal koji osigurava dobro
Cuvanje, ali i pohranjivanje viSka proizvoda uz jednostavnu uporabu. Kao i svaki materijal koji
dolazi u neposredan dodir s namirnicom, zahtjeva pozornost zbog mogucih stetnih tvari koje
iz materijala mogu migrirati u proizvod. Limenke u kojima se €uva hrana, razvijale su se
tijekom desetljeca sukladno razvoju znanosti. Tako Ce ostati i u buduénosti sve do trenutka
dok drugi, laksi, manje skupi materijali zamjene postojeée. Bez obzira na to, moze se s
pravom reci da limenke imaju slavnu proSlost koja je uvijek bila neposredno vezana za
dobrobit Covjeka (Katalenic, 2004.).

Metalni ambalazni materijali su: kromirani lim, &eli€ni lim presvuéen Al, i aluminij.
Zahvaljujuéi mnogim dobrim svojstvima, aluminij i njegove legure nasle su primjenu u
mnogim podrucjima. 1902. godine je dobivena prva Al folija, 1909. g. prva Al bacva, 1920. g.
prve Al tube, >1945. g. Al limenke. Aluminij, poslije Oz i Si, je najraSireniji element u Zemljinoj
kori (sastavni dio gline i mnogih stijena). Aluminijevi spojevi su rasprostranjeni, dostupni su,
te se Al mozZe izdvojiti iz njih. Komercijalno se koriste samo boksiti (visok postotak Al-
najmanje 50 % aluminijevog (lll) - oksida (Al-Os). Al se dobiva iz boksita Zarenjem, pri cemu
se dobiva glinica (AlOs Cisti), koja se rastali i iz nje se elektrolitski dobiva Al. Fizikalna
svojstva Al: lagan (p=2,7 g/cm™) (vazno pri transportu), velika mehanicka otpornost, metalni
sjaj, bijele boje s slabim plavkastim odsjajem daje privlac¢an izgled ambalazi, dobra svojstva
prerade (prave se limenke, folije, lim), mozZe se bojati ili se podaci o proizvodu nanose, dobar
vodi€ topline (bitno kod sterilizacije i pasterizacije), nepropustan je za plinove, svjetlost, paru

(pakiranje higroskopi€nih, aromati¢nih proizvoda). Kemijska svojstva: podlozan koroziji jer se
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lako oksidira pri €emu na povrsini nastaje zastitni sloj aluminij-oksida ili hidratiziranog oksida
(Al0O3xH20) (samooksidacija). Sloj oksida spreava oksidaciju dubljih slojeva Al, ne otapa se
u vodi, a otporan je prema svim otopinama u podrucju pH-vrijednosti 4,5-8,5, &titi aluminij od
korozije. Al otapaju jaCe kiseline i luzine. Zastita aluminija od korozije provodi se
eloksiranjem te lakiranjem. Eloksiranje (anodna oksidacija aluminija) - umjetno se izaziva
korozija, stvara se porozni film, u pore se unose inhibitori korozije, a vruéom parom se
zatvore pore. Lakiranje se provodi tako da se Al presvladi slojem laka, time se zatvore pore.
Upotrebljava se zlatnozZuti lak koji se sastoji od epoksi-fenolnih smola. Mehani¢ka svojstva:
mekan, Zzilav, relativno male Cvrstoce i tvrdoce. TehnoloSka svojstva: Al i njegove legure u

rastaljenom su stanju vrlo zitke pa dobro ispunjavaju kalupe.

Valjanjem, preSanjem, izvlaCenjem-dobivanje limova razliCite debljine, traka, folija, a
iz lima se rade limenke (debljina lima 0,3-0,4 mm). Fiziolo8ka svojstva: ne mjenja okus, boju i

miris namirnice.

Limenke i poklopci se steriliziraju parom (toplinom). Metalna ambalaza (limenke) su
uglavnom od Al-dvodijelne limenke. Tijekom skladistenja piva u Al limenke dolazi do relativho

slabog otapanja Al sa stijenke limenke (prelazak metalnih iona) (Jakobek, 2014.).
2.2. BAKTERIJE NA AMBALAZ|

Normativi mikrobioloSke Cisto¢e ambalaze ukljuCuju: aerobne mezofiine bakterije i

bakterije porodice Enterobacteriaceae.
2.2.1. Aerobne mezofilne bakterije

RijeC "aerobne" znacli da bakterije rastu u prisustvu zraka, a "mezofilne" da im je
optimalna temperatura za razvoj od 20 do 45 °C. One se inaCe nalaze u zraku, vodi,
ljudskom organizmu. Vecini ovih bakterija je optimalna temperatura 37 °C (Covjekova
tielesna temperatura), Sto znaci da skupini aerobnih mezofilnih bakterija pripada vecina
patogenih bakterija. Poveéan broj aerobnih mezofilnih bakterija u hrani indikator je starosti i
loSije mikrobioloSke kakvoée (kontaminacije i/ili poCetka kvarenja). Kod mikrobioloskih
briseva broj aerobnih mezofilnih bakterija predstavlja koli¢inu bakterija koje se nalaze na
povrSinama, rukama i priboru, koja ako je povecana ukazuje na nedovoljno Cis¢enje, pranje i
dezinfekciju (Huki¢, 2005.).

2.2.2. Bakterije vrste Staphylococcus aureus

U rodu Staphylococcus identificirane su 23 vrste. Samo Staphylococcus aureus
posjeduje enzim koagulazu i naziva se koagulaza pozitivhi Staphylococcus, dok se svi ostali

nazivaju grupno koagulaza negativni Staphylococcus i ozna¢ava se kao KNS (Huki¢, 2005.).
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Staphylococcus aureus formiraju karakteristicne kolonije na povrSini selektivne
podloge oblika koka u grozdovima. Gram su + pozitivhe bakterije, nepokretne, ne proizvode

spore, a ponekad proizvode kapsule.

Fakultativno je anaerobna bakterija. Bolje raste u uvjetima poveéanog parcijalinog
tlaka CO? (5-10 %). Optimalna temperatura rasta je 35 °C, a optimalni pH je 7,4. Raste dobro
na jednostavnim hranjivim podlogama koje sadrze 7-10 % NaCl (slani bujon). Ova
karakteristika se koristi u diferencijaciji i izolaciji Staphylococcusa iz materijala koji sadrZi vise
vrsta bakterija. Kolonije su obi¢no neprozirne, okrugle, glatke, uzdignute. Mogu biti
pigmentirane, tako da se razlikuju zlatno-zute, svijetlo zute (boje krema) i bijele. Na krvnom
agaru se oko kolonije stvara uza ili Sira zona B-hemolize. Samo mali postotak sojeva je

nehemoliti¢an.

Ukoliko je Staphylococcus aureus prisutan u nekoj prehrambenoj namirnici moguce je
da potjece iz koze, usta ili nosa osobe koja je radila sa hranom. Njeno prisustvo ili prisustvo
njenih termostabilnih toksi€nih supstanci u prehrambenoj namirnici je znak nedovoljne
higijene. Neke izolirane vrste su enterotoksine i samim tim predstavljaju veliki rizik za
zdravlje (Br&ina, 2013.).

Prirodno staniSte joj je koZa i sluzokoza toplokrvnih Zivotinja. Kod Covjeka je
pronadena u nosnoj sluznici, ¢ak u 20% do 50% populacije. Takoder se moze izolirati iz
fecesa, a pronadena je i skoro svugdje u prirodnom okoliSu, zemlji, praSini, vodi i zraku
(Adams i Moss, 2008.).

Slika 1 Bakterija vrste Staphylococcus aureus na Baird Parker agaru

(http://foodmicrobiologee.blogspot.com/2012 08 01 archive.html, 2014.)



http://foodmicrobiologee.blogspot.com/2012_08_01_archive.html
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Slika 2 Mikroskopska slika bakterije vrste Staphylococcus aureus

(http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Staphylococcus _aureus.html, 2014.)

2.2.3. Bakterije iz porodice Enterobacteriaceae

Bakterije iz porodice Enterobacteriaceae €ine gram - negativni, uglavnom pokretni
Stapi¢i koji ne stvaraju spore, a u odnosu na kisik oni su fakultativni anaerobi. Porodica
obuhvaca veliki broj (oko 100) srodnih vrsta bakterija, koje su razvrstane u 22 roda. Svega
oko 25 vrsta, medutim, mogu uzrokovati bolest u Covjeka. Medu njima su najvaznije
Salmonella i Shigella, koji su glavni uzroénici akutnog proljeva Sirom svijeta. Ostale vrste
predstavljaju uglavnom oportunisticke patogene bakterije, koje uzrokuju razliite bolesti izvan
probavnog sustava ili u osoba oslablienog imuniteta. Pripadnici ove vrste naroCito su
znacajni kao uzrocnici bolni¢kih infekcija. U Covjeka enterobakterije ¢ine oko 5% ukupne

normalne crijevne flore.

Enterobakterije dobro rastu na razliCitim jednostavnim te na selektivnim i
diferencijalnim podlogama. Kolonije su velike, sjajne i glatke povrsine i obi¢no glatkih rubova.
Boja kolonija na obi¢nim je hranjivim podlogama sivkasta, a na selektivnim i diferencijalnim
ovisi 0 podlozi i indikatoru, te biokemijskoj aktivnosti pojedine vrste (Kaleni¢ i Mlinaric-
Missoni, 1995.).

Bakterije porodice Enterobacteriaceae ili crijevne bakterije su normalna mikroflora
probavnog sustava u ljudi i Zzivotinja. Obitelj Enterobacteriaceae obuhvaca rodove;
Salmonella (patogen), Escherichia (potencijalni patogen), Shigella (patogen), Klebsiella,
Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia, Hafnia, Serratia, Edwardsiella i Erwinia.
Prisutnost enterobakterija u namirnicama indikator je fekalnog zagadenja, tj. nedovoljne
higijene tijekom proizvodnje, Cuvanja i rukovanja sa namirnicama. Namirnice u kojima se
ustanovi prisutnost enterobakterija smatraju se zdravstveno neispravnima. Izolirane
mikrobiolodkim brisevima sa povrdina, ruku osoblja i pribora ukazuju na fekalno zagadenje i

nedovoljno CiS¢enje, pranje i dezinfekciju (Brcina, 2013.).


http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Staphylococcus_aureus.html
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2.2.4. Bakterije vrste Escherichia coli

Bakterija vrste Escherichia coli je raSirena u prirodi, u zemlji, u vodi, u probavnom
traktu ljudi i zivotinja, odakle u okoli$ dolazi preko fekalija. U crijevima imaju znacajnu ulogu u
probavi, vrSecCi razlaganje ugljikohidrata i bjelanCevina. Proizvodi neke vitamine iz grupe B
(B12) i K vitamin i tvari koje antagonistiCki djeluju na druge bakterije. Njihovo prisustvo u
prehrambenim namirnicama ili vodi za pi¢e ocjenjuje se kao znak loSih higijenskih uvijeta u

proizvodnji i mogu¢nosti fekalnog zagadenja.

Bakterija vrste E. coli je gram - negativan, kratak Stapi¢, pojedina¢an, u parovima ili
nepravilnim grupama. Posjeduje flagele peritrihijaino rasporedene, Sto im omogucava

intenzivno kretanje. Pojedini sojevi posjeduju kapsule. Ne formiraju spore.

Razmnozavaju se dobro na mnogim hranjivim podlogama. Izrasle kolonije na Endo
agaru posjeduju karakteristiCan metalan sjaj. Dobro raste i na MacConkey agaru, Krvnom

agaru, na temperaturi od 20-40°C.

Escherichia coli je fakultativnho anaerobna bakterija koja proizvodi brojne enzime.
Pomoc¢u enzima intenzivno vrSe razlaganje ugljikohidrata, Skroba i bjelancevina (Brcina,
2013.).

Slika 3 Bakterija vrste Escherichia coli na Endo agaru

(http://www.freeimages.com/photo/1018465, 2014.)



http://www.freeimages.com/photo/1018465
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Slika 4 Mikroskopska slika bakterije vrste Escherichia coli

(http://sfappeal.com/2013/11/local-food-distributor-might-be-behind-e-coli-outbreak-
at-trader-joes/, 2014.)

Bakterije vrste E.coli su vrlo otporne i mogu mjesecima zivjeti u vodi, zemljiStu i na
povrsini mnogih predmeta. Dugo mogu zivjeti u raznim vrstama prehrambenih namirnica gdije
se mogu razmnoZzavati. PoviSena temperatura ih unidtava. Unistavaju se na temperaturi od

60°C za 15 minuta. Osjetljive su na neke boje i kemijska sredstva (Brcina, 2013.).

U okoli§ dolazi putem fecesa i moze kontaminirati vodu, zemlju, voc¢e i povrée u

kojima se moze pronadi ¢ak i unutar tkivnih stanica (Bhunia, 2008.).

Bakterija vrste E. coli je uvjetno patogena bakterija (oportunisticka). Korisna je za
domacina jer djeluje antagonisti¢ki na razne patogene i proteoliticke bakterije. Ako dospije u
druge organe izvan probavnog trakta ili preko kontaminirane hrane i vode (fekalno-oralni
put), moze uzrokovati razli€ite infekcije: sepsa, meningitis kod beba, infekcije urinalnog trakta
i dr. jer proizvodi viSe vrsta toksina. Uzrokuje entrokolitis: dijarejno oboljenje, koje moze biti i

smrtonosno, narocito kod male djece i mladih Zivotinja (Brcina, 2013.).
2.3. GLJIVE

Gljive pripadaju grupi eukarotskih mikroorganizama, koja sadrzi oko 250 000 vrsta.
Mogu biti jednostani¢ne i viSestaniéne. One su heterotrofni organizmi. Razmnozavaju se
vegetativho stvaranjem spora ili pupanjem, a neke i diobom. Nepokretne su, a oblik im je
jajast ili u obliku niti. Gljive mogu tvoriti spolne i nespolne spore. Vecina gljiva su saprofiti, ali
ima i patogenih vrsta. Gljive ili fungi dijele se u tri empirijske grupe: kvasci, plijesni i peCurke
(Durakovi¢, 1996.).

2.3.1. Opce osobine plijesni

Plijesni su velika skupina gljiva, kod kojih je tijelo gradeno od gustog sustava

cjevastih stanica bez klorofila (Durakovi¢, 1996.).
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Zato Sto ne sadrze klorofil, plijesni su heterotrofi, uglavhom aerobi (Pinter, 2010.).
Nitaste su grade, a niti (hife) se isprepli¢u i tvore micelij. Splet micelija ¢ini talus ili tijelo
plijesni. Micelij se, kao pradnjava ili paucinasta (pahuljasta) prevlaka, rasprostire po podlozi.
Plijesni se klasificiraju i identificiraju kao separirane (pregradene) i neseparirane. Separirane
hife su popre¢no pregradene nitima zvanim septa, kroz Cije pore struji citoplazma i stani¢ne

organele. Kod nesepariranih hifa pregrade ne postoje (Durakovi¢, 1996.).

Kod uzgoja u submerznoj kulturi dolazi do rasta hifa koje tvore razli€ite morfoloSke
oblike koji mogu varirati od disperznih micelijskih filamenata do &vrsto isprepletenih

micelijskih tvorevina peleta (Jane$§, 2009.).

Plijesni su vrlo rasprostranjeni mikroorganizmi. Najvise naseljavaju vlazno tlo i biljke,
odakle dospijevaju na plodove voca i povréa, ratarskih kultura, a tako i u namirnice. Plijesni
rastu na kruhu, vocu, siru, na vlaznome tekstilu, kozi, bojama, drvetu, papiru i dr. lako se
plijesni mogu upotrijebiti u raznim granama industrije, u medicini i dr., neke mogu ugroziti

zdravlje ljudi i Zivotinja (Durakovi¢, 1996.).

Prozvode mnostvo razli€itih enzima tako $to koriste ugljik iz supstrata te enzimima
razgraduju molekule supstrata u manje molekule koje stanica tada moZzZe apsorbirati. Mogu
se nastaniti (kolonizirati) i rasti na razli¢itim tipovima hrane. Postoje Cetiri kriti¢na uvijeta za
rast plijesni: dostupnost spora plijesni, dostupnost hrane, odgovaraju¢a temperatura i udio
vlage. Uklanjanje bilo kojeg od navedenog, sprijecit ¢e rast plijesni. Veéina plijesni raste pri

sobnim temperaturama (Nuiji¢, 2011.).

Mogu se Kklasificirati kao plijesni sa polja, plijesni u skladistima i plijesni
uznapredovalog kvarenja. Rodovima koji najceS¢e rastu u uskladiStenim namirnicama

pripadaju Penicillium, Aspergillus i Mucor (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2001.).

Ujedno su ti rodovi plijesni najéeséi proizvodaci mikotoksina. Mikotoksini su toksi¢ni
sekundarni produkti metabolizma nekih vrsta plijesni. Najpovoljniji uvijeti za rast
toksikotvornih plijesni i proizvodnju njihovih toksina prisutni su u tropskim predjelima zbog
prikladnih klimatsko-okolisnih uvijeta, temperature i vlage. Plijesni posjeduju sposobnost
proizvodnje razli¢itih kemijskih spojeva, od jednostavnih kiselina do slozenih makromolekula.
Vecina plijesni opasnih za zdravlje podrijetlom je iz skladiSta, iako su neki bioloski aktivni
produkti metabolizma plijesni s prirodnih stanista pokazali toksi¢an u€inak na zdravlje ljudi i

Zivotinja (Sarkanj i sur., 2010.).

Ovisno o tome nalaze li se toksikotvorne plijesni u polju ili u skladistima, na sintezu

mikotoksina utjeCu vremenski uvijeti, odnosno uvijeti skladistenja (Pitt i Hocking, 2009.).
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2.3.2. Znacenje plijesni

Covjek je plijesni podijelio u dvije skupine s obzirom na to kako djeluju na njegove

proizvode, zivotinje i biljke koje uzgaja kao i na samog ¢ovjeka.
Plijesni s pozitivnim znaCenjem:

1. Proizvodnja antibiotika

2. Proizvodnja organskih kiselina

3. Proizvodnja sireva

4. Proizvodnja enzima i dr.

Plijesni sa negativnim znacenjem u Zivotu ljudi:
1. Biosinteza mikotoksina

2. Bolesti (mikoze)

3. BioloSka razgradnja i dr. (Durakovi¢, 1996.)
Plijesni s pozitivnim znacenjem:

1. Proizvodnja antibiotika

Slu€ajnim otkricem penicilina, antibiotika proizvedenog pomocu plijesni Penicillium
notatum i Penicillium chrysogenum godine 1929. Alexsander Fleming je otvorio novo
poglavlje u borbi protiv raznih infektivnin bolesti prouzroCenih bakterijama i drugim
mikroorganizmima. Pod antibioticima se podrazumjevaju spojevi koji inhibiraju rast ili

razmnoZzavanje bakterija i ostalih mikroorganizama (Durakovi¢, 1996.).

Osim penicilina, vazan antibiotik je i grizeofulvin, koji je 1939.g. otkrila grupa
kemiCara, kao metaboli¢ki produkt plijesni Penicillium griseofulvum. Grizeofulvin je prvi

antibiotik za lije€enje povrsinskih mikoza (Muntonola i Cvetkovi¢, 1989.).
2. Proizvodnja organskih kiselina

Limunska kiselina moze se proizvesti pomoc¢u plijesni Aspergillus niger i Aspergillus
wentii. Upotrebljava se kao zacin (za bezalkoholna pi¢a), u proizvodniji tinte, bojila, kemikalija

i kao antikoagulans.

Itaktonska Kkiselina i njeni derivati nastaju kao proizvod metabolizma plijesni
Aspergillus itaconicus i Aspergillus terreus, a primjenjuje se, uglavnom, u tekstilnoj i
kemijskoj industriji, kao i medustadij u pripremi lijekova, u proizvodnji umjetnih vlakana i

plastike, povrsinskih prevlaka, Stavljenju koze i dr. (Durakovi¢, 1996.).
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3. Proizvodnja sireva

Sir roquefort proizvodi se uz pomoc¢ plemenitih plijesni Penicillium roqueforti, brie i
camembert uz pomo¢ Penicillium candidum i Penicillium camemberti, a gorgonzola uz
pomoc¢ Penicillium roqueforti i Penicillium glaucum. Mozemo spomenuti i plavi sir proizveden

uz pomoc¢ plijesni Penicillium roqueforti (Durakovi¢, 1996.).
4. Proizvodnja enzima

Enzimi dobiveni pomocu plijesni zauzimaju zna¢ajno mjesto u razli¢itim industrijskim
granama. Primjerice, amilaza dobivena pomoc¢u Aspergillus oryzae i Aspergillus niger
upotrebljava se u proizvodnji sirupa od kukuruznog S$kroba, u proizvodnji papira (za
postizanje glatkoce), u proizvodniji glukoze iz Skroba, u pekarskoj industriji (dodatak brasna),

u pivarstvu, u proizvodniji lijekova, tekstilnoj industriji.

Proteaze i lipaze (sintetizirana pomocu plijesni Aspergillus niger) upotrebljavaju se u
CiScenju zZivotinjskog krzna, nuznog u obradi koze, dok se lipaza koristi u mljekarskoj

industriji (za okus sira).

Pektinaze proizvodi nekoliko mikroorganizama, ali se komercijalno upotrebljava samo
Aspergillus niger. Pektinaze se isklju€ivo upotrebljavaju u proizvodnji vina i voénih sokova

(za bistrenje i razgradnju pektinskih tvari) (Durakovi¢, 1996.).
Plijesni sa negativnim znacenjem u Zivotu ljudi:
1. Biosinteza mikotoksina

Mikotoksini su toksi¢ni produkti metabolizma nekih plijesni koje rastu na razli€itim
namirnicama i krmivima. U akutnim slu€ajevima mikotoksini izazivaju otrovanja ljudi i
zivotinja (mikotoksikoze), a u kronicnim, oSteCenja kozZe i unutrasnjih organa. U
eksperimentalnim uvijetima dokazano je da mikotoksini induciraju karcinom jetre u raznih
zivotinjskih vrsta, a pronadeni su u namirnicama koje se koriste u prehrani ljudi. Tijekom
istrazivanja primjeéeno je djelovanje aflatoksina i na druge organe (pored jetre), kao S$to su

Zeludac, bubrezi, dusnik i crijeva (Durakovi¢, 1989.).

Vecéina namirnica (kao i krmiva) je osjetliiva na kontaminaciju mikotoksinima s
supstratima, pri razli€itim uvjetima. Prisustvo, pak, plijesni u namirnici ne znaéi nuzno
prisutnost mikotoksina (ako plijesan nije dovoljno porasla), ali s druge strane, odsutnost
plijesni ne znaci da nema mikotoksina jer se mogu zadrzati u supstratu dugo nakon nestanka
plijesni. Poseban problem predstavlja i pojava tzv. maskiranih mikotoksina koji se u hrani
nalaze u promijenjenom obliku. Naj¢e&ce je rije€ o kemijskoj vezi sa Secerima, pri Cemu se

takav mikotoksin ne moZe detektirati uobiCajenim metodama Sto daje krivu sliku o
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kontaminaciji analiziranog uzorka. Naime, maskirani mikotoksini se, djelovanjem hidrolitickih
enzima crijevne mikroflore, mogu osloboditi u probavnom traktu i djelovati toksi¢no prema

konzumentu (Sarkanj i Klapec, 2013.).

Najvaznijim mikotoksinima smatraju se aflatoksini, trihoteceni, fumonizini, zearalenon
i okratoksin A, a sintetiziraju ih naj¢eS¢e plijesni rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium
(Nuji¢, 2011.)

Aflatoksini su sekundarni metaboliti, prvenstveno Aspergillusa flavusa i Aspergillusa
parasiticusa, ali i nekih drugih, rjedih vrsta. Rije€ je o lipofilnim, termostabilnim spojevima,
osjetljivim na UV-svjetlo i upravo obzirom na karakteristi€nu plavu ili zelenu fluorescenciju
pod UV-zragenjem, Cetiri najznacajnija aflatoksina imenovani su kao B1, B2, G1 i G2, te
hidroksilirani derivati M1 i M2. Aflatoksini su genotoksi¢ni karcinogeni, pa se smatra da nema
sigurnog unosa i preporu¢a se smanijiti prisustvo u namirnicama na najmanju mogucu
tehnolodki ostvarivu mjeru. NajCeSc¢e izazivaju rak jetre, a utvrdena je i hepatotoksi¢nost i

imunotoksi¢nost na pokusnim Zivotinjama.

Trihoteceni su skupina mikotoksina koje najvec¢im dijelom proizvode plijesni roda
Fusarium. Najznacajniji trihoteceni su T-2 toksin, HT-2 toksin, deoksinivalenol (DON),
diacetoksiscirpenol, nivalenol, i dr. Akutno visoki unos T-2 toksina naj¢eSCe izaziva
gastrointestinalne i imunotoksi¢ne posljedice. Vise doze DON-a se povezuju s epidemijama
bolesti probavnog trakta kod ljudi (naziva se jo$ i vomitoksin zbog glavnog simptoma:

povracanja), a djeluje i imunotoksi¢no.

Ohratoksini su metaboliti Aspergillus i Penicillium vrsta. Najrelevantniji je ohratoksin A
(OTA). Ispitivanjima na pokusnim i domacim Zivotinjama ustanovljena je snazna

nefrotoksi¢nost OTA.

Zearalenon je endokrini disruptor zbog slicnosti grade estrogenu. Nekoliko Fusarium
vrsta sintetizira ovaj mikotoksin. Nekoliko epidemioloskih studija je utvrdilo vezu unosa hrane
kontaminirane ovim mikotoksinom i simptoma koji bi se mogli pripisati estrogenskom

djelovanju, poput uranjenog puberteta djevojcica.
Patulin proizvodi nekoliko Penicillium, Aspergillus i Byssochlamys vrsta.

Fumonizine proizvodi nekoliko Fusarium vrsta. Kroni¢ni unos malih koli¢ina su
epidemioloSke studije povezale s vec¢im rizikom raka jednjaka i defektima neuralne tube.
Stoga bi embriji i fetusi mogli biti narogito osjetljivi na izloZzenost fumonizinima (Sarkan;j i
Klapec, 2013.).

2. Bolesti (mikoze)

Mikoze su bolesti izazvane gljivama. Dijele se u pet skupina:
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superficijalne (povrsinske)
kutane (kozne)
subkutane (potkozne)
sustavne i

oportunisticke mikoze.

Gljive uzro€nici povrSinske mikoze ograni¢ene su na dlake iz kose i na epidermalne
stanice. Opcenito, prevladavaju u tropskom podneblju. Gljive uzro€nici infekcije koze, kose i
noktiju zovu se dermatofiti, a infekcije uzrokovane njima dermatomikoze ili koZzne mikoze
(Durakovi¢, 1996.).

Potkozne mikoze su gljivicne infekcije ispod povrsSine koze, a prouzrokuju ih
saprofitne gljive koje zive u tlu i na bilikama. Sustavne mikoze su infekcije gljivama duboko

unutar tijela (Kaleni¢, 1995.).

Oportunisticne mikoze izazivaju uvjetno patogeni mikroorganizmi. Oni su neskodljivi u
njihovom normalnom stanistu, ali mogu postati patogeni u domacinu koji je oslabljen ili

traumatiziran, ili koji je pod terapijom antibiotika Sirokog spektra (Durakovi¢, 1996.).
3. BioloSka razgradnja

BioloSku razgradnju prouzrokuju bioloski uzro€nici — biorazgradivaci (kukci, ptice,
glodavci, mikroorganizmi i dr.). Metabolicko djelovanje razli€itih mikroorganizama uklju€uje
kvarenje razliCitog materijala poput papira, drveta, tekstila, uskladistenih proizvoda, metala,
bojila. Cesti uzroénici biorazgradnje su plijesni roda Aspergillus, zbog toga $to je velik broj

vrsta koje za svoj rast upotrebljavaju razlicite supstrate (Durakovi¢, 1996.).
2.3.3. Pojedine vrste plijesni

Plijesni roda Penicillium

U rod Penicillium svrstano je oko 50-tak vrsta plijesni. Bolest kod ¢ovjeka naj¢esce
uzrokuju vrste P. marneffei, P. chrysogenum i P. citrinum. Ove se plijesni nespolno
razmnozavaju fijalokonidijama. Kod nekih vrsta otkriven je spolni nagin razmnozavanja.
Vrste roda Penicillium mogu uzrokovati razliCite bolesti Covjeka. Mogu kolonizirati kozu ili

nekroti¢no tkivo plu¢a, uzrokovati hipersenzibilni pneumonitis ili penicilozu.

Vrste roda Penicillium rasprostranjene su Sirom svijeta. Izolirane su iz tla, zraka,
otpadnih tvari i biljaka. Neke vrste ovih plavio-zelenih plijesni stvaraju mikotoksine na
nepravilno uskladistenom krmivu i uzrokuju teSke mikotoksikoze zZivotinja hranjenih takvom

hranom (Kaleni¢ i Mlinari¢-Missoni, 1995.).
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. Slika 5 Mikroskopska slika plijesni roda Penicillium

(http://botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/nov2003.html, 2014.)

Slika 6 Crtez plijesni roda Penicillium

(http://www.plantasyhongos.es/hongos/Penicillium.htm, 2014.)

Plijesni roda Aspergillus

U rod Aspergillus svrstano je oko 200 vrsta od kojih je tek 20-tak patogeno za
Covjeka. NajCesci uzroCnici aspergiloze Covjeka jesu: A. fumigantus, A. niger, A. flavus, A.
candidus i dr. Ove se plijesni razmnozavaju nespolno fijalokonidijama. Kod nekih vrsta
otkriven je i spolni nacin razmnozavanja. Vrste roda Aspergillus mogu uzrokovati razli€ite
bolesti Covjeka. Mogu kolonizirati sluznicu diSnih putova ili Supljina stvorenih drugim
bolestima, uzrokovati bolesti uslijed preosjetljivosti na gljivicne antigene te invadirati stijenke
krvnih Zila i krvlju se Siriti u pluéa ili druge unutarnje organe. Rastom u vanjskoj sredini neke
vrste ovih plijesni stvaraju mikotoksine (aflatoksin, sterigmatocistin, ohratoksin).

Konzumiranjem hrane zagadene mikotoksinima Covjek moze razviti klinicku sliku akutnog
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trovanja hranom ili toksi€nog ostecenja jetre, bubrega i drugih organa. Konidije ovih plijesni
nalaze se u zraku, zemlji, vodi, na uskladidtenoj hrani i liS¢u biljaka. Konidije vrste roda
Aspergillus ¢ine ¢etvrtinu svih konidija u zraku. U 1 m? nalazi se prosje¢no 2-15 konidija neke

od vrsta ovog roda (Kaleni¢ i Mlinari¢-Missoni, 1995.).

Slika 7 Mikroskopska slika plijesni roda Aspergillus

(http://www.moldlab.com/wp moldlab/garlic-and-aspergillus-niger/, 2014.)

Slika 8 Crtez plijesni roda Aspergillus

(http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/fungal detail.jsp?id=FU200802220004, 2014.)

Plijesni roda Fusarium

Rod pliesni Fusarium razmnozava se nespolno fijalokonidijama. Kod vrste F.
moniliforme otkriven je i spolni nacin razmnoZzZavanja. Vrste roda Fusarium rijetki su uzroc€nici
gliivicnih infekcija Covjeka. Mogu uzrokovati povrSinsku, koznu, potkoznu, sustavnu i
disminiranu mikozu. U imunodeficijentnih osoba ove se plijesni mogu 8iriti krvlju u unutarnje
organe (bubreg, plu¢a, srce, gusteraca) i stvarati nekroti¢na ZariSta. Vrste roda Fusarium
saprofitne su plijesni rasprostranjene Sirom svijeta. Izolirane su iz tla i otpadnih tvari.
Uzrokuju bolest ljudi, zivotinja i biliaka. Neke vrste ove plijesni stvaraju mikotoksine.

Fuzarioza nije zarazna gljivicna bolest (Kaleni¢ i Mlinari¢-Missoni, 1995.).
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Slika 9 Mikroskopska slika plijesni roda Fusarium

(http://www.e-ijd.org/article.asp?issn=0019-
5154;year=2013;volume=58;issue=3;spage=241;epage=241;aulast=Kudur, 2014.)

20 1

Slika 10 Crtez plijesni roda Fusarium

(http://mycota-crcc.mnhn.fr/site/genreDetail. php?lang=eng&num=20&n=Fusarium, 2014.)

Plijesni roda Rhizopus

Plijesni roda Rhizopus su gljive svrstane u pododjel Zygomycotina. lako je izloZzenost
konidijama ovih plijesni op¢a, samo mali broj ljudi oboljeva. Smatra se da su ove plijesni
slabo virulentne gljive i da uzrokuju bolest poglavito u osoba o8tecenog imuniteta,
dijabetiCara i teSko ozljedenih osoba (opekline, ozljede trbuha i glave). Zigomikozu Covjeka
mogu uzrokovati vrste R. arrhizus i R. mikrosporus. Vrste roda Rhizopus vrlo su rasirene u
prirodi i rasprostranjene Sirom svijeta. Kako od sustavne i diseminirane zigomikoze

oboljevaju osobe s dugotrajnom neutropenijom (npr. osobe nakon transplatacije kostane
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mozdine), potrebno je ove bolesnike zastiti od infektivnih sporangiokonidija smjestanjem u

prostorije s filtriranim zrakom (Kaleni¢ i Mlinari¢-Missoni, 1995.).

Slika 11 Mikroskopska slika plijesni roda Rhizopus

(http://bloglistdoktor.blogspot.com/2011/06/rhizopus.html, 2014.)

Slika 12 Crtez plijesni roda Rhizopus

(http://www.biology-resources.com/drawing-fungi-02-rhizopus.html, 2014.)

Plijesni roda Mucor

Plijesni roda Mucor su gljive svrstane u pododjel Zygomycotina. Zive kao saprofiti na
tlu i na biljkama Sirom svijeta. Plijesni iz roda Mucor raSirene su u prirodi i rasprostranjene
Sirom svijeta. Vrste ovog roda uzrokuju zigomikozu Covjeka riede od vrste rodova Rhizopus
(Kaleni¢ i Mlinari¢c-Missoni, 1995.).
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Slika 13 Mikroskopska slika plijesni roda Mucor

(http://tolweb.org/Mucorales/103792, 2014.)

Slika 14 Crtez plijesni roda Mucor

(http://mycota-crcc.mnhn.fr/site/genreDetail.php?lang=eng&num=48&n=Mucor, 2014.)

Plijesni roda Trichoderma

Rod Trichoderma (T.) je aseksualna saprofitska gljiva (plijesan). Broj opisanih i
potvrdenih, filogenetski razliCitih vrsta Trichoderma, do sada je preSao brojku 100.
Makroskopski, rod Trichoderma je karakteriziran brzo rastu¢im kolonijama, koje su u pocCetku
glatke i prozirne ili vodenasto bijele, a kasnije postaju flokulirane, s izrazitim &upercima
konidiofora koje Cesto formiraju koncentriCne zone poput prstena, postupno mjenjajuéi svoju
boju iz bijelkasto-zelene u svijetlu maslinasto-zelenu kad sazriju. Mikroskopski, uo¢avaju se

loptaste konidije na vrhu fijalida koje su u obliku boce i dizu se pod kutem od konidiofora.
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Broj klini¢kih slu€ajeva u ljudi, kod kojih je kao uzro€nik dokazana neka vrsta iz roda
Trichoderma, raste iz godine u godinu, a razlog moze biti sve veéi broj bolesnika s
oslabljenim imunitetom kao i veéa paznja mikrobiologa prema ovim plijesnima, koje su prije

smatrane nepatogenima (Saboli¢, 2012.).

Slika 15 Mikroskopska slika plijesni roda Trichoderma

(http://www.agroterra.com/p/trichomic-hongos-trichoderma-de-trichoderma-sp-13543/13543,
2014.)

Slika 16 Crtez plijesni roda Trichoderma

(http://mycota-crcc.mnhn.fr/site/genreDetail.php?lang=eng&num=43&n=Trichoderma, 2014.)

Plijesni roda Cladosporium

Cladosporium herbarum kao najée$¢a vrsta u vanjskom okoliSu &ini 40-80%, ukupnog
godiSnjeg sastava plijesni u zraku. Prisutnost Cladosporium spp. ¢eSc¢a je u u sjevernoj
Europi. lako su spore mnogih plijesni znatno manje od peludnih zrnaca, njihovo znacenje u
izazivanju alergijskih simptoma nije ekvivalentno. Utvrdeno je da je 30-42% djece s
alergijskim bolestima senzibilizirano na plijesni. Povezanost izmedu broja spora u zraku i
uCestalosti senzibilizacije na osnovi koznog testiranja utvrdena je u djetinjstvu, dok u kasnijoj

Zivotnoj dobi viSe nije izrazena (Kanceljak-Macan, 2005.).
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Slika 17 Mikroskopska slika plijesni roda Cladosporium

(http://mycota-crcc.mnhn.fr/site/specie.php?idE=102, 2014.)

Slika 18 Crtez plijesni roda Cladosporium

(http://www.plantasyhongos.es/herbarium/htm/Cladosporium_sphaerospermum.htm, 2014.)

Plijesni roda Botrytis

Siva plijesan grozda (Botrytis) poznata je kao saprofit na razliCitim mrtvim i

odumirajuéim biljnim dijelovima a kao parazit dolazi na razli€ite biljke i biline organe. U prirodi

se nalazi posvuda u saprofitskoj, odnosno poluparazitskoj fazi, stvarajuci obilje konidija, te

uvijek postoji moguénost da u povoljnim prilikama i pod odredenim uvjetima kao parazit

uzrokuje masovno oboljenje neke biljne vrste (http://www.vinogradarstvo.hr/index.php?s=34,

2014.)
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Slika 19 Mikroskopska slika plijesni roda Botrytis
(http://microfungi.mnhn.fr/joelle.html, 2014.)

Slika 18 CrteZ plijesni roda Botrytis
(http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Botrytis.html, 2014.)

2.3.4. Kvasci

Kvasci pripadaju carstvu Fungi, zajedno sa plijesnima i mesnatim gljivama. Kvasci
zasigurno po brojnosti ¢ine ekonomski najznacajniju skupinu mikroorganizama (Vrsalovic-
Presecki, 2003.).

Poput plijesni, kvasci se takoder mogu prenositi zrakom ili na drugi nacin i tako
dospjeti na povrsinu namirnica. Kolonije kvasca su uglavnom vlazne ili mukozne po izgledu i
blijedo Zute boje. Kvascima najviSe odgovara ay od 0,90 do 0,94, ali mogu rasti iispod 0,90.
Tocnije, neki osmofilni kvasci mogu rasti ¢ak i na aw od 0,60. Ovi mikroorganizmi najbolje

rastu u kiseloj pH koja se krec¢e od 4,0 do 4,5 (Marriott i Gravani, 2006.).
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Vecina njih nije Stetna po ljudsko zdravlje. Neki od njih koriste se kao radni
mikroorganizmi ili starter kulture u prehrambenoj industriji, npr. u proizvodnji pekarskih i
konditorskih proizvoda, piva i dr. Ova grupa mikroorganizama sadrzi mnogobrojne rodove.
Najveca paznja posvecena je sliede¢im rodovima: Candida, Saccharomyces i Rhodotorula
(Skrinjar i Te$anovi¢, 2007).

Neki od patogenih kvasaca: Candida albicans, Cryptococcus, Blastomyces,

Histoplasma.

Za ljude su oni, s jedne strane od gospodarske vaznosti ali takoder mogu biti
uzroCnici bolesti (opéenito kod osoba sa slabim imunoloskim statusom). Najpoznatiji kvasac
u medicini je Candida albicans, koji uzrokuje kandidijazu. Ova gljiva ¢esto naseljava podrucja
nosa, grla i usta i zivi tamo bez izazivanja bolesti, ali isto tako moze izazvati gljivine infekcije

(“oralni osip”, “pelenski osip”) osobito kod dojencadi (Buchrieser i Miorini, 2009.).

Candida albicans je pripadnik normalne fizioloSke flore Covjeka. Manifestira se
razliCitim klinickim slikama. Infekcija moZe biti ograni€ena na sluznicu ili kozu ili moze
zahvatiti jedan ili viSe unutarnjih organa. Kanidioza usne Supljine javlja se cesto u
novorodencadi u prvim tjednima poslije rodenja te u odraslih s hormonalnim i imunoloskim
poremecajima. Ocituje se bijelim naslagama na jeziku, Zdrijelu i sluznici obraza. Kanidioza
jednjaka, Zeluca i crijeva razvija se ¢esto u osoba s malignim bolestima. Kanidioza rodnice
javlja se Ce8¢e u Zena sa Seernom boleS¢u, u trudnoCi i nakon ljeCenja antibioticima.

Prisutan je bijel, sirast iscjedak i jak svrbez (Kaleni¢ i Mlinari¢, 1995.).

Slika 19 Kvasac roda Candida albicans na Sabouraud dekstroznom agaru

(http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2009/12/candida-albicans.html, 2014.)
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{mage Courtesy of M. McGinnis

/5
Copyfight'g 2000 Doctorfungus Corporation

Slika 20 Mikroskopska slika kvasca roda Candida albicans

(http://www.doctorfungus.org/thefungi/Candida_albicans.php, 2014.)
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je ispitati mikrobioloSku Cistocu dijelova ambalaze nekih konzumnih
pi¢a, tako Sto su se uzimali brisevi sa gornjeg dijela ambalaze na kojem se nalazi otvarac.
Odredivana je prisutnost bakterija vrste Staphylococcus aureus i Escherichia coli, bakterija

porodice Enterobacteriaceae, te broj aerobnih mezofilnih bakterija, plijesni i kvasaca.

3.2. MATERIJAL | METODE

3.2.1. Materijal

Uzorci za mikrobioloSke analize su kuplieni u lokalnim trgovackim centrima i
analizirani odmah po kupovini. Uzorci su prikupljeni metodom slu¢ajnog odabira. Ukupno je

analiziran 51 uzorak.
Trgovacki centar A: 10 uzoraka
1. Somersby apple cider 0,5L
2. Pivo lager grejp K plus 0,5L
3. Ozujsko pivo 0,33L
4. Karlovacko pivo 0,33L
5. Orangina 0,33L
6. Red Bull 0,25L
7. Franzberg bier premium lager 0,5L
8. Karlovacko pivo 0,5L
9. Pivo lager K plus 0,5L
10. Ladko zlatorog pivo 0,5L
Trgovacki centar B: 10 uzoraka
1. Ozujsko pivo 0,5L
2. Pivo lager K plus 0,5L
3. Karlovacko pivo 0,5L
4. Pan lager pivo 0,5L
5. Union pivo radler grapefruit 0,5L
6. Amstel premium pisener 0,5L

7. Ozujsko cool pivo 0,5L
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8. Bavaria Holland premium beer 0,5L

9. Ozujsko limun pivo 0,5L

10. Staropramen premium beer 0,5L

Trgovacki centar C: 10 uzoraka

1.

2.

8.

9.

Karlovacko rally pivo 0,5L

Pivo lager grejp K plus 0,5L

Franzberg bier premium lager 4%alk., 0,5L
Franzberg bier premium lager 5%alk., 0,5L
Osjecko pivo 0,5L

Ozujsko pivo grejp 0,5L

Ozujsko pivo 0,33L

Burn energy drink 0,25L

The blue edition Red Bull energy drink 0,25L

10. Black energy drink Mike Tyson 0,25L

Trgovacki centar D: 10 uzoraka

1.

2.

8.

9.

Guarana energy drink 0,25L

Guarana energy drink 0,25L

Red Bull energy drink sugarfree 0,25L
Carling lager pivo 0,568L

Union pivo radler grapefruit 0,5L
Ozujsko cool pivo 0,5L

Karlovacko rally pivo 0,5L

Karlovacko pivo 0,5L

Ozujsko pivo 0,5L

10. Ozujsko limun pivo 0,5L

Trgovacki centar E: 11 uzoraka

1.

2.

Ozujsko pivo grejp 0,5L

Pivo lager grejp K plus 0,5L
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3. Pivo lager K plus 0,5L

4. Pivo lager grejp K plus navijacko 0,55L

5. Bavaria Holland premium beer 0,5L

6. Staropramen premium beer 0,5L

7. Lasko zlatorog pivo 0,5L

8. Amstel premium pisener 0,5L

9. Franzberg bier premium lager 4%alk., 0,5L
10. Franzberg bier premium lager 5%alk., 0,5L

11. Red Bull energy drink 0,355L

3.2.2. Metode

Za mikrobioloSku analizu uzoraka ambalaze konzumnih pi¢a, uzeti su brisevi sa
gornjeg dijela ambalaze na kojem se nalazi otvara€. Sterilnim Stapicem prethodno uronjenim
u fizioloSku otopinu prebrisana je Ccitava povrSina gornjeg dijela limenke ambalaze,
ukljudujuéi i otvara¢ limenke. Stapié se uronio u 10 mL sterilne fiziolodke otopine te se
izvrSila homogenizacija uzorka pri ¢emu se mikroorganizmi skinu u fizioloSku otopinu i na taj
nacin dobije se osnovno razrjedenje iz kojega se prema potrebi i ofekivanom broju
istrazivanih skupina mikrooorganizama pripravljaju ostala razredenja, prenosenjem 1 mL u
narednih 9 mL sterilne fiziolo8ke otopine. Nakon toga, u vremenu od najviSe 15 minuta,

nacijepliene su podloge za izolaciju i/ili prebrojavanje odabranih skupina mikroorganizama.
Aerobne, mezofilne bakterije

Preneseno je 1 mL inokuluma u sterilnu, praznu petrijevu zdjelicu. U zdjelicu je uliven
Tryptic Glucose Yeast Agar (TGK; Biolife, Italija), otoplien i ohladen na 55 °C. Nakon
uljevanja | homogenizacije, uzorci su inkubirani u termostatu pri 28 °C tijekom 7 dana.
Nakon inkubacije se pratilo da li je doSlo do porasta kolonija mezofilnih bakterija, te su

prebrojane. Njihov broj je preracunat prema sliedecéoj formuli (te je preraGunat na 1cm?):

broj poraslih kolonija
CFIT = *

volumen upotrijeblienog uzorka

reciproéna vrijednost (jed/ mL)
deacimalnog razrijedenja

CFU (Colony Forming Units / broj Zivih stanica koje stvaraju kolonije)
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Bakterije porodice Enterobacteriaceae

Preneseno je 1 mL inokuluma iz osnovnog razrijedenja u epruvetu s 10 mL Mossel-
ovog bujona za enterobakterije (Mossel Bujon; Biolife, Italija). Nakon inkubacije od 24 sata
pri 37 °C, bujon koji se zamutio i/ili promjenio boju iz zelene u Zutu dokaz je prisutnosti

bakterija porodice Enterobacteriaceae.
Bakterije vrste Escherichia coli

Prisutnost i broj bakterija vrste Escherichia coli odredena je na Endo agaru (Biolife,
ltalija) prenoSenjem 0,1mL inokuluma iz razrijedenja 10! na povrSinu podloge i
razmazivanjem sterilnim Stapi¢éem. Nakon inkubacije od 24 sata pri 37 °C, bakterije ove vrste
tvore crveno obojene kolonije metalnog sjaja. Porasle kolonije se provjeravaju biokemijskim
testovima. Njihov broj je preraunat prema spomenutoj formuli za CFU, te je rezultat

preracunat na jedinicu povrsine od 1cm?.
Bakterije vrste Staphylococcus aureus

Prisutnost i broj bakterija vrste Staphylococcus aureus odredena je na Bayer Parker-
ovom agaru (Biolife, Italija) prenoSenjem 0,1mL inokuluma iz razrijedenja 10! na povrsinu
podloge i razmazivanjem sterilnim Stapi¢éem. Nakon inkubacije od 48 sati pri 37 °C se pratilo
da li je doSlo do porasta ove vrste bakterija koja na Bayer Parker-ovom agaru raste u vidu
sitnih crnih kolonija okruzenih bijelo-sivim neprozirnim prstenom a zatim prozirnom zonom.
Njihov broj je preraCunat prema spomenutoj formuli za CFU, te je rezultat preraCunat na

jedinicu povrsine od lcm?2.
Plijesni i kvasci

Broj kolonija plijesni odreden je prenodenjem 1 mL inokuluma pripadajuceg
razrijedenja u sterilnu petrijevu zdjelicu i ulijevanjem Czapekovog agara koji je prethodno
rastopljen i ohladen na 45 °C u vodenoj kupelji. Kvasci su se odredivali na isti nacin, s time
da se koristio Sabouraud dekstrozni agar. Nakon inkubacije od 7 dana pri 25 °C, prebrojane
su porasle kolonije plijesni. Njihov broj je preraunat prema gore spomenutoj formuli za CFU
(kao i za aerobne mezofiine bakterije), te je rezultat preradunat po 1cm?2. Plijesni su
determinirane do roda uz pomo¢ priruCnika za determinaciju (Pitt i Hocking, 1997.; Klic,
2002.).

3.3. OBRADA REZULTATA

Rezultati rada obradeni su uz pomo¢ ra¢unalnih programa Microsoft® Office Excel
2007 za Windows, Microsoft Corporation, Redmond, SAD i GraphPad Prism verzija 5.00 za
Windows, GraphPad Software, San diego, SAD.
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4. Rezultati

4.1.

REZULTATI

ISPITIVANJA
AMBALAZNOG MATERIJALA

ONECISCENJA

DIJELOVA

Tablica 1. Ukupni broj kolonija bakterija, plijesni i kvasaca u analiziranim uzorcima

trgovackog centra A

Redni Aerobne, Enterobacte- | Escherichia | Staphyloco- Plijesni Kvasci
broj mezofilne riaceae coli CCus aureus
bakterije
[CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?]
1 - - - - 3,9x10* -
2. - - - - 3,3x10! -
3. 1,7x10! - - - 5,2x10! -
4, 1,3x10! - - - 2,5%10* -
5. 1,3x10* - - - 4,4x10* -
6. 1x10t - - - 4x10t -
7. 5,6x10? >10 1,9 - 4,6x10* -
8. 8x10? - - - 58 -
9. 1x10° >10 3,8 - 1,2x10* -
10. 7,7x10? - - - 7,3x10! -

CFU/cm?

Mikrobioloska populacija uzoraka trgovackog centra A

1200

1000 -

800

600 -

400 -

m Aerobne mezofilne bakterije

M Plijesni

Escherichia coli
200 +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Analizirani uzorci

Slika 21 MikrobioloSka populacija uzoraka trgovackog centra A

32




4. Rezultati

Tablica 2. Ukupni broj kolonija bakterija, plijesni i kvasaca u analiziranim uzorcima

trgovackog centra B

Redni Aerobne, Enterobacte- | Escherichia | Staphyloco- Plijesni Kvasci
broj mezofilne riaceae coli CCUS aureus
bakterije
[CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?]

1. 9,6 - - - 7,9x10! -

2. 9,6 - - - 1,9x10? -

3. 7,7 - - - 6,9x10! -

4, 3.8 - - - 3,8 -

5. 4,8x10* - - - 1,3x10? -

6. 9x10? - - - 1,1x10? -
7. 1,4x10% - - - 3,7x10? -

8. 6,4x10! - - - 1,2x102 -

9. 1,9x10! >10 - - 6,5x10! -
10. 5,2x10! - - - 2,3x10! -

CFU/fcm?
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Slika 22 MikrobioloSka populacija uzoraka trgovackog centra B
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4. Rezultati

Tablica 3. Ukupni broj kolonija bakterija, plijesni i kvasaca u analiziranim uzorcima

trgovackog centra C

Redni Aerobne, Enterobacte- | Escherichia | Staphyloco- Plijesni Kvasci
broj mezofilne riaceae coli CCus aureus
bakterije
[CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?]

1. 7,9x10! - - - 1x10? -

2. 38 >10 - - 2,7x10% -

3. 77 - - - 3,3x10! -

4. - - - - 1,1x10? -

5. 7,7 - - - 1,2x102 -

6. 7,7 - - - 2’7>< 102 _

7. 7,7 - - - 1x102 -

8. - - - - 2,2x10% -

9. 3x10? - - - 4,7x10? -
10. 8 - - - 2,6x102 -
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Slika 23 MikrobioloSka populacija uzoraka trgovackog centra C
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4. Rezultati

Tablica 4. Ukupni broj kolonija bakterija, plijesni i kvasaca u analiziranim uzorcima

trgovackog centra D

Redni Aerobne, Enterobacte- Escherichia Staphyloco- Plijesni Kvasci
broj mezofilne riaceae coli Ccus aureus
bakterije
[CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?]

1. 48x10! - - - 4,2x10? -

2. 6 - - - 4 -

3. 1x10% - - - 3x10t -

4, 1,2x10* - - - 3,3x10! -

5. 6,2x10! - - - 8,5x10! -

6. 4.4x10! - - - 5,6x10! -

7. 1,1x10! - - - 4,2x10* -

8. 4x10! - - - 6,4x10! -

9. 1,5%x10! - - - 3,9x10? -
10. 38 - - - 6,7x10! -

450
400 -
350 -
300 -

E 250 -

g 200 -
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50 -
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Slika 24 Mikrobiolo$ka populacija uzoraka trgovackog centra D
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4. Rezultati

Tablica 5. Ukupni broj kolonija bakterija, plijesni i kvasaca u analiziranim uzorcima

trgovackog centra E

Redni Aerobne, Enterobacte- | Escherichia Staphyloco- Plijesni Kvasci
broj mezofilne riaceae coli Ccus aureus
bakterije
[CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?] [CFU/cm?]

1. 9,6 - - - 4,6>< 101 _

2. 7,7 - - - 58 -

3. - - - - 9,6 -

4. 58 - - - 58 -

5. 7,7 - - - 1,5x10? -

6. 1,5x10* - - - 3,2x10* -

7. 1,7x10? - - - 1,2x10* -

8. 2x10? - - - 8,3x10! -

9. 1,7x10% - - - 4,8x10* -
10. 2,1x10! - - - 4,2x10* -
11. 2,4x10% 4x10* -

Mikrobioloska populacija

4 5 6

7 8

Analizirani uzorci

10 11

uzoraka trgovackog centra E

® Aerobne mezofilne bakterije
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Slika 25 Mikrobiolo$ka populacija uzoraka trgovac¢kog centra E
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4. Rezultati

4.2. ZASTUPLJENOST PLIJESNI PO RODOVIMA

Zastupljenost plijesni po rodovima - trgovacki centar A
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Slika 27 Zastupljenost plijesni po rodovima - trgovacki centar B
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Slika 28 Zastupljenost plijesni po rodovima - trgovacki centar C
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4. Rezultati
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Slika 30 Zastupljenost plijesni po rodovima - trgovacki centar E
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4. Rezultati

Slika 31 Slike prikazuju porasle plijesni na Czapekovom agaru iz svih analiziranih uzoraka

39



5. RASPRAVA



5. Rasprava

5.1. MIKROBIOLOSKA POPULACIJA ANALIZIRANIH DIJELOVA
AMBALAZE

MikrobioloSka populacija analiziranih uzoraka prikazana je Slikama 21-25., te

Tablicama 1-5.

Rezultati analiziranih uzoraka trgovackog centra A (Tablica 1, Slika 21) prikazuju da je
utvrdeno najviSe aerobnih mezofilnih bakterija (1x10% po cm? na 9. uzorku), a na samoj
ambalaZi je dopusten broj aerobnih mezofilnih bakterija do < 1x10? po cm? §to govori da ovaj
uzorak, vjerojatno, nije pravilno skladisten. Isto vrijedi i za 7., 8. i 10. uzorak. Aerobne

mezofilne bakterije su velika skupina bakterija koja, nuzno, ne uklju€uje i patogene.

Na 7. i 9. uzorku pronadena je bakterija vrste E. Coli., te je takoder bio pozitivan
Mossel-ov bujon koji potvrduje prisutnost bakterija porodice Enterobacteriaceae. Dopusten
broj bakterija porodice Enterobacteriaceae na ambalaZi je od 0-1 po cm? Na 7. uzorku
bakterija vrste E.coli je u koli¢ini od 1,9 a na 9. 3,8 po cm? §to prikazuje veéu vrijednost od
dopustene. lako se vecina ovih bakterija ne smatra patogenima, ipak postoje i patogeni koji
mogu izazvati probleme u ljudskom organizmu. Prisutnost bakterija vrste Staphylococcus

aureus te kvasci nisu ustanovljeni.

Broj plijesni kretao se od 5,8 do 7,3x10' po cm? Najzastupljeniji rod plijesni je
Penicillium (Slika 26). Nizak broj plijesni je i posliedica, vjerojatno, dobre mikrobioloske

ispravnosti proizvodnog pogona, odnosno samog skladiStenja u pogonu i trgovini.

Rezultati analiziranih uzoraka trgovackog centra B (Tablica 2, Slika 22) prikazuju da
je najveci broj aerobnih mezofiinih bakterija ustanovljen na 6. uzorku u koli¢ini od 9x10! po

cm?, §to ne prelazi dopustenu vrijednost.

Uzorak 9. je imao pozitivan Mossel-ov bujon, ali nisu ustanovljene bakterije vrste
E.coli. Kao i u trgovatkom centru A prisutnost bakterija vrste Staphylococcus aureus te

kvasci nisu ustanovljeni.

Najvec¢i broj plijesni je utvrden na 5. uzorku u koliini od 1,3x10> po cm?.

Najzastupljeniji rod plijesni je Penicillium (Slika 27).

Rezultati analiziranih uzoraka trgovackog centra C (Tablica 3, Slika 23) prikazuju da
je najveci broj aerobnih mezofilnih bakterija utvrden na 1. uzorku u koli¢ini od 7,9x10! po

cm?, §to ne prelazi dopustenu vrijednost.
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5. Rasprava

Uzorak 1. trgovackog centra C je imao pozitivan Mossel-ov bujon, ali nisu utvrdene
bakterije vrste E.coli. Prisutnost bakterija vrste Staphylococcus aureus te kvasci nisu

ustanovljeni.

Najvec¢i broj plijesni je utvrden na 9. uzorku u koli¢ini od 4,7x10> po cm?.

Najzastupljeniji rod plijesni je Penicillium (Slika 28).

Rezultati analiziranih uzoraka trgovackog centra D (Tablica 4, Slika 24) prikazuju da
je najveci broj aerobnih mezofilnih bakterija dokazan na 5. uzorku u koli¢ini od 6,2x10* po

cm?, §to ne prelazi dopustenu vrijednost.

Niti na jednom uzorku nije dokazana prisutnost bakterija vrste E.coli odnosno
bakterija porodice Enterobacteriaceae, kao niti prisutnost bakterija vrste Staphylococcus

aureus te kvasaca.
Najveci broj plijesni je utvrden na 1. uzorku u koli¢ini od 4,2x10> po cm?
Najzastupljeniji rod plijesni je Penicillium (Slika 29).

Rezultati analiziranih uzoraka trgovackog centra E (Tablica 5, Slika 25) prikazuju da
je najveci broj aerobnih mezofilnih bakterija utvrden na 8. uzorku u koli¢ini od 2x10? po cm?,
8to prelazi dopustenu vrijednost od < 1x10%2 po cm? Ostali uzorci su prikazuju manju
vrijednost prisutnih aerobnih mezofilnih bakterija.

Najveci broj plijesni je utvrden na 5. uzorku u koliéini od 1,5%10%> po cm?.

Najzastupljeniji rod plijesni je Penicillium (Slika 30).

Niti na jednom uzorku nije utvrdena prisutnost E.coli odnosno Enterobacteriaceae, kao

niti prisutnost bakterija vrste Staphylococcus aureus te kvasaca.
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6.Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Broj aerobnih mezofilnih bakterija se kretao od 0 do 1x10% po cm?. Trgovina A i E su
imale uzorke na €ijoj su ambalazi dokazane vrijednosti koje prelaze dopustene vrijednosti
ove vrste bakterija. To su uzorci 7. (5,6x10? po cm?), 8. (8x102 po cm?), 9. (1x10° po cm?)
i 10. (7,7x10%2 po cm?) iz trgovine A, te 8. uzorak sa vrijednosti od 2x10%2 po cm? iz
trgovine E.

2. Broj plijesni se kretao od 0 do 4,7x10? po cm?. Zastupljene vrste plijesni na analiziranim
dijelovima ambalaze su: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Rhizopus,
Trichoderma, Cladosporium i Botrytis.

3. Bakterije porodice Enterobacteriaceae dokazane su na uzorcima: 7. i 9. trgovackog
centra A, na 9. uzorku trgovackog centra B te 2. uzorku iz trgovackog centra C sto je
dokazano Mossel-ovim bujonom.

4. Bakterije vrste Escherichia coli su dokazane na 7. uzorku u koli¢ini od 1,9 po cm?, te na
9. uzorku u koli¢ini od 3,8 po cm? trgovackog centra A, te su vrijednosti iznad dopustenih.
Na ostalim analiziranim uzorcima iz drugih trgovackih centara bakterije vrste Escherichia
coli nisu ustanovljene.

5. U analiziranim uzorcima nije dokazana prisutnost bakterija vrste Staphylococcus aureus.
6. Prisutnost kvasaca nije ustanovljena.

7. Glede prisutnosti velikog broja razliitih mikroorganizama na povrsini limenki postoji
mogucnost zaraze konzumenata razli¢itim mikotoksinima i patogenim bakterijama pa se
preporuca prebrisati ili ¢ak oprati dio ambalaze, na kojem se nalazi otvor za pice, prije
uporabe.
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