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Razli¢nim sevom bakterij rodu Salmonella smo dolocali toplotno odpornost pri
razli¢nih izvedbah pasterizacije. Inokulum smo pripravili v 10 ml gojisca tripti¢ni
soja bujon (TSB) iz ene kolonije preiskovanega seva bakterij rodu Salmonella,
katerega smo 24 ur inkubirali na stresalniku (100 min™) pri 37 °C. Vzorce za
pasterizacijo smo pripravili tako, da smo v 99 ml gojis¢a TSB ali 99 ml jaj¢nega
melanza dodali 1 ml inokuluma in tako dobili zacetno koncentracijo bakterij med
10°in 10" cfu/ml. Vzorec smo razdelili v epruvete s po 4 ml suspenzije. Med 15
minutno pasterizacijo v vodni kopeli pri izbrani temperaturi (58 °C, 60 °C in 64 °C)
smo vzorcenje opravili po 3, 5, 10 in 15 min. Zacetno Stevilo bakterij v vzorcu in
Stevila prezivelih bakterij smo dolocili s Stevno metodo po standardu SIST EN ISO
4833 (2003). V prvem delu poizkusa smo dolocili prezivetje 17 razli¢nih sevov
bakterij rodu Salmonella pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB. Iz
enacb premic prezivetja preiskovanih sevov smo izracunali decimalne redukcijske
case (D). Glede na razlike med vrednostmi D dolocenimi za 17 sevov bakterij rodu
Salmonella smo ugotovili, da vrsta seva vpliva na prezivetje teh bakterij pri
pasterizaciji in za nadaljnje delo izbrali seve S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis
ZM351, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg
7ZM492. Ugotovili smo, da vrsta seva bakterij rodu Salmonella vpliva na preZivetje
bakterij pri temperaturi pasterizacije 60 °C v gojis¢u TSB in pri temperaturi
pasterizacije 64 °C v jajénem melanzu, medtem ko vrsta seva ni imela vpliva na
prezivetje bakterij pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu. Izbrani
parametri pasterizacije (temperatura pasterizacije: 58 °C, 60 °C in 64 °C ter medij
pasterizacije: gojis¢e TSB in jajéni melanZ) so vplivali na preZivetje pri sevih S.
Enteritidis ZM351, S. Enteritidis ZM14, S. Typhimurium ZM142 in Typhimurium
ZM352, medtem ko pri sevu S. Senftenberg ZM492 ta dva parametra nista imela
vpliva na dolocitev razlik med vrednostmi D.
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We determined thermal resistance of various Salmonella strains through different
pasteurizations. A single colony of Salmonella strain tested was inoculated into 10
ml of Tryptone Soya Broth (TSB) and incubated for 24 hours on a rotary shaker
(100 min™) at 37 °C. In order to prepare samples for pasteurization 1 ml of
inoculum was added into 99 ml of TSB or 99 ml of liquid egg respectively and thus
the initial concentration of bacteria between 10° and 107 cfu/ml was obtained. The
sample was divided in aliquots of 4 ml in test tubes. During 15 min of
pasteurization in water bath at the selected temperature (58 °C, 60 °C and 64 °C)
sampling was carried out after 3, 5, 10 and 15 min. Initial number of bacteria in the
sample and the number of survived bacteria was determined by plate count
technique according to SIST EN ISO 4833 (2003). In the first part of test survival
of 17 different strains through the pasteurization in TSB at 58 °C was determined.
Survival curves were the basis for calculating the decimal reduction time (D value).
As regards the differences between the D values determined for the 17 Salmonella
strains, it was established that the strain type affects the survival of these bacteria
through the pasteurization and thus S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM351, S.
Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352 and S. Senftenberg ZM492 were
selected for further tests. We established that the Salmonella strain type has an
impact on the survival of these bacteria through the pasteurization process in TSB
at 60 °C and in liquid egg at 64 °C, while the strain type has no impact on the
survival through the pasteurization in liquid egg at 60 °C. Selected pasteurization
parameters (pasteurization temperature, 58 °C, 60 °C in 64 °C, and pasteurization
medium, TSB and liquid egg) has an impact on S. Enteritidis ZM351, S. Enteritidis
ZM14, S. Typhimurium ZM142 and Typhimurium ZM352 strains. However, these
two parameters have no impact on the determination of differences between D
values for the S. Senftenberg ZM492 strain.
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OKRAJSAVE

Kratica - okrajSava pomen

A, B, C paralelka

BHI (angl. Brain Heart Infusion Broth)

Cfu (angl. colony forming unit) kolonijska enota

D decimalni redukcijski ¢as (min)

D povprecen decimalni redukcijski ¢as (min)

Dr decimalni redukcijski ¢as pri temperaturi T in v gojiS€u g
(min)

D1, povprecen decimalni redukcijski ¢as pri temperaturi T in v
g0jis¢u g (min)

M jajéni melanz

IMr pasterizacija jajénega melanza pri temperaturi T

min minute

N Stevilo mikroorganizmov

n Stevilo paralelk; Stevilo sevov

SO standardni odklon

T temperatura (°C)

TSA gojisce tripticni soja agar TSA (ang. Tryptone soya agar,

TSAP gojis¢e TSB z dodatki: 0,3 ut. % kvasnega ekstrakta;
0,1 ut. % Na-piruvata; 1,4 ut. % agar bacteriological)
TSB gojisce tripticni soja bujon TSB (ang. Tryptone soya broth)
TSBr pasterizacija v gojis¢u TSB pri temperaturi T
XLD gojis¢e XLD (ang. Xylose lysine desoxycholate agar)
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1 UVOD

Bakterije rodu Salmonella so po Gramu negativne palcke in naseljujejo prebavila sesalcev
in ptic. Okuzba iz prebavnega trakta zivali (predvsem perutnine) se lahko prenese na jajca
in meso z neustrezno higieno. Vir bakterij rodu Salmonella predstavljajo tudi okuzeni
ljudje s slabimi higienskimi navadami, navzkrizno kontaminirana Zzivila, slaba higiena
pribora. Pri kontaminiranih ali pogojno kontaminiranih surovinah je potrebno zagotoviti
ustreznost zivil z ustrezno toplotno obdelavo (Risk assesment..., 2002). Bakterije rodu
Salmonella so med najpogostejsimi povzrocitelji okuzb z mikrobiolosko kontaminirano
hrano. Predvsem so okuzena Zivila Zivalskega izvora, na prvem mestu sta meso perutnine
in jajca.

V Sloveniji je najve¢ okuzb pri ljudeh povzrocenih s sevom S. Enteritidis(Salmoneloze,
2005), v svetu pa najbolj narascajo okuzbe s sevom S. Typhimurium (Risk assesment...,
2002). Pomembno je tudi dejstvo, da je prav vsak sev bakterij rodu Salmonella potencialno
lahko vzrok zastrupitve s kontaminirano hrano (Wray, 2003; Salmoneloze, 2005).

Jajca so s svojo sestavo idealen medij za rast in razmnozevanje mikroorganizmov,
kontaminacija pa je lahko primarna ali sekundarna. Preko 99 % okuzb je sekundarnih,
preko jajéne lupine (Roberts in sod., 1998). Postopek pasterizacije jaj¢nih izdelkov,
kontaktni ¢as in temperatura pasterizacije sta prilagojena toplotno najbolj odpornemu sevu
S. Senftenberg 775 W. Priporo¢ena temperatura pasterizacije je 64,4 °C, zadrzevalni ¢as pa
2,5 min (Wray, 2003).

Pri predelavi jajc in jajénih izdelkov je najpogosteje v rabi postopek pasterizacije.
Pasterizacija se uporablja za cela jajca v lupini in za tekocCe jaj¢ne proizvode, jajéni
melanz, jajéni beljak in jajéni rumenjak. Pasterizacija je zadovoljivo izvedena, ¢e se unici
90 % potencialno nevarnih, vegetativnih bakterijskih celic, ki so sposobne rasti in
razmnoZevanja. Na uspesnost pasterizacije vplivajo medij / zivilo katerega pasteriziramo,
vrednost pH, zaletna kontaminacija zivila, temperatura inkubacije (idealna 37 °C),
predgrevanje vzorca. Z dolocitvijo decimalnega redukcijskega ¢asa (D) pri doloceni
temperaturi pasterizacije lahko dolocimo ustrezen €as pasterizacije, ki je potreben za 90 %
uni¢enje vegetativnih celic (Board in Fuller, 1994; Ramaswamy in Marcotte, 2006).

Namen nasega dela je bil ugotoviti kako vplivajo vrsta seva bakterij rodu Salmonella,
temperatura in medij, na vrednosti D pri pasterizaciji. Ucinkovitost pasterizacije smo
preverili s klasicno mikrobiolosko metodo Stetja kolonij na plosc¢ah po 24 urni inkubaciji
pri 37 °C (SIST EN ISO 4833, 2003). Decimalne redukcijske Case (vrednosti D) za
posamezen sev smo izracunali iz enacb premic preZivetja za 5 min pasterizacijo. S
statisticno analizo vrednosti D smo nato dolocili, kako wvplivajo posamezen sev,
temperatura pasterizacije in medij pasterizacije na prezivelost bakterij rodu Salmonella.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNE LASTNOSTI KOKOSJIH JAJC

Primarna vloga koko§jih jajc je razmnoZevanje, razvoj zarodka poteka 21 dni. Lupina in
beljak Scitita zarodek pred mehanskimi poskodbami in infekcijami. S staranjem jajca se
spreminja njegova sestava. Ce se jajce ne obra¢a, se rumenjak prilepi na notranjo stran
lupine jajca. S staranjem se predvsem povecuje zratna komora med zunanjo in notranjo
membrano, kar pomeni vecja kot je zratna komora, starejSe je jajce. Sveza jajca vrednost
pH med 7,6 in 7,8, zanimivo je, da vrednost pH beljaka naraste pri hranjenju jajc pri sobni
temperaturi 1 — 3 dni od 9,1 do 9,6 (Roberts in sod., 1998; Zorko, 1995).

Jajce, univerzalno zivilo, predstavlja pomemben del nase vsakdanje prehrane, kot
samostojno zivilo ali kot sestavni del Stevilnih zivilskih izdelkov (na primer: peciva,
testenine, majoneze, omake). Na kakovost jajc imata najvecji vpliv kakovost krme (izvor,
kvaliteta) in nacin reje kokosi (Zorko, 1995).

2.1.1 Zgradba in kemijska sestava jajc

Jajce je sestavljeno iz lupine, beljaka in rumenjaka (Slika 2.1).

rumenjak lupina

zarodni mehuréek —_ _- povrhnjica
latebra ~__ - _ lupina
beli sloji rumenjaka \‘x opna lupine
rumeni sloji rumenjaka —_ zraéni mehuréek
membrana rumenjaka membrana beljaka

beljak
~ _ halaza
\‘\ redki beljak
™\ gosti beljak
Slika 2.1: Presek jajca (Holcman in sod., 2004: 99)

Povprecna kemijska sestava celotne jajéne mase, rumenjaka in beljaka je prikazana v
preglednici 2.1. Jedilni del jajca predstavlja priblizno 89 — 91 % mase celotnega jajca v
lupini (Cherian, 2006).

Jaj¢éno lupino obdaja kutikula (zascitni sloj) ali povrhnjica, katera zapira Stevilne pore na
jajéni lupini, dovoljuje izmenjavo plinov in vode skozi pore, hkrati pa $¢iti jajce pred
vdorom mikroorganizmov. S staranjem jajca se ta lastnost izgublja in tako imajo plesni in
bakterije ve€je moznosti vdora v jajce. ZasSCitni sloj se odstrani tudi z mehanskim
¢is€enjem ali umivanjem. Jajéna lupina predstavlja naravno neelasti¢no, vendar relativno
trdno embalazo, ki je debela 0,2 — 0,4 mm ter sestavljena iz organske membrane z
mrezasto strukturo in vmesnega anorganskega (apnencastega) sloja. V apnencastem sloju
so pore, ki omogocajo prehod plinov med zunanjim in notranjim okoljem jajca. Prehodnih
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je 1 % por, najvec se jih nahaja na SirSem delu jajca, njthovo povprecno Stevilo znaSa 70 —
150 por na cm” jajéne povrsine oziroma 6000 — 10000 por na jajéno povrino. Stevilo por
na jajéni lupini narasca s staranjem kokosje jate. V Casu skladiS¢enja se povecuje Stevilo
prehodnih por. Pore na povrsini merijo 15 — 60 pm, v notranjosti pa 6 — 23 um, kar zadosc¢a
za prehod bakterij v notranjost. Membrana je dvoslojna, sestavljena iz opne lupine (zunanji
sloj) in membrane beljaka (notranji sloj), ki se prekrivata, na topem delu jajca se
razmakneta in tvorita zraéni mehurcek. Zracni mehurcek je pokazatelj svezine jajca, kajti
ta se s starostjo jajca veca. Pri svezem jajcu ima obliko lece premera 13,2 mm in viSine do
2 mm. Membrana beljaka zelo ucinkovito preprecuje prehod mikroorganizmov v globino
jajca. Med membrano in beljakom je tudi gosto podrocje, imenovano mejna membrana, ki
ni prepustna za sestavine beljaka in prispeva k nepropustnosti notranjosti lupine (GaSperlin
in Bem, 2003; Holcman in sod., 2004; Zorko, 1995).

Beljak sestavljajo halaza ter redki in gosti beljak. Notranji in zunanji sloj beljaka
sestavljata redki, tekoci beljak, srednji sloj pa je zilav in gost. Srednji, viskozni sloj beljaka
na krajih zakljucujejo halaze, spiralno zvite niti, katere povezujejo rumenjak z beljakom in
ga drzijo v centralni legi. Razmerje med gostim in redkim beljakom pri svezem jajcu je 2 :
1, s staranjem jajca se spremeni v 1 : 1. Povprecna kemijska sestava jajénega beljaka je
podana v preglednici 2.1, sestavljen je v vecini iz vode (87,9 %). Na drugem mestu so
beljakovine: ovalbumin (5,4 %), konalbumin (13 %), ovomukoid (11 %), lizozim (3,5 %),
ovomucin (1,5 %), flavoprotein — apoprotein (0,8 %), ovoinhibitor (0,1%), avidin (0,05 %),
ter globulini in ostali proteini (8 %) (Roberts in sod., 1998; Zorko, 1995).

Protimikrobni uc¢inek imajo beljakovine:
- ovomukoid — inhibitor tripsina,
- lizozim — lizira mukopeptide celi¢ne stene grampozitivnih bakterij,
- ovotransferin (konalbumin) — vsebuje zelezo, cink in baker, kateri so za zivljenjske
procese mikroorganizmov neobhodno potrebni in
- avidin (Gasperlin in Bem, 2003).

Visoka vrednost pH beljaka, katera lahko variira od 7,6 — 9,3, najpogosteje je med 8,4 —
9,2, vpliva inhibitorno na mikroorganizme. Koagulacija beljaka se pri¢ne pri 62 °C
(Gasperlin in Bem, 2003; Roberts in sod., 1998; Zorko, 1995) .

Rumenjak je obdan s tanko Stirislojno membrano, imenovano tudi vitelinska ovojnica
(Gasperlin in Bem, 2003). Beli sloj rumenjaka lezi v petih slojih rumenega sloja
rumenjaka. Latebra (tvorni rumenjak) je v obliki kija, v njem se nahaja zarodni mehuréek
(plosc¢ica). Rumenjak zaradi vsebnosti mascob (63,1 % trigliceridov, 4,9 % prostega
holesterola, 1,3 % holesterola, 0,9 % prostih mas¢obnih kislin, 29,7 % fosfolipidov) tezi
vedno navzgor, ker je specificno lazji od beljaka (Zorko, 1995). Povprecna kemijska
sestava jajénega rumenjaka je podana v preglednici 2.1. TakSna sestava je idealna za rast in
razvoj mikroorganizmov. Pri mascobah prevladujejo fosfolipidi, pomembna je tudi
vsebnost vitaminov (askorbinska kislina, tiamin, riboflavin, niacin, pantetonska kislina,
vitamin A, vitaminov Bg, By in By), mineralov (kalcij, Zelezo, magnezij, cink, baker,
mangan), encimov, pigmentov in hormonov (Gasperlin in Bem, 2003; Roberts, 1998;
Zorko, 1995). Vecina jajcnega rumenjaka se uporabi v slas¢icarstvu, pekarstvu in pri
izdelovanju majonez (Board in Fuller, 1994). Rumenjak za¢ne koagulirati pri 65 °C.
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Povpre¢na kemijska sestava celotne jajéne mase (jajéni melanz), rumenjaka in beljaka je
prikazana v preglednici 2.1.

Preglednica 2.1: Povprecna kemijska sestava celotne jajéne mase, rumenjaka in beljaka (Roberts in
sod., 1998)

Sestavina Celotna jajcna masa Rumenjak Beljak
Voda (%) 74,6 48 87,9
Suha snov (%) 26,4 51,3 12,2
Organske snovi (%) 25,6 50,2 11,6
Proteini (%) 12,8 16,6 10,6
Mascobe (%) 11,8 32,6 sledovi
Ogljikovi hidrati (%) 1,0 1,0 0,9
Anorganske snovi (%) 0,8 1,1 0.6

2.1.2 Prehranska in bioloSka vrednost jajc

Kokos§ja jajca imajo visoko prehransko in biolosko vrednost ter so pomemben vir visoko
vrednih beljakovin in mas$cob. Jaj¢éni beljak sestavljajo proteini, katerih aminokislinsko
razmerje je skoraj idealno za prehranske potrebe ljudi. Vec€ina glavnih hranilnih snovi se
nahaja v rumenjaku, posebej so pomembni lipoproteini. Glavne prehranske komponente
jajénega rumenjaka so proteini (16 — 17 %) in maScobe (31 — 33 %). Glavne komponente
mascob so triacilgliceroli, fosfolipidi in holesterol. V mascobah se nahajajo Se barvila, v
mascobah topni vitamini in minerali (Cherian, 2006). Prebavljivost jajca je 97 % in je med
vsemi beljakovinskimi zivili najvecja, kar pogojuje zelo visok proteinski izkoristek.
(Zorko, 1995; Gasperlin in Bem, 2003). Povpre¢na energijska vrednost 100 g jajéne mase
(jajéni melanz) je 155 kcal oziroma 657 kJ (Zorko, 1995).

2.1.3 Kakovost jajc

Na kakovost jajca vplivajo zunanje (predvsem jajéna lupina) in notranje lastnosti jajca
(predvsem sestava in izgled rumenjaka in beljaka). Mednje spadajo fizikalne in kemijske
lastnosti rumenjaka, beljaka in lupine, ki vplivajo na sprejemljivost jajc za prehrano ljudi.
Lastnost, katero uporabimo za oceno kakovosti, mora biti za jajce znacilna, jasno
definirana, enostavno izmerljiva, zanesljivo ponovljiva in natan¢na. Za ocenjevanje
kakovosti in svezosti jajc se uporabljajo predvsem fizikalne in senzoricne metode. Za
potro$nika pomeni kakovost predvsem znadilne senzori¢ne lastnosti (Cistost in barva
lupine, velikost jajca, barva rumenjaka) in svezost. Proizvajalec gleda na kakovost
predvsem pri trdnosti lupine, masi jajca in odsotnosti napak (Doganoc in Komar, 2001).

Zunanjo kakovost jajca se ocenjuje skupaj z lupino. Sem spadajo oblika in velikost jajca,
barva in izgled lupine ter njena Cistost. Za ugotavljanje zunanje kakovosti se uporabljajo
naslednje analize (Doganoc in Komar, 2001):

- debelina, izgled in masa jajéne lupine,

- ugotavljanje specifi¢ne teze in mase jajca,

- dokazi za uporabo konzervansov (parafin, mas¢obe, apneno mleko),

- preizkus umivanja jajc in

- barva lupine pod UV — svetlobo.
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Notranja kakovost jajca se ocenjuje po razbitju, ko se opazujejo predvsem lastnosti in
izgled rumenjaka (barva, oblika, ¢vrstost, lomni koli¢nik) ter beljaka (koli¢ina, gostota,
viSina gostega beljaka, vidnost slojev, lomni koli¢nik). Za ugotavljanje notranje kakovosti
se uporabljajo naslednje analize (Doganoc in Komar, 2001):

- 1zgled ter ocena beljaka in rumenjaka pri ubitem jajcu,

- presvetljevanje jajc in merjenje zratnega mehurcka,

- merjenje vrednosti pH za beljak,

- merjenje refrakcije beljaka in rumenjaka,

- merjenje viSine gostega beljaka,

- ocena okusa in vonja beljaka in rumenjaka in

- ugotavljanje barve rumenjaka.

Jajca se po kakovosti razvrs¢ajo na (EGS, 1907/90):
- jajcarazreda “A* ali sveza jajca,
- jajcarazreda “B* ali “jajca druge kakovosti* oziroma “podklasirana jajca“,
namenjena industriji in

- jajcarazreda “C* glede kakovosti ne ustrezajo prejSnjima razredoma in so
namenjena uporabi izkljuéno v industriji.

Jajca kakovostnega razreda “A* in "oprana" jajca se razvrS¢ajo glede na maso (Uredba
komisije (ES) 2295, 2003):
- XL —zelo velika 73 g in vel

- L —velika od63gdo73¢g
- M- srednja od53gdo63g
- S —majhna pod 53 g

Rok trajanja za jajca razreda A in "oprana" jajca je najve¢ 28 dni od dneva znesitve
(Uredba komisije (ES) 2295, 2003).

Za ustrezno kakovost jajc in jajénih izdelkov je potrebno zagotoviti tudi primerno
skladiséenje svezih jajc v zra¢nem in suhem prostoru pri enakomerni temperaturi od +5 °C
do +18 °C, najbolje pa je uporabiti temperaturo od 0 °C do +1 °C, da se prepreci
izsuSevanje jajc. Relativna vlaga v skladiS¢u mora biti med 70 % in 85 %. V dobro
prezracenih prostorih, brez tujih vonjev in velikih temperaturnih nihanj je jajca mozno
Med skladis¢enjem in transportom morajo jajca ostati suha, brez tujih vonjev, Cista in
za§¢itena pred vremenskimi vplivi, svetlobo in trki (Doganoc in Komar, 2001).

2.1.4 Jaj¢ni izdelki

Vecina jajc se porabi v gospodinjstvu kot cela jajca v lupini. Z razbitjem jajéne lupine
lahko pridobimo tri tekoCe jajéne proizvode in sicer: jajéni melanz, jajéni rumenjak in
jajéni beljak, kateri se uporabljajo ve¢inoma v industrijsko-predelovalni industriji in ve¢jih
prehrambenih obratih (menze, restavracije). Z loCevanjem lupine od jajcne vsebine lahko
pridobimo tekoce, koncentrirane, susSene, kristalizirane, hitro zmrznjene, koagulirane
izdelke ali izdelke z zmanjSano vsebnostjo holesterola. Ti izdelki se lahko dodajo Stevilnim
zivilskim izdelkom, zaradi svoje sestave in hranilne vrednosti, se jajca uporabljajo tudi kot
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samostojno zivilo. Tekoce jajéne proizvode se praviloma toplotno obdela s pasterizacijo in
do uporabe spravi v posebne hlajene posode. Pred postopki obdelave se jim lahko dodajo
sol, sladkor ali sredstva, ki znizajo pH. Jajéni proizvodi so uporabni v pekarskih in
slas¢icarskih obratih, pri pripravi testenin, posebnih diet, omak in majonez. Vecina jaj¢nih
izdelkov se pridobi iz kokosjih, ra¢jih in puranjih jajc, vendar so v jajénih proizvodih
dovoljena samo jajca iste vrste (Board in Fuller, 1994; Roberts in sod., 1998).

Jajéni melanZz predstavlja homogeniziran tekoCi jajéni rumenjak in beljak, kateri
povpre¢no vsebuje 23 — 25 % suhe snovi. Ce Zelimo v jajénem melanzu vi§jo vsebnost
suhe snovi, se doda jajéni rumenjak, ¢e Zelimo nizjo vsebnost suhe snovi, se doda jajcni
beljak. BakterioloSko je toplotno neobdelan jajéni melanz manj stabilen kot pa samo jaj¢ni
beljak ali rumenjak. Jajéni melanz se uporablja predvsem v pekarstvu, konditorstvu in v
mnogih drugih zivilskih proizvodih (Board in Fuller, 1994).

Teko¢i jajéni beljak pridobimo s lo¢evanjem jajénega rumenjaka od jajéne lupine,
vsebuje priblizno 12 % suhe snovi. Je zelo viskozen in z meSanjem oblikuje peno, katera se
uporablja predvsem pri peki sla$¢ic. Koagulirati za¢ne pri 62 °C (Board in Fuller, 1994;
Zorko, 1995).

Teko¢i jajéni rumenjak pridobimo s homogenizacijo jajénih rumenjakov lo¢enih od
beljaka in lupine, vsebuje pa priblizno 51,9 % suhe snovi. Koagulirati za¢ne pri 65 °C
(Board in Fuller, 1994; Zorko 1995).

2.2 MIKROBIOLOGIJA JAJC IN JAJCNIH IZDELKOV

Jajce v lupini je naravno zaSCiteno z veC sloji, vendar lahko mikroorganizmi vseeno
kontaminirajo jaj¢no vsebino. Poznamo primarno kontaminacijo, ki nastopi pred valjenjem
in sekundarno kontaminacijo, ki nastopi po valjenju jajc. Primarna kontaminacija je redka.
V trenutku izvalitve je 99 % kokosjih jajc sterilnih, kontaminacija z mikroorganizmi je v
ve€ini primerov sekundarna. Kontaminacija jajc veCinoma poteka preko jajéne lupine,
predvsem pri jajcih brez kutikule — povrhnjice, katero smo kemijsko ali mehansko
odstranili (Roberts in sod., 1998).

Na jajéni lupini so vecinoma prisotne grampozitivne, v notranjosti jajca pa gramnegativne
bakterije, katere povzro¢ajo kvar. Dolofene bakterije (na primer Achromobacter spp.,
Alcaligenes spp. in Citrobacter spp., ter patogene Salmonella spp., Listeria spp. in
Staphylococcus spp.) se lahko v rumenjaku in beljaku razmnoZujejo, ne da bi se pri tem
spremenile senzoricne lastnosti jajc (GaSperlin in Bem, 2003; Opinion of..., 2000).

Ze iz zgodovine je poznana povezava med jajci in bakterijami rodu Salmonella, katere
povzrocijo vecino okuzb, povezanih z jajci (Gast, 2005). 10 % jajénih lupin je okuZenih z
razli¢nimi sevi bakterij rodu Salmonella, najpogosteje se pojavljajo sevi S. Enteritidis, S.
Heidelberg, S. Typhimurium, S. Pullorum, S. Gallinarum. Najpogostejsi kontaminant jajc
so bakterije seva S. Enteritidis. To dokazujejo Studije na Japonskem, pri katerih so dokazali
prisotnost tega seva v enem od Sestih jajc pri s tem sevom umetno okuzenih kokosih, in v
Veliki Britaniji, kjer so dokazali prisotnost tega seva v naravno kontaminiranih jajcih
(Gast, 2005).
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Pogosti kvarljivci jajc so bakterije rodu Pseudomonas, manj pogosti kvarljivci jajc so
bakterije rodov Alcaligenes, Achromobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Streptococcus
in Bacillus (Board in Fuller, 1994). Kot pogoste patogene bakterije na jajéni lupini navaja
Gast (2005) bakterije vrst Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes in Yersinia
enterocolitica. Bakterije se prisotne v umazaniji na jajéni lupini, vendar pa lahko ob
ugodnih razmerah prehajajo tudi skozi jajéno lupino. To se pogosto dogaja po umivanju in
¢iSCenju jajéne lupine, ko se odstrani povrhnjica, katera predstavlja naraven $¢it pred
vdorom mikroorganizmov v jajce (Gast, 2005).

V ZDA proizvedejo letno 46,8 milijard jajc od tega jih je s S. enterica podvrsta enterica
kontaminiranih 2,3 milijona, kar predstavlja 0,0049 % proizvedenih jajc, oziroma le 1 s
salmonelami kontaminirano jajce na 20.000 proizvedenih jajc (Sheldon, 2005).

2.2.1 Primarna kontaminacija jajc

Do primarne kontaminacije jajc pride med oblikovanjem jajca, mikroorganizmi se
prenesejo iz jajénikov na rumenjak. Do okuzbe jajénikov pride z mikroorganizmi iz kloake
Se preden se formira jajéna lupina. NajpogostejSi kontaminanti so bakterije rodu
Salmonella, med njimi najpogosteje sev S. Enteritidis, vendar so kontaminanti lahko tudi
mikobakterije in mikrokoki. Pri oblikovanju jajca v jajcevodu je mozna tudi kontaminacija
rumenjaka, beljaka ali notranje strani lupine. Pri primarni kontaminaciji vplivata na Stevilo
bakterij rodu Salmonella (S. Enteritidis) temperatura in ¢as kontaminacije. Temperatura
nizja od 12 °C zavira razmnoZevanje bakterij v beljaku in preprecuje prehod bakterij iz
beljaka v rumenjak (GaSperlin in Bem, 2003; Opinion of..., 2000).

2.2.2 Sekundarna kontaminacija jajc

Sekundarna kontaminacija je bolj pogosta in do nje pride po valjenju. Pogosto je posledica
ve¢ dejavnikov, med katerimi so na prvem mestu slaba higiena Zivali in obrata ter
kontaminirana voda. MoZna je kontaminacija s fekalijami ali umazanijo kot posledica
kontakta s kletko, napravami, opremo ali prehodom iz zraka. Koliksna bo sekundarna
kontaminacija jajc, je odvisno predvsem od higienskih razmer, v katerih so skladiS§¢ena
jajca. Prehod in hitrost razmnoZevanja bakterij rodu Salmonella v jajcu sta odvisni
predvsem od fekalne onesnazenosti lupine, temperature skladiS§¢enja in zacetnega Stevila
bakterij. Pri enodnevnem skladi$¢enju jajc pri 25 °C se poveca $tevilo salmonel za tri
potence, pri enodnevnem skladi$¢enju pri 10 °C je rast bistveno poc¢asnejSa, medtem ko je
pri 4 °C zaznati celo zmanjianje tevila bakterij. Pri kontaminiranih fekalijah z 10*
salmonelami na 1 gram so jih v jajcu izolirali po enem do treh dneh. V primeru
kontaminacije 10° salmonel na 1 gram fekalij, so bile bakterije rodu Salmonella prisotne Ze
pri 50 — 75 % vzorcev (Ga$perlin in Bem, 2003; Opinion of..., 2000).

2.2.3 Kontaminacija tekocih jajénih proizvodov

Do kontaminacije tekocih jajénih proizvodov prihaja v vecini primerov po stiku jajéne
vsebine s povrsino jaj¢ne lupine. Ker zelimo imeti ustrezen jajéni izdelek, je potrebno
zagotoviti ¢im nizjo kontaminacijo pri razbijanju in loCevanju jajéne vsebine. Pri tem
dobimo tri proizvode in sicer: jaj¢ni melanz, jajéni beljak in jajéni rumenjak. Jajéni melanz
in jajéni rumenjak sta zaradi specificne kemijske sestave idealna medija za rast in razvoj
mikroorganizmov. Proizvodnja tekoc¢ih jajénih proizvodov poteka iz svezih jajc, kar je
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smiselno tako iz mikrobioloskega kot iz ekonomskega vidika. Tekoce jajéne proizvode je
razmnozevanje mikroorganizmov. Za jajéne proizvode, ki pred pasterizacijo vsebujejo od
100 cfu/g do 5000 cfu/g mikrobnih celic bo pasterizacija Se ustrezna (Board in Fuller,
1994).

Priporo¢ljivo je hranjenje teko¢ih jajénih proizvodov pri temperaturi do 6 °C/24 ur. Po tem
casu se morajo izdelki zamrzniti ali predelati, da se prepre¢i morebitno razmnozevanje
prisotnih mikroorganizmov (Gasperlin in Bem, 2003).

2.2.4 UKrepi za preprecCevanje kontaminiranosti jajc in jajénih izdelkov

Primarno kontaminacijo jajc lahko prepreujemo z ustrezno higieno vode, krme in kletk ter
veterinarskim nadzorom zivali. Sekundarno kontaminacijo jajc lahko preprecimo ali
omilimo s primerno in nadzorovano higieno obrata in pravilnim rokovanjem z jajci, kar
pomeni, da mora biti povriina jajéne lupine brez nedisto. Ce se neéistote pojavijo na
jajéni lupini, se lahko odstranijo s suhim ali mokrim ¢iS€enjem. Vendar se tako odstrani
tudi povrhnjica in tako postane jaj¢na lupina ob ugodnih razmerah (temperatura, vlaga, pH)
lazje prehodna za mikroorganizme. PrepreCevanje okuzb preko jajéne lupine se lahko

prepreci s pasterizacijo jajéne lupine (Board in Fuller, 1994).

Preprecevanje kontaminacije se izvaja z razli¢nimi ukrepi. Potapljanje jajc, preden se loc¢i
vsebina od lupine, za 10 sekund v vodno kopel s temperaturo 78 — 80 °C se je izkazalo za
uéinkovito. Vendar je potrebno tekoce jajéne proizvode takoj ohladiti na 6 °C ter pred
pasterizacijo hraniti najve¢ 24 ur (Gasperlin in Bem, 2003).

Prehod mikroorganizmov v notranjost jajca se poizkuSa zaustaviti ali upocasniti s postopki
konzerviranja, primerna so jajca do starosti 8§ dni. Uporabljajo se postopki hlajenja,
prevleke povrSine lupine, meSanice plinov in obsevanje. Najpogosteje se uporablja
hlajenje. Kot konzervirna sredstva za jajcno lupino se najpogosteje uporabljata gaSeno
apno Ca(OH); in parafinsko olje. V manjsih obratih pa se za konzerviranje jajéne lupine
uporabljajo tudi mascobe, vazelin, vosek in vodno steklo (Board in Fuller, 1994; Doganoc
in Komar, 2001).

V nekaterih drzavah je dovoljena uporaba y-zarkov za obsevanje jajc, katerih namen je
za8€ita pred mikroorganizmi in tako podaljSanje obstojnosti. Za obsevanje jajc v lupini
oziroma svezih jajc se uporablja doza 1,5 kGy (Gy = J kg). Tako konzervirana jajca,
hranjena 25 dni pri +4 °C, so brez organolepti¢nih sprememb. Med skladis¢enjem in
transportom morajo jajca ostati suha, brez tujih vonjev, ¢ista in zas¢itena pred vremenskimi
vplivi, svetlobo in trki (Doganoc in Komar, 2001). y-Zarki se uporabljajo za uniCenje
bakterij rodu Salmonella tudi pri obdelavi perutninskega mesa, jajénih izdelkih in pis¢ancji
krmi (Gast, 2003).

Pri tekocih jajénih proizvodih je najbolj smotrn ukrep priprava jajénih produktov iz svezih
jajc, avtomatizacija postopka lo¢evanja jajc in nato ¢im hitrejSa pasterizacija izdelka.
Seveda je pomembno tudi hranjenje pasteriziranega produkta v ustrezni embalazi, da se
zavaruje pred vplivi svetlobe in temperaturnimi nihanji (Board in Fuller, 1994).
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Tekoci jajéni proizvodi so najpogosteje kontaminirani s sevom S. Enteritidis. Isiker in sod.
(2003) so raziskali, kakSen je vpliv kombinacije visokega hidrostaticnega pritiska
(250 MPa) in vodikovega peroksida (koncentracije 0,1, 0,5 in 1 %) na inhibicijo
bakterijskih celic S. Enteritidis pri temperaturi 20 °C. Najved&ji uéinek je imela kombinacija
0,1 % H,0, in hidrostatskega tlaka 250 MPa po 5-minutnem delovanju, saj se je Stevilo
celic zmanjsalo iz 1,9x10% cfu/ml na 5,5x10% cfu/ml. Zanimivo, da pri kombinaciji 1 %
H;0; in hidrostatskem tlaku 250 MPa po S5-minutnem delovanju ni bilo ucinka na
bakterijske celice, kajti njihovo $tevilo je ostalo nespremenjeno 8,9x10” cfu/ml (Isiker in
sod., 2003).

2.2.4.1 Patogene bakterije v jajcih

Jajca so kot zivilo Zivalskega izvora pogosto kontaminirana z pogojno patogenimi
mikroorganizmi. Surova jajca tako lahko vsebujejo bakterije vrst Salmonella eneterica ss.
Enterica, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Aeromonas
hydrophila, Yrsinia enterocolitica in Campylobacter spp.

MikrobioloSka varnost surovih jajénih proizvodov, kontaminiranih s patogenimi
mikroorganizmi, je odvisna od (Gast, 2005):
- zanesljive toplotne obdelave (pasterizacije), ali katerega drugega postopka, kateri
unici patogene mikroorganizme,
- pravilnega hlajenja,
- ustrezne in kvalitetne higiene proizvodnega obrata in zaposlenih, poseben poudarek
je pri higieni za tekoce jajéne proizvode,
- nadzora nad temperaturo in ¢asom pri distribuciji in
- namena uporabe.

2.2.5 Zakonska dolo¢ila o mikrobioloskih merilih za jajéne proizvode

Glede mikrobioloskih meril velja za jaj¢ne proizvode uredba komisije ES §t. 2073 (2005) o
mikrobioloSkih merilih za Zivila. Merila za varnost jajénih proizvodov, izvzeti so proizvodi
pri katerih postopek predelave ali sestava proizvoda odpravlja tveganje salmonele:

- vzorcenje v 5-ih paralelkah,

- odsotnost bakterij rodu Salmonella v 25 g jajénega proizvoda,

- uporabi se metoda najnovejse izdaje standarda EN/ISO 6579 in

- velja za proizvode dane v promet med rokom uporabnosti.
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Preglednica 2.2: Proizvodna higienska merila za jajéne proizvode (Uredba komisije ES, §t. 2073, 2005)

Mikroorganizmi | Naért vzoréenja (1) Mejne vrednosti Referencna Stopnja, v Ukrepi v
n C m M analizna kateri se primeru
metoda (2) merilo nezadovoljivih
uporablja rezultatov
Enterobakterije 5 2 10cfu | 100 cfu | ISO 21528- Na koncu Kontrola
/galiml | /gali 2 proizvodnega | ucinkovitosti
ml procesa termi¢ne
obdelave in
preprecevanja
naknadne
kontaminacije

Legenda: (') — n je $tevilo enot v vzorcu; ¢ je Stevilo vzorénih enot, kjer je vrednost med m in M; m —
najnizja vrednost za prisotnost enterobakterij; M — najvija vrednost za prisotnost enterobakterij; (*) — uporabi
se najnovejsa izdaja standarda.

V preglednici 2.2 so prikazana proizvodna higienska merila za jaj¢ne proizvode, katerim
mora izdelek ustrezati ob koncu proizvodnega procesa. Vzorcenje poteka v petih enotah in
rezultat je zadovoljiv, ¢e so ugotovljene vrednosti za enterobakterije v vseh enotah manjse
od 10 cfu/g (ml). Rezultat je Se sprejemljiv, ¢e so najvisje vrednosti v dveh od petih enot
med 10 cfu/g (ml) in 100 cfu/g (ml) in ¢e so vrednosti v drugih treh vzorénih enotah
manjSe od 10 cfu/g (ml). Rezultat je nezadovoljiv, ¢e je ena ali ve¢ ugotovljenih vrednosti
vecja od 100 cfu/g (ml) ali Ce sta ve¢ kot dve vrednosti med 10 cfu/g (ml) in 100 cfu/g (ml)
(Uredba komisije ES, st. 2073, 2005).

2.3 TOPLOTNA OBDELAVA ZIVIL

Toplotna obdelava Zivil je proces segrevanja zivil pri dolofeni temperaturi in ustreznem
Casu, pri Cemer zelimo uniciti mikroorganizme in encime, kateri so lahko povzrocitelji
kvara Zivil in/ali povzrocitelji okuzb in zastrupitev pri ljudeh. Francoski znanstvenik
Nicholas Appert je leta 1810 pricel raziskovati podroc¢je toplotne obdelave zivil in ima
veliko zaslug za razvoj in napredek teh postopkov. Danes potroSnik zahteva visoko
kvalitetna in varno proizvedena zivila. Razvoj postopkov za toplotno obdelavo poteka v
smeri ekonomicne proizvodnje, ki v ¢im krajSem Casu in ob ¢im manj$i porabi energije
proizvede varno zivilo. Zaradi razli¢ne sestave zivil je potrebno postopek primerno
prilagoditi vsakemu proizvodu in proizvodnemu obratu. Postopki toplotne obdelave se
morajo izvesti ¢im hitreje in kasneje mora biti zagotovljeno Se asepticno polnjenje v
ustrezno embalaZo in primerno skladiSc¢enje (Ramaswamy in Marcotte, 2006).

Postopke toplotne obdelave lahko v grobem razdelimo na pasterizacijo, katera predstavlja
blago toplotno obdelavo Zzivil do 100 °C in sterilizacijo (apertizacije) s temperaturo
obdelave visjo od 100 °C (Garbutt, 1997). Toplotna obdelava Zivil je v veini primerov
samo eden od korakov v proizvodnem procesu. Pred pasterizacijo je potrebna priprava
zivila (¢iS¢enje, lupljenje, rezanje, homogenizacija), po postopku toplotne obdelave lahko
sledijo hlajenje, pakiranje (lahko tudi v kontrolirano, modificirano ali aktivno atmosfero)
ali zmrzovanje (zmrzovanje s suSenjem, koncentriranje med zmrzovanjem) (Ramaswamy
in Marcotte, 2006).

Glede na sredstvo za prenos toplote lahko toplotne postopke za obdelavo Zivil razdelimo:
- obdelava z vro¢o vodo ali paro (kuhanje, blanSiranje, pasterizacija, evaporacija),
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- obdelava z vro¢im zrakom (peCenje, prazenje, susenje),

- obdelava z vro¢im oljem (cvrenje) in

- obdelava s sevanjem (mikrovalovi, infrardeCe sevanje, ionizirajoe sevanje)
(Ramaswamy in Marcotte, 2006; Varley, 2003).

Preden se dolocen toplotni postopek uvede v procesu obdelave zivil je potrebno poznati in
upostevati (Ramaswamy in Marcotte, 2006):

- tip in toplotno odpornost tarénih mikroorganizmov, spor ali encimov v Zivilu,

- vrednost pH Zzivila,

- parametre, ki opisujejo toplotni postopek,

- termofizicne lastnosti Zivila in

- razmere skladiS¢enja toplotno obdelanega Zivila.

Uspesnost unicenja mikroorganizmov s toplotno obdelavo zivil preverimo s (Garbutt,
1997):

- dolocitvijo Stevila prezivelih mikroorganizmoyv,

- turbidimetrijo in

- spremembo metabolne aktivnost.

Toplotna obdelava temelji na fizikalno-kemijskih zakonitostih. Pri delovanju toplote se v
zivilu dogajajo Stevilne spremembe, kot so: sprememba viskoznosti, sprememba
osmotskega tlaka v celicah, razpad vodikovih vezi in preoblikovanje molekul. Vsak
toplotni postopek ima na zivilo stranske ucinke. Vpliv na spremembo zivila je lahko
mehanski, kemicni, fizikalni, biokemijski in mikrobni (James in James, 2003).

Kemijske spremembe, ki se lahko pojavijo pri toplotni obdelavi Zivil, so lahko (James in
James, 2003):

- encimsko in neencimsko porjavenje,

- unicenje vitaminov,

- sprememba strukture aminokislin,

- oksidacija mascob,

- sprememba okusa,

- unicenje barvil, kot so klorofil, karitenoidi, flavonoidi,

- razgradnja ogljikovih hidratov in proteinov,

- zdruzevanje v nove strukture, katere vkljucujejo proteine in ogljikove hidrate,

ponavadi ob pomoci vode.

2.3.1 Pasterizacija Zivil

Pasterizacija je blag toplotni postopek obdelave zivil, kateri lahko uni¢i vegetativne
mikrobne celic in encime. Pasterizacija je lahko neucinkovita za bakterijske spore in
dolocene toplotno odporne encime, ki kasneje lahko zmanjSujejo uporabnost izdelka
(Wilbey, 2003ab). Tako obdelana zivila so lahko obstojna od nekaj dni (mleko) do nekaj
mesecev (sadni sokovi). Temperatura in Cas pasterizacije sta odvisna predvsem od vrste
zivila, vrednosti pH, vrste mikroorganizmov ali encimov, obcutljivosti zivila in
uporabnosti postopka za sam izdelek. Postopek pasterizacije se najpogosteje uporablja v
obmocju med 60 °C in 80 °C za tekoca zivila, kot so mleko, tekoce jajéne mase, pivo,
sokovi, sladoledne mase. Za jajéni melanz je priporocena temperatura pasterizacije 2,5 min
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pri 64,4 °C, pri ¢emer se zagotovi uni¢enje mikrobnih celic za patogen sev S. Senftenberg
(Ramaswamy in Marcotte, 2006).

Pasterizacija se uporablja tudi za netekoca oziroma trdna zivila. Pri teh zivilih se
pasterizacija izvaja v embalazi. Zaradi pocasnejSega prehajanja toplote v notranjost Zivila
je daljsi Cas zadrzevanja zivila pri doloceni temperaturi in posledica so lahko slabse
senzori¢ne lastnosti Zivila (Ramaswamy in Marcotte, 2006).

Za ustrezno izveden postopek pasterizacije se morajo upostevati nain in ¢as segrevanja,
Cas zadrzevanja ter Cas hlajenja. Cilj toplotne obdelave je unienje potencialno nevarnih
mikroorganizmov, kateri so lahko prisotni v zivilu. Pasterizacija je nacin toplotne obdelave
zivil namenjen posebej zmanjSanju Stevila vegetativnih oblik mikroorganizmov.
Zadovoljive rezultate toplotne obdelave lahko pri¢akujemo v primeru ustreznega hlajenja
po koncanem postopku (Singh in Heldman, 1993).

2.3.2 Pasterizacija jajc in jaj¢nih izdelkov

Pasterizacijo tekoce jajéne mase razdelimo na toplotno obdelavo jajénega melanza,
rumenjaka ali beljaka. Za vsakega posebej je priporoCena temperatura pasterizacije in ¢as
zadrzevanja pri tej temperaturi. Kot je navedeno v preglednici 2.3 lahko s posameznimi
dodatki, kot sta sladkor ali sol vplivamo na temperaturo pasterizacije in ¢as zadrzevanja.
Priporocene vrednosti za ¢as in temperaturo pasterizacije veljajo za ZDA (Board in Fuller,
1994; Sheldon, 2005). Vrednost pH pasteriziranega jajénega melanza je lahko med 6,4 in
8,0 (Sheldon, 2005).

Preglednica 2.3: Priporocene temperature in ¢as zadrZevanja pri pasterizaciji tekocih jajénih
proizvodov (Sheldon, 2005)

Minimalen ¢as zadrZevanja pri minimalni
temperaturi pasterizacije
3,5 min pri 55,6 °C

Tekoci jajéni proizvod

Jajcni beljak — 5
6,2 min pri 56,7 °C
Jajéni melanz 3,5 min pri 60 °C
Jaj¢ni melanz z dodatki 3,5 min pri 61,1 °C
(manj kot 2 %) 6,2 min pri 60 °C
Jajéni melanz 3,5 min pri 62,2 °C
(24-38 % ss, 2-12 % dodatkov) 6,2 min pri 61,1 °C
Soljen jajéni melanz 3,5 min pri 63,3 °C
(2 % ali vec dodane soli) 6,2 min pri 62,2 °C
Sladkan jajéni melanz 3,5 min pri 61,1°C
(2-12 % dodanega sladkorja) 6,2 min pri 60 °C
Rumenjak brez dodatkov 3.5 mu'l Pt _6 1, 10°C
6,2 min pri 60 °C
Sladkan rumenjak 3,5 min pri 63,3 °C
(2 % ali ve¢ dodanega sladkorja) 6,2 min pri 62,2 °C
Soljen rumenjak 3.5 min pri 63,3 °C
(2-12 % dodane soli) 6,2 min pri 62,2 °C

Legenda: ss — suha snov, min — ¢as v min;



Strelec, M. PreZivetje razli¢nih sevov bakterij rodu Salmonella pri pasterizaciji. 13
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006

Slika 2.2 nam prikazuje tehnoloski proces proizvodnje jajcnih izdelkov. Tekoce jajéne
mase so osnova za proizvodnjo zamrznjenih, tekoCih, pasteriziranih in suSenih jajénih
izdelkov. Za pridobitev jajénih proizvodov so potrebni naslednji osnovni koraki: 1)
odstranjevanje jaj¢ne lupine, 2) kontrola kakovosti, 3) odstranjevanje ostankov lupin, 4)
homogeniziranje, 5) filtriranje in 6) hlajenje. Potem se postopki lo¢ijo odvisno od Zelenega
proizvoda. Za tekoCa jajca sledi polnjenje v embalazo, za zmrznjena jajca sledi
pasterizacija (ni obvezna), polnjenje in zmrzovanje, za pasterizirane jajcne proizvode sledi
pasterizacija, za susSene jajéne proizvode sledi po pasterizaciji Se suSenje (Gasperlin in
Bem, 2003). UspesSnost pasterizacije pri tekocih jajénih proizvodih lahko preverimo s
preprostim alfa — amilaza testom (Belyavin, 2003).

Za ¢im nizjo kontaminacijo jajéne mase je kljucnega pomena locevanje jajéne vsebine od
lupine, zelo pomembno je, da ne pride do stika med zunanjo stranjo lupine in vsebino jajca.
Umazana jajca je potrebno predhodno oprati in osuSiti. Pri celotnem postopku je
pomembna higiena in snaznost opreme, delavcev in prostora. U¢inkovito je 10 sekundno
potapljanje jajc pred ubijanjem v vodo s temperaturo 78 °C do 80 °C. Po odstranitvi lupine
je pomembno takojSnje hlajenje jajéne mase na manj kot 6 °C, in skladis¢enje do 24 ur. Po
tem Casu se mora jajéna masa predelati ali zamrzniti. Zaradi nevarnosti koagulacije
beljakovin, je potrebno pazljivo izvesti pasterizacijo. UspeSnost postopka naj bi
zagotavljala 4 minutna obdelava jajéne mase na 63 °C — 65 °C (Gasperlin in Bem, 2003).

odsiranjevanje
lupine od vsebine

kontrola kakovosti I

odstranjevanje
ostankov lupin
]
homogeniziranje
|

| filtriranje [
:
| hlajenje [ -
: .
I polnjenje | ‘
! [ pasteriziranje | | .
| zmrzovanje | | zmrzovanje | ksuécnjc |
[ [ e [ ;i
tekoca zmrznjena jajca tekoca jajca zmrznjena jajca jajeav
jajca pasterizirana pasterizirana prahu

Slika 2.2: Proizvodnja jajc¢nih izdelkov (Gasperlin in Bem, 2003: 455)

2.3.2.1 Pasterizacija jajc v lupini

Prenos mikroorganizmov v notranjost jajca poteka v 99 % preko jajéne lupine. Tudi, Ce je
jajce na videz Cisto, se na povrsini lahko nahajajo mikroorganizmi. S pasterizacijo celega
jajca v lupini Zelimo uniciti morebitne mikroorganizme na jaj¢ni lupini in tako prepreciti
njihov prehod v notranjost jajca. PriporoCena temperatura pasterizacije celih jajc v lupini je
v ZDA 60 °C, ¢as zadrzevanja pa 3,5 min (Board in Fuller, 1994). Ta kombinacija je
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ucinkovita za razlicne seve bakterij rodu Salmonella (izvzet je sev S. Senftenberg).
Najveckrat je povrsina jajca kontaminirana s sevom S. Enteritidis, na drugem mestu je sev
S. Heidelberg (Board in Fuller, 1994).

Stevilne raziskave so preudevale pasterizacijo celega jajca v lupini. Posebej je priporo¢ljiva
pasterizacija jajc v lupini, ¢e so jajca oprana ali mehani¢no ociS¢ena. V komercialne
namene se najveckrat uporabi vodna kopel s temperaturo do 60 °C. S tem postopkom lahko
tudi spremenimo lastnosti in kvaliteto jajca, na kar vplivata ¢as in temperatura
pasterizacije. Ker Zelimo ¢im manj$i vpliv na notranjost jajca, so v porastu toplotni
postopki s kraj$im ¢asom delovanja pri vi§ji temperaturi, na primer: vro¢ zrak, vroc¢a voda,
infra — rdeca svetloba in atmosferska para. Decimalni redukcijski Cas za bakterije seva S.
Enteritidis pri 50 °C zna$a 16,5 min in pri 57,5 °C 0,7 min. S ekstrapolacijo lahko
predvidimo za temperaturo pasterizacije nad 70 °C, vrednost D manj kot 1,5 s. S tem bi
unicili bakterije S. Enteritidis za okrog 6 logaritemskih enot (James in James, 2003).

Pasterizacija jajc v jajéni lupini za bakterije seva S. Enteritidis je u¢inkovita pri 57 °C in
zadrzevalnem Gasu 65 — 75 min ter pri 58 °C in zadrZevalnem ¢asu 50 — 57,5 min. Po tako
izvedeni pasterizaciji ni ve¢ prisotnih celic bakterij S. Enteritidis (Schuman in sod., 1997).

Gast in sod. (2003) navajajo tudi kombinirano toplotno obdelavo jajc v lupini, tako da jih
najprej zadrzujejo 25 min v vodni kopeli pri 60 °C in nato tretirajo 60 min z vro¢im zrakom
pri 55 °C. Tak postopek zmanj$a prisotnost bakterij seva S. Enteritidis na jajéni povrSini za
7 logaritemskih enot.

Jajéna povrSina je najveCkrat kontaminirana s sevom S. Enteritidis. Za prepreCevanje
nadaljnjih okuzb se priporofa pasterizacija jajéne lupine ze v proizvodnih obratih
(Sheldon, 2005).

2.3.2.2 Pasterizacija jajénega melanza

Jajéni melanz je homogena zmes jajénega rumenjaka in beljaka, katera vsebuje 23 — 25 %
suhe snovi. PriporoCena pasterizacija jajénega melanza brez dodanih aditivov je
10 minutno oziroma 15 minutno segrevanje pri 55,6 °C oziroma 69 °C. NiZja temperatura
in krajsi Cas pasterizacije povecujeta verjetnost ve¢jega prezivetja bakterijskih celic rodu
Salmonella, visja temperatura in daljsi Cas pa lahko vplivata na poslabSanje lastnosti
jajénega melanza (tvorbo emulzije, koagulacijo in spremembo barve, okusa, teksture ter
prehranske vrednosti). Fizikalne in kemijske lastnosti jajénega melanza vplivajo na
prezivelost oziroma toplotno odpornost posameznega seva bakterij (Roberts in sod., 1998).

Zadrzevalni Cas in temperatura pasterizacije za jajéni melanz sta predpisana za vsako
drzavo posebej (Roberts, 1998). V ZDA je dolocena 1,75 minutna pasterizacija pri najmanj
60 °C, v Veliki Britaniji pri 2,5 minutna pasterizacija pri 64 °C (Wilbey, 2003b). Board in
Fuller (1994) za ZDA navajata najniZjo temperaturo pasterizacije 60 °C in minimalen
zadrzevalni ¢as 3,5 min. Pasterizacija jajénega melanza poteka ponavadi s plo$¢nim
pasterizatorjem. Pasterizacijo je potrebno prilagoditi tudi glede na vrsto dodatkov v
jajénem melanzu, kot je prikazano v preglednici 2.3 (Sheldon, 2005; Belyavin, 2003).
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Zaradi specificne kemijske sestave je jajéni melanz idealno gojiSe =za rast
mikroorganizmov. Pasterizacija jajénega melanza bo izvedena optimalno pri kontaminaciji
od 100 cfu/g do 5000 cfu/g, zaZelena je ¢im nizja kontaminacija vhodne surovine (Board in
Fuller, 1994).

Industrijska pasterizacija jajénega melanza je dolo¢ena z unicenjem toplotno najbolj
odpornega seva salmonel, S. Senftenberg 775W. Predpisan Cas pasterizacije pri 60 °C je
3,5 min, pri 64 °C 2,5 min in pri 70 °C 1,5 min, pri ¢emer se prisotnost bakterijskih celic
zmanjSuje za 1, 2 ali 4 logaritemske enote (Manas in sod., 2003b).

2.3.2.3 Pasterizacija jajénega rumenjaka

Pasterizacija rumenjaka je odvisna od ve¢ dejavnikov, kot so starost jajc, postopek
razbijanja jajc in velikost jajc. Ker vsebuje jajéni rumenjak okrog 51,9 % suhe snovi, je
bogat z beljakovinami in mas¢obami, ter ima niZjo vrednost pH, je idealen medij za rast
salmonel. Temperatura in Cas pasterizacije sta enaka kot za pasterizacijo celega jajca.
Dodatki, kot sta sladkor in sol, zviSujejo toplotno odpornost mikroorganizmov, kar je
prikazano v preglednici 2.3 (Sheldon, 2005).

Priporoceni Casi zadrzevanja za uni¢enje bakterij rodu Salmonella v jajénem rumenjaku pri
temperaturi pasterizacije 63,3 °C so (Roberts in sod., 1998):
- 0,21 min za jajéni rumenjak z vrednostjo ay, 0,989,
- 0,72 min za jajéni rumenjak z vrednostjo ay, 0,978 in z 10 % dodanega
sladkorja in
- 1,50 min za jajéni rumenjak z vrednostjo ay, 0,965 in 10 % dodane soli.

2.3.2.4 Pasterizacija jajénega beljaka

Pasterizacija jajcnega beljaka je predvsem odvisna od vrednosti pH in deleza suhe snovi v
beljaku. Povprecna vrednost suhe snovi v beljaku je 12,2 %. Beljak ni idealen medij za rast
in razmnozevanje mikroorganizmov (Board in Fuller, 1994). Za pasterizacijo jaj¢nega
beljaka se zato lahko uporabljajo niZje temperature (najve¢ 60 °C), ker se pri visjih
temperaturah spremeni viskoznost in izgubi se funkcionalnost beljaka, ki je pomembna
predvsem pri pripravi slas¢ic (Belyavin, 2003; Sheldon, 2005).

Beljak ima vrednost pH 9, za boljSo stabilnost beljakovin med pasterizacijo se mu lahko
pred samim postopkom vrednost pH zniza na 6,5 — 7, pri Cemer pa postane boljsi medij za
rast in razmnozevanje bakterij rodu Salmonella. Priporocene temperature 3,5 — 4 min
pasterizacije jajénega beljaka s predhodnim 0,5 minutnim predgrevanjem pri 48 °C in
razli¢nimi vrednostmi pH so (Sheldon, 2005):

- vrednost pH 9,6, temperatura pasterizacije 54,2 °C,

- vrednost pH 9, temperatura pasterizacije 56,6 °C,

- vrednost pH 8,4, temperatura pasterizacije 59 °C in

- vrednost pH 7, temperatura pasterizacije 60 — 62 °C.

Za pasterizacijo jajcnega beljaka se uporabljajo trije postopki (Board in Fuller, 1994):

a) Postopek z mle¢no kislino — aluminijev sulfat pri pH 7, pri 60 °C 3,5 min. S predpisano
koli¢ino dodane 25 % mlecne kisline se uravna vrednost pH na priblizno 7. Ker je
postopek patentiran, je za uvedbo tega postopka potrebna licenca.
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b) Postopek z vodikovim peroksidom, pri 52 — 53 °C, 1,5 min. Postopek priporo¢a dodatek
0,075 — 0,10 % vodikovega peroksida (10 % raztopine) v jajéni beljak. Po ohladitvi
katalaza pomaga razgraditi vodikov peroksid.

¢) Postopek v vakuumu pri 57 °C 3,5 min. Postopek poteka v plo§¢nem pasterizatorju v
vakuumu po principu HTST.

Jaj¢ni beljak je najbolj obcutljiva jajéna komponenta zaradi specifi¢ne sestave beljakovin.
3,5 minutna pasterizacija pri 62 °C poskoduje 3 — 5 % ovomucina, 90 — 100 % lizozima in
preko 50 % konalbumina. Zaradi specifi€éne kemijske sestave je priporoCena pasterizacija
pri temperaturah do 60 °C. Za Veliko Britanijo je priporo¢en ¢as pasterizacije 2,5 do 3 min
pri 57 °C. Z dodatkom 0,1 — 1 % vodikovega peroksida je priporoten Cas zadrzevanja
1,44 min pri temperaturi pasterizacije 56,6 °C, pri dodatku 0,875 % vodikovega peroksida
je priporo¢en Cas zadrZzevanja 1,54 min pri temperaturi pasterizacije 53,2 °C (Roberts in
sod., 1998).

2.3.3 Toplotna odpornost mikroorganizmov

Pri toplotni obdelavi zivil je najpomembnejsa identifikacija toplotno najbolj odporne vrste
mikroorganizmov ali encima, na podlagi katerega se potem izbere ustrezen toplotni
postopek. V Zivilih so prisotni razli¢ni nezeleni mikroorganizmi in encimi, katere Zelimo s
toplotnim postopkom uniciti. V praksi velja, da se toplotni postopek izbere glede na vrsto
in toplotno odpornost mikroorganizmov. Pomembna lastnost mikroorganizmov je njihov
odnos do kisika (aerobni, obligatno aerobni, fakultativno ali obligatno anaerobni).
Poudarek je na fakultativno in obligatno anaerobnih mikroorganizmih, kateri predstavljajo
najvecji problem pri toplotno obdelanih in pakiranih zivilih, saj lahko rastejo ob zelo nizki
koncentraciji kisika (Ramaswamy in Marcotte, 2006).

Na toplotno odpornost mikroorganizmov vplivajo (Ramaswamy in Marcotte, 2006;
Garbutt, 1997):

- temperatura in kontaktni ¢as segrevanja,

- nacin segrevanja,

- sestava zivila,

- vrednost pH,

- stres oziroma okoljski dejavniki, ki so jim bili izpostavljeni mikroorganizmi in

- zacetno Stevilo mikroorganizmov v zivilu.

Ramaswamy in Marcotte (2006) priporoCata pri nacrtovanju toplotnega postopka
upostevanje vrednosti pH Zivila. Glede na vrednost pH Zivila klasificirata v tri skupine:

- zelo kisla zivila, vrednost pH < 3,7, med katera spadajo sadni sokovi, jabolka,
cesnje, slive, kislo zelje, kis,

- kisla do srednje kisla zivila, vrednost pH 3,7 — 4,5, med katera spadajo marmelade,
grozdje, paradiznik, paradiznikov sok, breskve, ananas, krompirjeva solata,
zelenjavni sokovi in

- zivila z blago kislostjo, vrednost pH >4,5, med katera spadajo meso, ribe,
zelenjava, juhe.

Toplotno bolj odporni mikroorganizmi, kateri se pogosto pojavljajo v zivilih, so:
Campylobacter jejuni, Salmonella spp., Salmonella Senftenberg 775W, Shigella, Listeria
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monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Bacillus cereus.
V zivilih se lahko pojavijo tudi virusi. Vecino teh mikroorganizmov in virusov unic¢i Ze
postopek pasterizacije. Najvi§jo toplotno odpornost imajo bakterije vrste Clostridium
in Marcotte, 2006; Garbutt, 1997). Bakterijje vrste Clostridium botulinum tvorijo tudi
spore tipov A in B, ki jih zanesljivo uni¢i temperatura 100 °C $ele po 6 urah, spore tipa E
uni¢i ze temperatura 80 °C po 15 min. Neuniene spore lahko ob ustreznih pogojih
proizvajajo izredno nevarne toksine tipov A, B in E, pri ¢emer za unicenje toksinov A in B
zadostuje 10 min pri 80 °C, za toksin E pa ze 5 min pri 65 °C (Milohnoja in Tomasic,
1996). Problem pri toplotno obdelanih Zivilih predstavljajo tudi termostabilni mikotoksini
(Ramaswamy in Marcotte, 2006; Garbutt, 1997).

2.3.3.1 Decimalni redukcijski ¢as ali vrednost D

Populacija mikroorganizmov v zivilu predstavlja glavno merilo za izvedbo toplotnega
postopka. V zivilu so lahko prisotne vegetativne celice bakterij rodu Salmonella, vrst E.
coli ali L. monocytogenes, zmanjSevanje njihovega Stevila pri toplotni obdelavi poteka
(teoreti¢no) logaritemsko. Krivuljo prezivetja nariSemo tako, da na os y nanasamo
logaritmirane vrednosti prezivelih bakterijskih celic in na os x ¢as v min (Slika 2.8). Iz
premice odmiranja (slika 2.9) lahko decimalni redukcijski ¢as (D) od¢itamo iz grafa ali ga
dolo¢imo racunsko (enacba 2.1). Vrednost D je definirana kot ¢as v min, kateri je potreben,
da se $tevilo mikroorganizmov zmanjsa za 90 %. Ce poteka odmiranje bakterijskih celic
enakomerno, ustreza vrednost D cCasu, v katerem se zmanjSa Stevilo bakterij za en
logaritem (Singh in Heldman, 1993).

120000 T T T T T T

100000

N (cfu/ml)

0 2 4l e 8 10 12 14
Cas (minute)
Slika 2.3: Krivulja preZivetja mikrobne populacije pri segrevanju (Singh in Heldman, 1993: 226)
Legenda: N — §tevilo mikroorganizmov v cfu/ml.
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Slika 2.4: Premica preZivetja mikroorganizmov pri segrevanju (Singh in Heldman, 1993: 226)
Legenda: N — $tevilo mikroorganizmov v cfu/ml.

Slika 2.4 prikazuje premico prezivetja mikroorganizmov pri segrevanju in postopek
grafi¢ne dolocitve vrednosti D. Za izracun vrednosti D se lahko uporablja tudi naslednja
formula:

log No —log N =t/D ..(2.1)
Legenda: Ny — zacetno Stevilo mikroorganizmov, N — Stevilo mikroorganizmov ob Casu t, t — ¢as in D —
decimalni redukcijski ¢as.

Kot primer se uporablja vrednost Djy;, ki pomeni ¢as potreben za 90 % zmanjSanje
mikrobne populacije pri 121 °C. Temperatura 121 °C se uporablja za termostabilne spore,
kot jih tvorijo bakterije vrste Bacillus stearothermophilus, ¢as zadrZzevanja temperature pa
je 4 - 5 min. Za vegetativne celice bakterij, vkljucno s kvasovkami, je vrednost Dgs s med
0,5 in 3 min (Garbutt, 1997). Za toplotno odpornost bakterij rodu Salmonella pri
pasterizaciji so vrednosti Dgss v obmocju od 0,02 do 0,25 min, za bakterije seva S.
Senftenberg je vrednost Dgs s 0,80 do 1 min (Ramaswamy in Marcotte, 2006).

2.3.3.2 Vrednost Z

Vrednost Z je konstanta toplotne odpornosti oziroma faktor, ki opisuje toplotno odpornost
bakterijskih spor. Definirana je kot sprememba temperature (°C), ki je potrebna za
desetkratno spremembo vrednosti D. Vrednosti D za razliéne temperature ustrezajo
zmanjSanju mikrobne populacije za en logaritem, pri ¢emer temperaturna razlika med
dvema vrednostma D predstavlja vrednost Z (Singh in Heldman, 1993). Vegetativne celice
bakterij, plesni in kvasovke imajo vrednost Z med 5 °C in 8 °C, bakterijske spore so
vrednosti Z med 6 °C in 16 °C (normalno okrog 10 °C) (Garbutt, 1997; Ramaswamy in
Marcotte, 2006). Vrednost Z za bakterije rodu Salmonella je med 4,4 — 5,5 °C, za sev S.
Senftenberg je vrednost Z med 4,4 — 6,7 °C (Ramaswamy in Marcotte, 2006). Vrednost Z
izraCunamo z enacbo 2.2 (Ramaswamy in Marcotte, 2006; Singh in Heldman, 1993):
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Z = (T, - Ty)/[log(Dr1) - log(Dr2)] .(22)

Legenda: T, — niZja temperatura pasterizacije v °C; T, - vi§ja temperatura pasterizacije v °C; D, — vrednost D

........

2.3.3.3 Vrednost F

Cas toplotne smrtnosti oziroma vrednost F je &as potreben za redukcijo mikrobne
populacije ali spor. Kot primer za uni¢enje 99,99 % mikrobne populacije so potrebni Stirje
log-cikli ali drugac¢e F = 4 D. Znacilen primer uporabe vrednosti F pri proizvodnji zivil se
uporablja za bakterije vrste Clostridium botulinum, kjer je F = 12D (Singh in Heldman,
1993). V praksi se uporablja vrednost F”r, kar pomeni &as toplotne smrtnosti pri
temperaturi T in konstanti toplotne odpornosti Z. Obi¢ajno se uporablja F'°};, lahko jo
oznacimo tudi kot Fy in predstavlja Cas potreben za uni¢enje mikrobnih spor za vrednost Z
10 °C pri 121 °C (Singh in Heldman, 1993). Primer je vrednost F (¢as zadrZzevanja 1 min)
pri 121,1 °C za postopke sterilizacije (Ramaswamy in Marcotte, 2006).

Za izracun vrednosti F se uporablja enacba 2.3:

F=F, 10 [(TeD4 ..(2.3)

Legenda: F — vrednost F v min pri temperaturi T, F, vrednost F v min pri temperaturi T, in Z — vrednost Z
2.4 BAKTERIJE RODU Salmonella

2.4.1 Splos$ne lastnosti bakterij rodu Salmonella

Bakterije rodu Salmonella so taksonomska skupina, ki obsega preko 2500 sevov. Ime so
dobile leta 1885 po patologu Salmonu. Spadajo v druzino Enterobacteriaceae in so
gramnegativne, nesporogene, fakultativno anaerobne, gibljive palcke s fermentativnim in
respiratornim metabolizmom. Bakterije rodu Salmonella lahko fermentirajo glukozo (pri
¢emer nastajata kislina in plin), dulcitol, manitol, maltozo, redki sevi lahko fermentirajo
saharozo in laktozo. Bakterije rodu Salmonella ne morejo fermentirati malonata in salicina.
Lahko proizvajajo vodikov sulfid v razlicnih medijih, dekarboksilirajo ornitin in lizin,
izkoris€ajo citrat kot edini vir ogljika in raducirajo nitrate v nitrite. Ne morejo pa
hidrolizirati uree ali Zelatine ter ne tvorijo indola (Gast, 2003). Vecina sevov bakterij rodu
Salmonella ima flagele (Opinion of..., 2000; Yan in sod., 2003; Andlovic, 2002; Garitty in
sod., 2004; Bakterije rodu..., 2002).

Po izgledu so znacilne kolonije bakterij rodu Salmonella na trdnem gojis¢u hranljivi agar
okrogle (premer od 2 do 4 mm), z gladkim robom, rahlo izbocene in svetlece (Gast, 2003).

Bakterije rodu Salmonella rastejo in se razmnoZujejo pri temperaturah od 5 — 7 °C do 45 —
47°C (Adami¢ in sod., 2003; Gast 2003). Optimalna temperatura za rast bakterij rodu
Salmonella je 37 °C, temperatura nad 65 °C jih hitro uni¢i (Adami¢ in sod., 2003). Bakterije
rodu Salmonella lahko rastejo v razponu vrednosti pH med 4 in 9, optimalna vrednost za
rast pa je pH 7 (Gast, 2003). Minimalno vrednost pH, katera Se omogoca razmnozevanje,
doloca vrsta prisotne kisline. Za rast potrebujejo tudi minimalno vrednost a, 0,94 (Adamic
in sod., 2003).
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Rast bakterijam rodu Salmonella omogoc¢ajo Ze preprosta gojisca, katera vsebujejo ogljik
in dusik. Bakterije rodu Salmonella, ki so bile precepljene na preprosta gojisca, kot sta
peptonski ali hranljivi agar, dobro zaprte in hranjene pri sobni temperaturi, lahko v taksnih
razmerah prezivijo ve¢ let (Gast, 2003).

2.4.2 Klasifikacija bakterij rodu Salmonella

Bakterije rodu Salmonella se delijo v dve vrsti in sicer: Salmonella enterica in Salmonella
bongori (Garitty in sod., 2004). Shelobolina in sod. (2004) so odkrili tudi novo vrsto
Salmonella subterranea, ki je potrjena z objavo v validacijskem listu 102 (Euzéby, 2005).
Vrsta Salmonella bongori obsega 21 poznanih sevov, izvor katerih so vefinoma
hladnokrvne zivali in okolje, redkeje sesalci vkljuéno s ¢lovekom (Yan in sod., 2003).

Vrsta Salmonella enterica se deli v Sest podvrst (Wray, 2003):

- Salmonella enterica podvrsta enterica,

- Salmonella enterica podvrsta salamae,

- Salmonella enterica podvrsta arizonae,

- Salmonella enterica podvrsta diarizonae,

- Salmonella enterica podvrsta houtenae in

- Salmonella enterica podvrsta indica.
Preko 99 % salmonel spada v vrsto Salmonella enterica, blizu 60 % sevov te vrste spada v
podvrsto enterica (Garitty in sod., 2004; Yan in sod., 2003).

Bakterije rodu Salmonella razdelimo na razli¢ne serotipe s pomoc¢jo treh skupin antigenov
K - kapsularni antigen, H — flagelarni antigen in O — somatski antigen. Kapsularni antigeni
so strukturni proteini bickov, kateri so toplotno neobstojni, somatski antigeni so toplotno
obstojni polisaharidi. Vendar vecina sevov bakterij rodu Salmonella ni dobila imena po
antigenu, ampak po bolezni pri ljudeh in Zivalih, npr. seva S. Enteritidis in S. Typhimurium
(Andlovic, 2002; Yan in sod., 2003).

2.4.3 Razsirjenost in nacini prenosa bakterij rodu Salmonella

Bakterije rodu Salmonella so prisotne povsod v okolju, naravno okolje za te bakterije so
prebavila sesalcev in pti¢ev. Lahko jih najdemo tudi pri Stevilnih ¢lenonoZzcih (npr. §curkih
in muhah) in pri vseh nevretencarjih. Prenos okuzbe na ljudi je povecini povezan z
infekcijo zivalskih vrst, katere vstopajo v prehransko verigo ljudi (Krauss in sod., 2004).
Salmonele se najpogosteje pojavljajo pri zivalih namenjenih za zakol (teleta, svinje),
perutnini (kokosi, gosi, race), prostozivecih pticah v naravi (golobi), domacih zivalih (psi,
macke, Zelve, kace), glodalcih (misi, podgane) ter pri drugih Zivalskih vrstah. Okuzbe so v
porastu tudi zaradi naraS¢ajo¢e svetovne trgovine, kajti lahko so okuzeni uvoZeni
prehranski artikli, okuzbe so mozne prav tako preko kanalizacije in povrSinskih voda
(Krauss in sod., 2004). Bakterije rodu Salmonella lahko najdemo tudi pri $tevilnih vrstah
¢lenonozcev ($¢urki, mune). Okuzbe jajc z bakterijami rodu Salmonella so lahko na jajéni
lupini ali v notranjosti. Tako se prenasata predvsem serotipa S. Enteritidis in S.
Typhimurium, pogosteje se pojavlja S. Enteritidis (Andlovic, 2002).

Najbolj pogoste poti prenosa in §irjenja bakterij rodu Salmonella so prikazane na sliki 2.5.
Zadnji ¢len praviloma predstavlja clovek. Kljuéna je povezava, med skrbniki Zivali in
dobro prezivelostjo salmonel v naravi. Zivali, ki se okuzijo v naravi, lahko okuzbo
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prenesejo na oskrbnike, ta povezava je lahko pogosto vzrok za nastanek zapletenih in
velikokrat tezko predvidljivih infekcij, zadnji ¢len pa je ponavadi clovek. Z dobro higieno
in zadostno toplotno obdelavo zivil se lahko proces prenosa upocasni ali celo ustavi.
Potrebna je tudi skrbna higiena predmetov (nozev, desk, strojev, delavnih povrsin), ki
prihajajo v stik s potencialno kontaminiranimi zivili (Krauss in sod., 2004).

Kanalizacija

PovrSinske
vode

Slika 2.5 : Pomembnejse poti Sirjenja bakterij rodu Salmonella (Krauss in sod., 2004: 308)

EpidemioloSko razdelimo bakterije rodu Salmonella v tri skupine (Opinion of..., 2000;
Jersek, 2002):

- a) V to skupino pristevamo seve, kateri inficirajo le cloveka, za zivali ne
predstavljajo nevarnosti za okuzbo. Najpogosteje se pojavljajo sevi podvrst S. typhi
in S. paratyphi (A in C). Pri ljudeh sta najresnej$i obolenji tifus in paratifis, katere
povzrocajo salmonele z najvi§jo stopnjo umrljivosti.

- b) V to skupino spadajo sevi visoko prilagojeni zivalim na primer: S. Abortus-ovis
(pri ovcah), S. Gallinarum (pri perutnini), S. Cholerae-suis (pri prasicih) in S.
Dublin (pri govedu). Ti sevi pri ljudeh praviloma ne povzrocajo okuzb, v izjemnih
primerih pa lahko povzrocijo tudi hude oblike infekcij.

- ¢) V to skupino spadajo neprilagojeni sevi, ki so prisotni v zivilih in so patogeni za
zivali in ljudi.

2.4.3.1 Salmoneloza

Bolezen povzroc¢ena z bakterijami rodu Salmonella imenujemo salmoneloza. Najpogostejsi
vir okuzb so izdelki pripravljenih iz surovih jajc (omake, jajéne kreme, tiramisu), mesa
(perutnina, svinjina, redko govedina ali ribe) ter tudi sadje in zelenjava, pri katerih pride do
kontaminacije med pripravo obroka. Izvor salmonel je lahko tudi obolel ¢lovek s slabimi
higienskimi navadami, kar pomeni ne umivanje rok po uporabi straniSa in potem
dotikanje povrsin, katere onesnazi. Najbolj je nevarna okuzba s salmonelo pri manjsih
otrocih in ljudeh z oslabljenim imunskim sistemom, kajti zaradi bruhanja in driske lahko
povzroci dehidracijo. Bolj ogrozene so tudi skupine ljudi, katere imajo neposredni stik z
zivalmi in Zzivalskimi proizvodi, kot so: delavci na kmetiji, trgovci z zivino, veterinarji,
klavei, mesarji, komunalni delavcei, delavci v zivilsko-predelovalni industriji ter delavei v
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restavracijah, gostis¢ih (Krauss in sod., 2004). Pomembno je tudi omeniti, da so lahko
ogrozeni tudi gostje v gostiSCih, restavracijah, vecjih prehranskih obratih, predvsem zaradi
moznosti ve¢jega Stevila hkratnih okuzb s kontaminirano hrano (Krauss in sod, 2004).

Infekcije s ¢loveku neprilagojenimi sevi bakterij rodu Salmonella spremljajo visoka
vro¢ina (do 40 °C), bruhanje, trebusne boleCine in diareja. Prvi bolezenski znaki pri
salmonelozi se obiCajno pojavijo po zauZzitju okuzenega zivila v 5 — 72 urah, najkasneje pa
v 5 — 7 dneh, kar je odvisno tudi od konstitucije bolnika (Krauss in sod., 2004; Opinion
of..., 2000). Priblizno 5 % okuzb je rizi¢nih, v teh primerih je smrtnost pacientov 2 %.
Vzrok smrti je povecini dehidracija, obolenja ledvic in / ali septi¢ni Sok (Opinion of...,
2000). Bakterije rodu Salmonella so v Evropi med najpogostej$§imi povzrocitelji
zastrupitev s hrano. Stevilo prijavljenih okuZb na 100.000 prebivalcev za leto 1998 variira
od 1,9 na Portugalskem do 135,7 v Belgiji (Opinion of..., 2000).

Okuzba z bakterijami rodu Salmonella v vecini primerov poteka po oralni poti, z okuzeno
vodo in Zivili. Pri naravni okuzbi je infektivni odmerek bakterijskih celic salmonel od 10’
do 10", pri sevu S. Typhi pa zadostuje celo 10° bakterijskih celic. Vendar je potrebno e
poudariti, da normalno kisel zelod¢ni sok Skoduje bakterijami rodu Salmonella (Andlovic,
2002).

Pomemben vidik priprave hrane je prepreCevanje navzkrizne kontaminacije Zzivil.
Pomembna je tudi menjava pribora (deske, nozi, vilice), katerega se uporabi pred in po
obdelavi (toplotni ali z mikrovalovi). PriporoGena temperatura skladi$¢enja Zivil je pri 4 °C
v hladilniku. Podatki o S$tevilu okuzb z bakterijami rodu Salmonella za leto 2004
(Salmoneloze, 2005) kazejo porast okuzb v poletnih mesecih (julij, avgust, september) in v
prednovoletnem ¢asu (druga polovica decembra). Vidi se trend naras¢anja okuzb, Ceprav je
v letu 2004 zaznati manjSe Stevilo okuzb, glede na leto 2003 (Salmoneloze, 2005).
Salmonelozo pri ljudeh povzrodajo na &loveka neprilagojene salmonele. Stevilo okuzb s
temi salmonelami naras¢a predvsem zaradi industrijsko predelane hrane in farmske reje
zivali. Salmonele so najpogostej$i povzro€itelj alimentarnih toksikoinfekcij v nasem
okolju. Bolnik s samonelozo in slabimi higienskimi navadami je lahko prenasalec salmonel
(Andlovic, 2002; Adamic in sod., 2003).

V svetu so bakterije rodu Salmonella med najpogostejSimi vzroki zastrupitev s hrano, te
okuzbe so v porastu. Najpogostejsi vir okuzb s salmonelami so Zivila zivalskega izvora,
predvsem perutnina in perutninski izdelki, vkljuno z jajci (Risk assessments, 2002). V
ZDA je povprecno letno Stevilo (podatki od leta 1990 do leta 2001) obolelih ljudi s
salmonelozo 661,633 (nihanje od 126.374 do 1.700.000), od tega 94 % ljudi ne obisce
zdravnika, priblizno 5 % ljudi obis¢e zdravnika in 0,05 % obolelih umre (Sheldon, 2005).

Na sliki 2.6 so podatki o salmonelozah od leta 1995 do 2004 v Sloveniji. Stevilo prijav
salmoneloze je nara¢alo v letih 1997 do 1999 in v letih 2002 do 2003. Stevilo prijav v letu
2004 se je glede na leto 2003 zmanjsalo za 18,2 %. Priblizno tretjina (30,8 %) obolelih so
bili otroci, mlajsi od 10 let. Med prijavljenimi primeri salmoneloze je bilo tudi 32 seps in
trije bolnisni¢no hospitalizirani primeri tifusa, smrtnega primera ni bilo (Salmoneloze,
2005).
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Slika 2.6 : Prijavljeni primeri salmoneloze v Sloveniji v letih od 1995 do 2004 (Salmoneloze, 2005)

St. obolelih
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Najpogosteje izoliran sev v letu 2004 je bil sev S. Enteritidis, ki je bil prisoten v kar 3187
primerih (najvec prijav v Mariboru 865, v Ljubljani 601, v Celju 564) na drugem mestu je
sev S. Typhimurium s 34 primeri in na tretjem sev S. Coeln z 12 primeri (Salmoneloze,
2005).

2.4.4 Prezivetje bakterij rodu Salmonella pri pasterizaciji

Na toplotno odpornost bakterij rodu Salmonella vplivajo vrsta seva, temperatura
pasterizacije, zaCetno Stevilo bakterij v zivilu, medij, vrednost pH, vrednost ay, kontaktni

¢as, stres (Manas in sod., 2003a,b; Sheldon, 2005; Quintavalla in sod, 2001; Juneja in sod.,
2003).

V preglednici 2.4 so prikazane priporocene temperature in ¢as pasterizacije za posamezne
seve bakterij rodu Salmonella v nekaterih medijih in vpliv dodatkov na spremembo
temperature in Casa pasterizacije v posameznem mediju. Med dodatke pristevamo kisline
ali baze, s katerimi dosezemo spremembo vrednosti pH ter sladkor in sol. Pasterizacija se
izvaja tako pri tekoCih zivilih (teko¢i jajéni proizvodi, sladoledne mase) kot ne-tekoc¢ih
zivilih (meso, mesni izdelki). Toplotno najbolj odporen sev je sev S. Senftenberg 775W in
zato je pri nacrtovanju pasterizacije potrebno upostevati mozno kontaminacijo Zivila s tem
sevom in temu prilagoditi temperaturo in ¢as pasterizacije.
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Preglednica 2.4: Vrednosti D za razli¢ne seve bakterij rodu Salmonella pri razli¢nih temperaturah
pasterizacije in v razli¢nih medijih

Sev T (°C) Medij D (min) Vir
Salmonella 57,2 Peéeno meso 3,8-4.2 James in James, 2003
Salmonella 62,8 Peéeno meso 0,6 —0,7 James in James, 2003
Salmonella 60 / 0,58 — 0,98 Garbutt, 1997
Salmonella 60 Jaj¢ni melanz 3,5 Gast, 2003

S. Typhimurium 56 Jajéni melanz pH 5,5 5,5 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Jajéni melanz in s. k.* 4,5 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Jajéni melanZ in prop.** 4,5 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Jajéni melanz in benz. *** 2,2 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Jajéni rumenjak 3 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Jajéni rumenjak in 10 % sla. 25 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Jajéni rumenjak in 10 % sol 45 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 58 Jajéni rumenjak 1,3 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 58 Jajéni rumenjak in 10 % sla. 10 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 58 Jajéni rumenjak in 10 % sol 17 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Beljak s pH 9,2 / Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Beljak s pH 9,2 in 10 % sla. 0,8 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 56 Beljak s pH 7,3 in sol 2,5 Sheldon, 2005

S. Typhimurium 62,8 / 0,11 James in James, 2003

S. Typhimurium 71,7 / 0,003 James in James, 2003
S. Senftenberg 775W 60 / 6,3 James in James, 2003
S. Senftenberg 775W 60 / 6,3 Garbutt, 1997
S. Senftenberg 775W | 71,7 / 0,02 Opinion of..., 2000
S. Senftenberg 775W | 71,7 / 0,09 Wray, 2003
S. Senftenberg 775W 60 Jajéni melanz 3,5 Manas, 2003b
S. Senftenberg 775W 64 Jajéni melanz 2,5 Manas, 2003b
S. Senftenberg 775W | 64,4 Jajéni melanz 2,5 Ramaswamy in Marcotte 2006
S. Senftenberg 775W 70 Jajéni melanz 1,5 Manas, 2003b

Legenda: D — decimalni redukcijski ¢as v min; T — temperatura pasterizacije v °C; / - ni podatka; *
- sorbinska kislina 100 ppm; ** - B propiolakton 100 ppm; *** - benzojska kislina 500 ppm; sla. - sladkor

2.4.4.1 Vpliv pasterizacije zivil na prezivetje bakterij rodu Salmonella

Razli¢ne vrste mesa in tekoci jajéni izdelki predstavljajo idealno gojisce za rast in razvoj
bakterij rodu Salmonella. Uspesnost pasterizacije je smiselno primerjati tudi z rezultati
dobljenimi v gojiscu kot je TSB. Na prezivetje bakterijskih celic v razli¢nih medijih mo¢no
vpliva tudi stres (povisSana ali znizana vrednost pH medija, razli¢ne temperature inkubacije
inokuluma). NamnoZevanje inokuluma lahko poteka pri idealnih 37 °C ali nizjih
temperaturah, kar lahko vpliva na preZivetje bakterijskih celic pri pasterizaciji. Stres za
bakterije rodu Salmonella predstavlja tudi krajsi ali daljsi ¢as zadrZzevanja na nekaj stopinj
nizji temperaturi od same temperature pasterizacije. Tak stres pogosto vpliva na boljSo
prezivetje salmonel pri pasterizaciji.

Quintavalla in sod. (2001) so preucevali 8 razlicnih sevov bakterij rodu Salmonella pri
temperaturah pasterizacije 58 °C, 60 °C in 63 °C v gojis¢u TSB in prasi¢jem mesu.
Ugotovili so, da ima posamezen sev bakterij rodu Salmonella vpliv na prezivetje
bakterijskih celic pri temperaturi pasterizacije 58 °C. Vpliv posameznega seva se zmanjsuje
s povisevanjem temperature pasterizacije iz 60 °C na 63 °C. PreZivetje bakterij rodu
Salmonella pri pasterizaciji pri 58 °C je boljsa v prasi¢jem mesu kot v gojis¢u TSB. Za
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unicenje enakega Stevila bakterijskih celic salmonel je bilo pri prasi¢jem mesu potrebno
podaljsati Cas pasterizacije, za koliko pa je bilo odvisno od posameznega seva. Zacetna
koncentracija bakterijskih celic je bila 8,0 x 10° cfu/g. Med preiskovanimi sevi se je kot
najbolj toplotno odporen izkazal sev S. Podstam 133 z vrednostmi Dsg 4,8 min, Do
1,57 min in Dg3 0,3 min, najmanj toplotno odporen pa sev S. Kingston 1124 z vrednostmi
Dsg 2,79 min, Dgp 0,92 min in D3z 0,24 min (Quintavalla in sod., 2001).

Preglednica 2.5: Vrednosti D dolo¢ene za razli¢ne seve bakterij rodu Salmonella pri pasterizaciji v
razli¢nih Zivilih

Stevilo sevov T(°C) D (min) Medij Stres Vir
88 58 1,33 TSB / Quintavalla in sod., 2001
S. Podtsdam 58 4.8 PM / Quintavalla in sod., 2001
S. Podtsdam 60 1,57 PM / Quintavalla in sod., 2001
S. Podtsdam 63 0,3 PM / Quintavalla in sod., 2001
S. Kingston 58 2,79 PM / Quintavalla in sod., 2001
S. Kingston 60 0,92 PM / Quintavalla in sod., 2001
S. Kingston 63 0,24 PM / Quintavalla in sod., 2001
8 razli¢nih sevov 58 2,79 - 4.8 PM / Quintavalla in sod., 2001
8 razli¢nih sevov 63 0,23 - 0,31 PM / Quintavalla in sod., 2001
10 razli¢nih sevov 60 0,3-0,7 GE | Juneja in sod., 2003
S. Typhimurium 58 0,33 N pH Mainas in sod., 2003a
S. Senftenberg 775W 58 2.8 N pH Manas in sod., 2003a
S. Heidelberg 68 20* PV / Huang, 2004
S. Heidelberg 78 0,05%* PV / Huang, 2004
S. Typhimurium 58 0,08 -0,4 TSAYE NaCl Maiias in sod., 2001

Legenda: / - ni podatka; TSB — tekoce gojisce angl. Tryptone Soya Broth; SM — prasi¢je meso; GE — gojisce
z govejim ekstraktom; I — inkubacija; N — nevtralen medij; PV — peptonska voda; NaCl — natrijev klorid;
TSAYE — gojisc¢e TSA z 0,6 % dodatkom kvasnega ekstrakta; * - ¢as v sekundah.

Poizkuse pasterizacije 10 razli¢nih sevov bakterij rodu Salmonella pri 60 °C so opravili
tudi Juneja in sod. (2002). Prou¢evane bakterije rodu Salmonella so bile humani izolati ter
izolati iz piScancjega, puranjega, prasSi¢jega in govejega mesa. Pasterizacija je bila
izvedena v vodni kopeli, gojise za bakterijske celice je vsebovalo: 5 % govejega
ekstrakta, 0,5 % kvasnega ekstrakta in 1,7 % raztopljenega Skroba. Zacetno Stevilo
bakterijskih celic je bilo priblizno 107 do 10® cfu/ml. Vrednost D za razli¢ne seve bakterij
rodu Salmonella v gojis¢u z govejim ekstraktom pri 60 °C pasterizacije je bila 0,3 —
0,7 min.

Manas in sod. (2003a) so proucevali vplive razlicnih vrednosti pH na prezivetje
bakterijskih sevov S. Typhimurium, S. Senftenberg 775W in S. Enteritidis pri pasterizaciji.
Najbolj toplotno odporne so celice v mediju z vrednostjo pH 6, katere so bile predhodno
inkubirane na temperaturi 37 °C. Pri poviSanju vrednosti pH na 7,7 ter inkubaciji
inokuluma pri 37 °C se je $tevilo prezivelih bakterijskih celic po pasterizaciji zmanjSalo za
3 krat. Preucevali so tudi, kolik$ni so vplivi temperature (10 °C, 20 °C in 37 °C) inkubacije
inokuluma, razli¢nega seva (S. Typhimurium, S. Senftenberg 775W, S. Enteritidis) in
vrednosti pH na vrednost Dsg. Vrednost Dsg pri temperaturi inkubacije 37 °C in vrednosti
pH 7 je za sev S. Typhimurium 0,33 min, za sev S. Senftenberg 775W pa 2,8 min (Manas
in sod., 2003a).
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Huang (2004) je preuceval toplotno odpornost salmonel seva S. Heidelberg pri
temperaturah pasterizacije 68 °C, 70 °C, 72 °C, 74 °C, 76 °C in 78 °C. Pri¢akovana vrednost
D pri temperaturi pasterizacije 68 °C je bila 20 s, pri 78 °C pa 0,06 s. Pasterizacija je
potekala v gojis¢u peptonska voda in v vodni kopeli.

Na prezivetje balkterijskih celic rodu S. Typhimurium pri temperaturi pasterizacije 58 °C
vpliva tudi koncentracija dodanega NaCl (0, 1, 2, 3, 4, 5 vol. %) v gojis€e TSAYE, pri
pasterizaciji v tekocem gojis¢u in pri kontroli prezivelih bakterij na plo§¢ah. Zanimiv je
tudi vpliv razlicnih koncentracij dodanega natrijevega klorida v gojis¢e TSAYE in v
identifikacijsko gojisce na prezivetje bakterij S. Typhimurium. Pri dodatku 5 vol % NaCl v
gojis¢e TSAYE za pasterizacijo so vrednosti D variirale od 0,4 — 0,66 min, glede na
dodatek NaCl od 0 — 5 vol. % v gojis¢e TSAYE za kontrolo prezivelih bakterij. Pri
dodatku 5 vol. % NaCl v gojisce za kontrolo prezivelih bakterij in razponom dodatka NaCl
od 0 — 5 vol. % v gojis¢e TSAYE za pasterizacijo je vrednost D nihala od 0,4 — 0,008 min.

.....

bakterijskih celic S. Typhimurium vedno enako (Maiias in sod., 2001).

2.4.4.2 Vpliv pasterizacije jajénih proizvodov na prezivetje bakterij rodu Salmonella

Pasterizacija tekocih jaj¢nih izdelkov se deli na jajéni melanz, teko¢ rumenjak in tekoc
beljak. Odvisno od izdelka se izbere primerno temperaturo in ustrezen cas pasterizacije. V
preglednici 2.6 so prikazane vrednosti D in stresni dejavniki, ki so vplivali na prezivetje
razli¢nih sevov bakterij rodu Salmonella pri razli¢nih temperaturah pasterizacije jajénih
izdelkov.

Preglednica 2.6: Vrednosti D dolocene za razliéne seve bakterij rodu Salmonella pri pasterizaciji
jajénih proizvodov

Sevi baterij rodu . o Jajéni .
SalmoneJ lla D (min) T Stres iszelek Vir
S. Senftenberg 775W 3,5 60 TI M Manas in sod., 2003b
S. Senftenberg 775W 2,5 64 TI M Mainas in sod., 2003b
S. Senftenberg 775W 1,5 70 TI M Manas in sod., 2003b
S. Typhimurium DT104 | 10,85 —0,17 51-61 pH JM, JR,JB Jung in Beuchat, 2000
Salmonella 10 55,6 / JM, JR,JIB Roberts in sod., 1998
Salmonella 1,5 69 / M Roberts in sod., 1998
S. Enteritidis 6 57 / CJ Schuman in sod., 1997
S. Enteritidis 4,5 58 / CJ Schuman in sod., 1997
S. Enteritidis 0,2 -0,52 60 / JB Juneja in sod., 2003
S. Enteritidis / <60 / CJ James in sod, 2002
S. Enteritidis 103 +£27* 57,2 / M Whiting in Buchanan, 2003
S. Enteritidis 19 £5,26* 60 / M Whiting in Buchanan, 2003

Legenda: t — zadrzevalni Cas pri temperaturi T; T — temperatura pasterizacije; D — decimalni redukcijski cas v
min; * — vrednost D v sekundah; TI — temperatura inkubacije in prilagajanja; / — ni podatka; HT —
hidrostatski tlak; VP — vodikov peroksid; JM — jajéni melanz; JR — jajéni rumenjak; JB — jajéni beljak; CJ —
celo jajce.

Za oprana jajca razreda A se priporo¢a pasterizacija pri temperaturi nizji od 60 °C v vodni
kopeli (James s sod., 2002). Tak proces je dolgotrajen in lahko vpliva na kvaliteto jajéne
vsebine, zato so priporoc¢ajo tudi Stirje novejsi postopki (James in sod., 2002):
-z vro¢im zrakom (T = 180 °C, ¢as = 8 s); temperatura jajéne lupine je lahko najvec
85 °C, temperatura notranjosti jajca pa 44 °C,
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-z vro¢o vodo (T = 95 °C, ¢as = 10 s); temperatura jajéne lupine je lahko najvec
86 °C, temperatura notranjosti jajca pa 57 °C,

-z infra-rdeco svetlobo (T = 210 °C, ¢as = 30s); temperatura jajéne lupine je lahko
najved 88 °C, temperatura notranjosti jajca pa 52 °C in

- s paro (T = 100 °C, ¢as = 2 s); temperatura jajéne lupine je lahko najve¢ 92 °C,
temperatura notranjosti jajca pa 46 °C.

Roberts in sod. (1998) priporocajo pasterizacijo tekocih jajénih proizvodov brez dodanih
aditivov pri temperaturah med 55,6 °C in 69 °C od 10 do 1,5 min. Ker so bakterije rodu
Salmonella najpogostejsi patogeni kontaminanti jajc in jajénih izdelkov, je potrebno
poudariti, da sta za varnost Zivila primernejSa visja temperatura ali daljSi ¢as pri nizji
temperaturi pasterizacije.

Prezivelost bakterij seva S. Senftenberg 775W v jajénem melanZu so preucevali Manas in
sod. (2003b). Pri raziskavi so za primerjavo vkljucili tudi toplotni Sok, ki so ga izvedli
tako, da so vzorec 1 uro predgrevali pri 54 °C. Vrednost D pri 63 °C pasterizacije jajénega
melanza je po toplotnem Soku znasala 3,1 min, pri postopku brez toplotnega Soka pa
1,2 min. Pri pasterizaciji tekoCih jajénih proizvodov v industrijskih obratih se priporocajo
naslednje temperature: 3,5 min pri 60 °C, 2,5 min pri 64 °C in 1,5 min pri 70 °C. Pri takem
nacinu se bo Stevilo mikrobnih celic zmanjSalo predvidoma za 1, 2 ali 4 logaritemske
enote. Pri 1,5 minutni pasterizaciji pri 70 °C v jajénem melanzu se $tevilo bakterijskih celic
S. Senftenberg 775W zmanjSa za 3 — 4 log enot, Stevilo bakterijskih celic drugih sevov
bakterij rodu Salmonella pa za 9 log enot (Manas in sod., 2003b).

Na prezivetje bakterij rodu Salmonella pri pasterizaciji vpliva tudi vrednost pH. Vpliv
razliénih vrednosti pH na rast bakterijskih celic S. Typhimurium DT104 sta proucevala
Jung in Beuchat (2000). Ugotovila sta, da znizanje vrednosti pH z dodajanjem kisline v
gojis¢e TSB vpliva na manjSe prezivetje seva S. Typhimurium DT104 pri pasterizaciji v
tekocCih jaj¢nih proizvodih (jajéni melanz, jaj¢éni beljak, jajéni rumenjak). Pasterizacijo
jajénega melanza sta izvedla pri 55 °C, 57 °C, 59 °C in 61 °C. Bakterijske celice so bile
izpostavljene razli¢nim vrednostim pH (7,3, 5,4, 4,4 in 4,0) med 24-urno inkubacijo pri
37°C v gojis¢u TSB. Pri vrednostih pH 4,4 in 4,0 bakterije rodu Salmonella niso prezivele.
Vrednosti Dss po pripravi inokuluma pri 37 °C je bila 6,05 min, pri pripravi inokuluma v
g0jiS¢u z dodano kislino pa 2,80 min. Primerjava vrednosti Dss je pokazala, da stres
povzrocen z znizanjem vrednosti pH statisticno znacilno vpliva na prezivetje celic S.
Typhimurium DT10 (Jung in Beuchat, 2000).

Povezavo med dejavniki tveganja in bakterijskimi sevi S. Enteritidis v pasteriziranem
jajénem melanzu sta proucevala tudi Whiting in Buchanan (1997). Dejavnike tveganja sta
proucevala teoreticno in s pomoc¢jo matemati¢nih izraCunov bakterijam seva S. Enteritidis
dolo¢ila vrednost D 103+27 s pri pasterizaciji pri 57,2 °C in vrednost D 19+5,26 s pri
60 °C.

Juneja in sod. (2003) so proucevali vpliv temperature pasterizacije (57 °C in 60 °C) na 17
razli¢nih sevov S. Enteritidis v jajénem beljaku. Vrednost D se je pri 60 °C zmanjsala za
17-krat glede na vrednost D pri 57 °C. Povpre¢na vrednost D pri 60 °C je bila 0,33 min.
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Jajca se lahko pasterizirajo tudi v jajéni lupini. Uspesnost taksne pasterizacije so preucevali
Schuman in sod. (1997). SveZza, oprana in ociS€ena jajca teze 62+2 g so kontaminirali z
bakterijami seva S. Enteritidis preko jajéne lupine s koncentracijo celic priblizno 3x10° cfu
v sredino jajénega rumenjaka. Pri tak$ni kontaminaciji jajc je bila uspeSna 50 —
57,5 minutna pasterizacija v vodni kopeli pri 58 °C oziroma pri 57 °C v ¢asu 65 — 75 min.
Pri pasterizaciji 58 °C (¢as zadrZevanja je bil 24 min) je znaSala vrednost D 4,5 min, pri
pasterizaciji pri 57 °C (Cas zadrzevanja je bil 35 min) je bila doloGena vrednost D 6 min
(Schuman in sod., 1997).

2.4 CILJINALOGE

Namen naloge je bil dolociti prezivetje razlicnih sevov bakterij rodu Salmonella pri
razli¢nih temperaturah pasterizacije in v razli¢nih medijih:
- v gojiS¢u tripti¢ni soja bujon (TSB) pri 58 °C 15 min, za dolocitev 5 — 7 razli¢nih
sevov,
- 5—7 izbranih sevov v goji§¢u TSB pri 60 °C 15 min in
- 57 izbranih sevov v jajénem melanzu pri 60 °C in 64 °C 15 min.

Ucinek pasterizacije na razlicne seve bakterij rodu Salmonella bomo dolo¢ili z izracuni
decimalnih redukcijskih ¢asov (vrednosti D) pri razlicnih izvedbah pasterizacije. S
statisti¢no analizo vrednosti D bomo lahko razvrstili seve bakterij rodu Salmonella glede
na toplotno odpornost, od najbolj toplotno odpornega do najman;j toplotno odpornega seva,
dolocili bomo vplive temperatur, medija in posameznega seva na prezivetje bakterijskih
celic. Dobljene rezultate bomo tudi primerjali z rezultati iz literature.

2.5 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da imajo razli¢ni sevi bakterij rodu Salmonella razli¢no toplotno odpornost.
Decimalni redukcijski ¢asi se bodo razlikovali glede na naslednje parametre:

- vrsta seva,

- vrsta medija in

- temperatura pasaterizacije.

Predvidevamo, da se bo z viSanjem temperature pasterizacije prezivetje bakterij
zmanjSevala, ne glede na vrsto medija in vrsto izbranega seva.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Bakterijski sevi

Za izvedbo cksperimentalnega dela smo uporabili 17 sevov bakterij rodu Salmonella iz
zbirke Laboratorija za zivilsko mikrobiologijo (ZM), Oddelka za zivilstvo, Biotehniske
fakultete (preglednica 3.1).

Preglednica 3.1: Sevi bakterij rodu Salmonella uporabljeni pri prakti¢nem delu

Oznaka seva Vir seva

S. Anatum ZM 148 Piscancje meso
S. Anatum ZM149 PiS¢ancje meso
S. Brandenburg ZM4 Pi¢an¢je meso
S. Enteritidis ZM2 Pisc¢ancje meso
S. Enteritidis ZM 14 Pig¢ancje meso
S. Enteritidis ZM348 Jajc¢ni beljak

S. Enteritidis ZM351 Jajcni melanz
S. Hadar ZM123 Klini¢ni sev

S. Hadar ZM378 Perutninsko meso
S. Heidelberg ZM11 Pi¢ancje meso
S. Heidelberg ZM134 Klini¢ni izolat
S. Infantis ZM9 Pig¢ancje meso
S. Infantis ZM350 Jajce

S. Senftenberg ZM492 /

S. Typhimurium ZM142 | Pi§¢ancje meso
S. Typhimurium ZM352 | Pi§¢ancje meso
S. Typhimurium ZM375 | ATCC 14028

Legenda:
ATCC: tipski sev zbirke American Type Culture Colection
/: ni poznano

3.1.2 Mikrobioloska gojisca

Neselektivna gojisca:

- gojisce tripticni soja agar TSA (Tryptone soya agar, Oxoid, CM 0131, Basingstoke,
Anglija),

- gojis¢e tripticni soja bujon TSB (Tryptone soya broth, Oxoid, CM 0129,
Basingstoke, Anglija),

- gojisc¢e TSAP je gojis¢e TSB z dodatki: 0,3 ut. % kvasnega ekstrakta, Biolife,
411030, Milano, Italija; 0,1 ut. % Na-piruvata, Sigma, P2256-256, Japan; 1,4 ut. %
agar bacteriological, Biolife, 412220, Milano, Italija) in

- gojis¢e BHI (Brain heart infusion broth, Merck 1.10493, Darmstadt, Nemcija).

Selektivno gojisce:
- gojisce XLD (Xylose lysine desoxycholate agar, Biolife, 4022062, Milano, Italija).
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3.1.3 Zivilo
- jajéni melanz — homogeniziran, pasteriziran in hlajen (Jata Emona d.d., Ljubljana,
Slovenija).
3.1.4 Druge kemikalije

- fosfatni pufer (42,5 mg KH,PO4/1), (pH 7,2), (11161, Kemika, Zagreb),
- glicerol (Kemika, 0711901, Zagreb, Hrvaska) in
- alkohol (Merck, 1.00971.6025, Darmstadt, Nemcija).

3.1.5 Laboratorijska oprema

- Mesalo za epruvete (Yellow line, TTS2, IKA, ZDA),

- digitalna tehtnica (Mettler toledo, PB 1502-S, Mono Bloc),

- inkubator (T-115 C, Kambi¢, Slovenija),

- avtoklav (Tip 250, Sutjeska, Beograd, Jugoslavija),

- termometer, natan¢nost +/-1 °C (Testo 915-1, Nem¢ija),

- vodna kopel, konstantnost temperature +/- 0,02 °C (JULABO MP-5, Nemcija),
stresalnik (Vibromiks, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija),

- analogna Stoparica (/),

- pipeta Iml (Pipetman P 1000, Gilson),

- pipeta Sml (Labsystems 4500, Finpipette),

- hladilnik (Gorenje, Velenje, Slovenija),

- zmrzovalna skrinja (Gorenje, Velenje, Slovenija) in

- mikrovalovna pecica (Cookgrill 1300, Sanyo, Japonska).

Pri izvedbi poizkusov smo uporabljali tudi klasi¢ne laboratorijske pripomocke, kot so:
plinski gorilniki, sterilne petrijevke, epruvete (2, 5 in 10 ml), erlenmajerice, steklenice s
pokrovom, sterilne cepilne zanke za enkratno uporabo, stojala za epruvete, vrecke za
izdelovanje ledu in papirnate brisace.

3.2 METODE

3.2.1 Potek eksperimenta

Pred zacetkom smo najprej ozivili izbrane seve bakterij rodu Salmonella, kateri so bili pred
zafetkom eksperimentalnega dela shranjeni pri -20 °C. Eksperiment smo nato izvedli v
dveh delih (slika 3.1).

V prvem delu smo s pasterizacijo pri 58 °C v gojis¢u TSB doloéili prezivetje 17 sevov
bakterij rodu Salmonella. Stevilo prezivelih bakterij smo kot logaritemske vrednosti
(log N) uporabili za izdelavo premic prezivetja po 15, 10 in 5 min pasterizacije. Za izracun
decimalnih redukcijskih ¢asov smo uporabili premice prezivetja po 5 min, zaradi
najvisjega korelacijskega koeficienta (R?). Decimalne redukcijske Gase smo dologili iz
enacb premic, pri ¢emer smo vrednosti D izrac¢unali iz naklona premic (1/-k). Pridobljene
vrednosti D smo nato statisti¢no analizirali.
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Priprava inokuluma iz ene kolonije seva bakterij rodu Salmonella
zrasle na gojiscu TSB v 10 ml gojisca TSB

A 4

Inkubacija 24 ur pri 37°C, s
stresanjem (100 obr./min)

A 4

Priprava in homogenizacija suspenzije: 1 ml inokuluma +
99 ml gojisca TSB ali 99 ml jajcnega melanza

\ 4 A
Precepljanje 1 ml suspenzije Priprava epruvet s po 4 ml suspenzije za pasterizacijo
v fosfatni pufer; ¢as 0 min in pasterizacija (vzorcenje po 3, 5, 10 in 15 min)
v v

Dolocitev zacetnega Stevila in Stevila prezivelih bakterij z metodo
Stetja kolonij na trdem gojis¢u (TSA in TSAP)

y

Risanje premic prezivetja/raCunanje enacb

A 4

[zracun vrednosti D

Slika 3.1: Shema poteka glavnih stopenj eksperimentalnega dela
Legenda: TSA — gojisce tripti¢ni soja agar; TSB — gojisce tripti¢ni soja bujon; TSAP — gojis¢e TSB in
dodatki.

V drugem delu smo dolocili vrednosti D izbranim sevom bakterij rodu Salmonella pri
temperaturah pasterizacije 60 °C in 64 °C in v gojis¢u TSB in v jajénem melanzu. Postopek
doloc¢itve decimalnih redukcijskih ¢asov je bil enak kot v prvem delu poizkusa. Primerjali
smo izracunane vrednosti D za pet izbranih sevov:

- v goji8¢u TSB pri 58 °C in 60 °C,

- v goji8¢u TSB in jajénem melanzu pri 58 °C in 60 °C in

- v jajénem melanzu pri 60 °C in 64 °C.
Statisticna analiza vrednosti D dolo¢enih za posamezen sev bakterij rodu Salmonella je
vklju¢evala primerjavo vrednosti D, dolo¢eno pri razli¢nih temperaturah (58 °C, 60 °C in
64 °C) v gojis¢u TSB in jajénem melanzu.
3.2.2 Ozivitev in priprava bakterijskih kultur za eksperimentalno delo

Pri sobni temperaturi smo odtajali seve bakterij rodov Salmonella in prelili vsebino (1 ml)
epruvete v 10 ml gojis¢a BHI, suspenzijo smo 24 ur inkubirali na stresalniku (100
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obratov/min) pri 37 °C. Po inkubaciji smo 0,1 ml suspenzije prenesli v 10 ml gojis¢a TSB

.....

.....

gojis¢e BHI in ga 24 ur inkubirali pri 37 °C. Zatem smo 0,25 ml bakterijske suspenzije
dodali 0,75 ml glicerola in kulturo ponovno shranili pri -20 °C. Kolonije bakterij rodu
Salmonella na gojis¢u TSA smo hranili v hladilniku za prakti¢no delo. Shema je prikazana
na sliki 3.2.

Zmrznjena Cista kultura seva bakterij rodu Salmonella

i \

1 ml odtajane kulture + 9 ml BHI

A 4

Inkubacija 24 ur pri 37 °C s stresanjem 100 obr./min Zamrzovanje na -20 °C
7}
\ 4
0,1 ml kulture + 10 ml TSB Homogenizacija
7}
\ 4
Inkubacija 24 ur pri 37 °C s stresanjem 100 obr./min 0,85 ml kulture + 0,15 ml glicerola
7}
v
Izolacija kulture na XLD Inkubacija 24 ur pri 37 °C s stresanjem 100 obr./min
7'}
v
Inkubacija 24 ur pri 37 °C » 1 kolonija v4 ml BHI

A 4

Izolacija ene kolonije na TSA

v
Inkubacija 24 ur pri 37°C

v
Bakterije rodu Salmonella na TSA shraniene v hladilnik na 6 °C

Slika 3.2: Shema poteka oZivitve posameznega seva bakterij rodu Salmonella
Legenda: BHI — tekoce gojisée, angl. Brain Heart Infusion Broth; XLD — trdno gojisée, angl. Xylose Lysine
Deoxycholate agar; TSA — gojisce tripticni soja agar.

Za vsak poizkus smo pripravili 24-urno kulturo izbranega seva bakterij rodu Salmonella. 1z
gojisa TSA z izbranim sevom bakterije rodu Salmonella smo precepili eno kolonijo v
sveze gojis¢e TSA ter nato suspenzijo 24 ur inkubirali pri 37 °C. Eno kolonijo 24-urne
kulture smo nato nacepili v 10 ml gojis¢a TSB, suspenzijo dobro premesali na namiznem
meSalu ter inkubirali na stresalniku 24 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo 1 ml namnoZene
kulture dodali v 99 ml gojis¢a TSB ali v 99 ml jajcnega melanza za dolocCitev prezivetja
bakterij rodu Salmonella pri pasterizaciji (3.2.6).
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3.2.3 Doloditev Stevila bakterij z metodo Stetja kolonij na trdem gojiScu

Postopek dolocitve Stevila bakterij smo povzeli po metodi, opisani po standardu SIST EN
ISO 4833 (2003). Metodo dolocitve Stevila bakterij rodu Salmonella na trdem gojis¢u smo
uporabili pred (¢as t: 0 min) in po 3, 5, 10 in 15 min pasterizacije.

3.2.3.1 Priprava gojisca

Pri poizkusu smo uporabili trdna gojis¢a (TSA, TSAP, XLD). Gojis¢a smo pripravili in
hranili po navodilih proizvajalcev in jih hranili v hladilniku. Nerazlito sterilizirano gojisce
TSA smo do uporabe (24 - 48 ur) hranili v inkubatorju pri 45 °C.

3.2.3.2 Priprava vzorca in dolocitev Stevila bakterij v vzorcu

V 9 ml sterilnega fosfatnega pufra smo dodali 1 ml vzorca, v katerem smo dolocali Stevilo
bakterij, in vsebino premesali na namiznem mesSalu. Razred¢evanje vzorca smo ponovili po
enakem postopku.

Razred¢itve vzorca smo cepili na ali v gojisce. Pri metodi razmazovanja smo na vnaprej
razlito gojisce cepili 0,1 ml razred¢itve vzorca, za metodo razlivanja smo 1 ml razredcCitve
vzorca umesali v stopljeno in na 45 °C ohlajeno gojis¢e. Vsako razredCitev vzorca smo
nacepili na/v gojis€e v treh paralelkah. Metodo razmazovanja na trdnem gojiS¢u smo
uporabili za dolocitev Stevila prezivelih bakterij pri pasterizaciji v tistih primerih, ko smo
uporabili selektivno gojis¢e XLD in neselektivno gojis€e TSA. Metodo vmeSavanja smo
uporabili za doloCitev Stevila prezivelih bakterij pri pasterizaciji v primerih, ko smo
uporabili gojisS¢e TSAP. Gojis¢e TSA smo uporabili za doloCanje zaCetnega Stevila bakterij
rodu Salmonella, gojis¢e TSAP pa za doloCanje prezivelih bakterij po pasterizaciji. Gojisca
smo v vseh primerih inkubirali 24-48 ur pri 37 °C.

3.2.3.3 Izracun Stevila bakterij v vzorcu
Po inkubaciji smo na gojiscu presteli kolonije ter za izracunali Stevilo bakterij N (cfu/ml).
Za goiis¢a z od 15-300 kolonijami smo uporabili enacbo 3.1:

o ___xCc
N=" m+0.1 nnd (3.0

Legenda: ¥ C — sestevek vseh kolonij na §tevnih ploscah, n; — §tevilo kolonij pri prvi razred€itvi, n, - Stevilo

zraslih kolonij pri drugi razredCitvi, d — faktor razredCitve pri prvi upostevani razredCitvi in N — Stevilo
mikroorganizmov v cfu/ml.

Za gojis¢a z od 1 do 15 zraslimi kolonijami smo uporabili enacbo 3.2:

Ng=m ..(3.2)

Legenda: Ng — §tevilo mikroorganizmov v 1 ml zivila in m — aritmeti¢na sredina dveh plosc.

Rezultat smo podali kot Stevilo prezivelih bakterij rodu Salmonella med 1,0 in 8,9
pomnozeno z 10%, pri ¢emer pomeni x faktor razred¢itve vzorca.
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3.2.4 Rastna krivulja

Za dologitev rastne krivulje smo uporabili sev S. Enteritidis ZM2. Kolonijo iz gojis¢a TSA
(3.2.2) smo precepili v 4 ml gojis¢a TSB ter suspenzijo premesali. Nato smo 0,5 ml
suspenzije prenesli v 99 ml gojis¢a TSB ter vsebino dobro homogenizirali. V ¢asu 0 ter po
2,4, 6,8, 10, 24 in 28 urah smo dolocili Stevilo bakterij z metodo Stetja kolonij na trdem
20ji8¢u (3.2.3). Vzorec je bil 28 ur inkubiran na stresalniku pri 37 °C.

3.2.5 Dolocanje Stevila prezivelih bakterij pri pasterizaciji

Posamezen sev bakterij rodu Salmonella (preglednica 3.1) smo pripravili za pasterizacijo
kot je opisano v poglavju 3.2.2. Za ¢as 0 min (oznake vzorcev Voa Vog Voc na sliki 3.3)
smo za dolocitev zacetnega Stevila bakterij rodu Salmonella pred pasterizacijo asepti¢no iz
vsake paralelke odvzeli po 1 ml homogenega vzorca in pripravili razredCitve s fosfatnim
pufrom. Preostanek suspenzije smo razdelili v epruvete po 4 ml za doloCitev preZivetja
bakterij po 3 (oznake vzorcev Via, Vip Vic), 5 (0oznake vzorcev Vsa,Vsp, Vsc), 10 (oznake
Vioa, Vies, Vioc) in 15 min (oznake vzorcev Visa, Visg, Visc) pasterizacije pri doloceni
temperaturi.

Pasterizacijo bakterij rodu Salmonella smo izvedli v vodni kopeli pri 58 °C, 60 °C in 64 °C.
Cas smo priceli meriti, ko je v kontrolni epruveti, ki je vsebovala gojis¢e TSB brez
dodanih salmonel, termometer pokazal ustrezno temperaturo pasterizacije. Po dolo¢enem
Casu pasterizacije (3, 5, 10 in 15 min) smo 3 paralelke vzeli iz vodne kopeli in jih hranili na
ledu do dolocitve Stevila prezivelih bakterij z metodo opisano v poglavju 3.2.3. Slika 3.3
nam prikazuje potek pasterizacije in vzor¢enja pred in med potekom pasterizacije.
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Posamezne koloniie seva bakterii rodu Salmonella na TSA iz hladilnika (6 °C)
v
Izolacije 1 kolonije na TSA
v
Inkubacija 24 ur pri 37°C
v
Priprava inokuluma: 1 kolonija + 10 ml TSB|
v
Inkubacija 24 ur pri 37 °C s stresanjem 100 obr./min
v
Suspenzija: 1ml inokuluma + 99 ml TSB ali 99 ml JM - homogenizacija
v y
1 ml suspenzije v 9 ml FR Pasterizacijal2 vzorcev
v / i \
0 min: 3 min: 5 min: 10 min: 15 min:
Voa, Vo, Voc Via, Vg, Vic Vsa, Vs, Vsc Vioa, Vios, Vioc Visa, Viss, Visc
A v
Hranjenje vzorcev na ledu do 30 min
v v

Priprava razredcitev: 1 ml vzorca v 9 ml FP in cepitev 0,1 ml (¢as 0 min) ali 1 ml (¢as 3, 5, 10, 15 min)

A 4

y

3 min /TSAP/V:
V34, V3g, Vic

0 min/TSA/R:
Voa, Vo, Voc

\ 4
5 min/TSAP/V:
Vsa,Vsg,Vsc

A 4

A 4

Inkubacija 24 ur pri 37°C

\ 4

Stetje kolonij - N (cfu/ml)

Slika 3.3: Shema priprave vzorca, pasterizacije in vzorcenja
Legenda: TSA — gojisCe tripti¢ni soja agar; TSB — tekoCe gojisée tripti¢ni soja bujon; TSAP — trdno gojisce
TSB in dodatki; JM — jajéni melanz; FP — fosfatni pufer; V — vmeSavanje vzorca; R — razmazovanje vzorca;
Voa,Vos,Voc— vzorci vzorceni v ¢asu 0 min, parelelke A, B, C; V34, V3p, Vic — vzorci vzorceni v ¢asu 3 min;
Vsa, Vs, Vsc — vzorci vzorceni v ¢asu 5 min; Viga, Vies, Vioc — vzorci vzoréeni v ¢asu 10 min; Visa, Visg,

Visc — vzorcei vzorceni v ¢asu 15 min; N — Stevilo mikroorganizmov.

10 min/TSAP/V:
Vioa, Vios, Vioc v
15 min/TSAP/V:
Visa, Viss, Visc
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3.2.6 Krivulje preZivetja in izracun decimalnih redukcijskih ¢asov

Podatke o zacetnem Stevilu in Stevilu prezivelih bakterij rodu Salmonella N (cfu/ml) smo
dolo¢ili z metodo Stetja kolonij na trdem gojiséu (3.2.3). Stevila preZivelih bakterij (N)
smo zatem logaritmirali ter s tako urejenimi podatki narisali ustrezne premice prezivetja za
5, 10 in 15 min pasterizacije. Za vsako paralelko smo izracunali enacbo premice (enacba
3.3) in iz naklona premice izracunali vrednost D (enacba 3.4). Slika 3.4 prikazuje potek
izraCuna vrednosti D za posamezen sev pri pasterizaciji.

Y=kX+n ... (3.3)

Legenda: Y — log N, k — naklon premice, X — ¢as pasterizacije in n — log Ny.

D=1/k .34

Legenda: D — decimalni redukcijski ¢as (min) in k — naklon premice.

Dolocitev Stevila prezivelih bakterij rodu Salmonella N (cfu/ml)

v

Izracun logaritemskih vrednosti log N

y

Risanje premic prezivetja

y

5 min 10 min 15 min

y

Izracun enacb

y
Izracun decimalnega redukcijskega ¢asa (vrednostD)

Slika 3.4: Potek dolo¢itve vrednosti D za seve bakterij rodu Salmonella

3.2.7 Statisti¢na analiza

V poskusu zbrane decimalne redukcijske ¢ase razli¢nih sevov bakterij rodu Salmonella
smo pripravili in uredili s programom EXCEL XP. Tako urejene podatke smo statisti¢no
obdelali z racunalniskim programom SAS (SAS Software. Version 8.01, 1999) s proceduro
GLM (General Linear Models).

Za obdelavo rezultatov, pridobljenih v nasi nalogi, smo uporabili 6 statisticnih modelov, ki
so opisani v nadaljevanju. Pri vseh modelih so bili povpreéni decimalni casi za
eksperimentalne skupine izraCunani z uporabo Duncanovega testa in primerjani pri 5 %
tveganju.
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Statisti¢ni model za analizo vrednosti D pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB
je vklju€eval vpliv 17-ih razli¢nih sevov (S) bakterij rodu Salmnella (model 3.5).
Yi=p+Si+e; ...(3.5)

Legenda: y;; — ij-to opazovanje, p - povpre¢na vrednost, S; — vpliv razlicnega seva (S. Enteritidis ZM2, S.
Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM348, S. Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium
7ZM352, S. Typhimurium ZM375, S. Heidelberg ZM11, S. Heidelberg ZM134, S. Anatum ZM148, S. Anatum
ZM149, S. Infantis ZM9, S. Infantis ZM350, S. Hadar ZM123, S. Hadar ZM378, S. Senftenberg ZM492,
S.Brandenburg ZM4) in e;; - ostanek.

Statisti¢ni model za analizo vrednosti D pri posamezni pasterizaciji, 58 °C v gojis¢u TSB,
60 °C v gojis¢u TSB, 60 °C v jajénem melanzu in 64 °C v jajénem melanzu, je vkljuceval
vplive vplive 5-ih razli¢nih sevov (S) bakterij rodu Salmnella (model 3.6):

Yij=u+Si+eij ...(3.6)

Legenda: y; — ij-to opazovanje, p - povpre¢na vrednost, S; — vpliv razli€nega seva (S. Enteritidis ZM14, S.
Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352, S. Senftenberg ZM492) in ¢; -
ostanek.

Statisticni model za analizo vrednosti D pri temperaturah paterizacije 58 °C in 60 °C v
g0jis¢u TSB je vkljuceval vplive 5-ih razli¢nih sevov (S) bakterij rodu Salmnella, vpliv
razli¢ne temperature pasterizacije (T) ter interakcijo razli¢nih sevov in razli¢nih temperatur
pasterizacije (S*T) (model 3.7).

Yik=p + Si + Tj + S«Tj; +eij ...(3.7)

Legenda: y; — ijk-to opazovanje, p - povprecna vrednost, S; — vpliv razli¢nega seva (S. Enteritidis 7M14,S.
Enteritidis ZM351, S. Senftenberg ZM492, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352), T; — vpliv
temperature (58 °C, 60 °C), S«G;; — interakcija i-tega seva in j-te temperature; ej - ostanek.

Statisti¢ni model za analizo vrednosti D pri temperaturi pasterizacije 60 °C je vkljuéeval
vplive razliénih sevov (S) bakterij rodu Salmnella, razli¢nih gojis¢ (G), interakcije
razli¢nih sevov in razli¢nih gojis¢ (S*G) (model 3.8).

Yik=u + Si + Gj + S«Gjj + ek ...(3.8)

Legenda: y; — ijk-to opazovanje, p - povprecna vrednost, S; — vpliv razli¢nega seva (S. Enteritidis 7M14,S.
Enteritidis ZM351, S. Senftenberg ZM492, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352), G; — vpliv
vrste gojis€a (jajéni melanz — JM, gojiS¢e TSB), S+G;j — interakcija i-tega seva in j-tega gojiSca in ej=
ostanek.

Statisti¢ni model za analizo vrednosti D pri temperaturah paterizacije 60 °C in 64 °C v
jajénem melanzu je vkljuceval vplive razli¢nih sevov (S) bakterij rodu Salmnella, razli¢nih
temperatur pasterizacije (T) ter interakcije razli¢nih sevov in razli¢nih temperatur (S*T)
(model 3.9).

Yig=p + Si + Ty + S« Ty + ek ...(3.9
Legenda: yj — ijk-to opazovanje, p - povpre¢na vrednost, S; — vpliv razliénega seva (S. Enteritidis 7M14, S.

Enteritidis ZM351, S. Senftenberg ZM492, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352), T; — vpliv
temperature (60°C, 64°C); S+Tj; — interakcija i-tega seva in j-te temperature in e; -.ostanek.



Strelec, M. PreZivetje razli¢nih sevov bakterij rodu Salmonella pri pasterizaciji. 38
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani. Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006

Statisticni model za analizo vrednosti D za posamezen izbrani sev bakterij rodu Salmnella
je vkljuCeval vplive razlicnih temperatur pasterizacije (T), razliénih gojis¢ (G) ter
interakcije razlicnih temperatur in razlicnih gojis¢ (T*G) (model 3.10).

Yig=p + Ti + G + T«Gy + ejj ...(3.10)
Legenda: yjj — ijk-to opazovanje, p - povpreéna vrednost, T; - vpliv razliéne temperature (58 °C, 60 °C,

64°C), G; — vpliv gojisc¢a (TSB, jajéni melanz, jajéni melanz z XLD), T-Gj;; — interakcija i-te temperature in
Jj-tega gojisca in ejj= ostanek.
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4 REZULTATI

Nase raziskovalno delo smo opravili v dveh delih. V prvem delu smo dolo¢ili prezivetje 17
sevov bakterij rodu Salmonella pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB (Priloga
B1) in izrac¢unali decimalne redukcijske ¢ase — vrednost D (priloga B2). Glede na razlike
med vrednostmi D smo izbrali 5 razlino toplotno odpornih sevov bakterij rodu
Salmonella. Tem sevom smo v drugem delu poizkusa dolo¢ili prezivetje pri temperaturah
pasterizacije 60 °C v gojis¢u TSB in jajénem melazu ter pri 64 °C v jajénem melanzu in
izradunali decimalne redukcijske Gase (prilogi C1 in C2). Zeleli smo ugotoviti, ali
temperatura pasterizacije, vrsta gojis¢a in razli¢ni sevi bakterij rodu Salmonella vplivajo na
vrednosti D oziroma na prezivetje salmonel pri pasterizaciji.

4.1 RASTNA KRIVULJA BAKTERIJ SEVA S. Enteritidis ZM2

Rastno krivuljo smo dolo¢ili za bakterije seva S. Enteritidis ZM2. Rast bakterij smo 28 ur
spremljali v gojiséu TSB pri 37 °C na stresalniku (100 min™). V prilogi A so podani
rezultati. Stevilo bakterij seva S. Enteritidis ZM2 smo dolo¢ili z metodo opisano v
poglavju 3.2.3.

—g—"9
5 [ I I I I I I I I I I I I I I !
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Cas (ure)
¢ Paralelka A ® Paralelka B == Povprecje paralelk

Slika 4.1: Rastna krivulja seva S. Enteritidis ZM2 v goji§¢u TSB pri 37°C

Iz slike 4.1 je razvidno, da nastopi stacionarna faza rasti bakterij seva S. Enteritidis ZM2
po priblizno 10 urah. Za doloCitev Stevila prezivelih salmonel smo zato pri vseh
eksperimentih, ki so vklju€evali pasterizacijo, uporabili 24-urno kulturo, ker so bile takrat
bakterije v stacionarni fazi rasti.

42 PREZIVETJE RAZLICNIH SEVOV BAKTERI) RODU Salmonella PRI
TEMPERATURI PASTERIZACIJE 58 °C V GOJISCU TSB

V prvem delu nase naloge smo spremljali prezivetje 17-ih sevov bakterij rodu Salmonella
pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB (priloga B1). Z dobljenimi Stevili
prezivelih bakterij rodu Salmonella smo narisali krivulje in premice prezivetja po 15, 10 in
5-ih min pasterizacije. Za izra¢un vrednosti D smo uporabili enacbe premic prezivetja po
pet minutni pasterizaciji, ker je bil korelacijski koeficient (R?) najblizje 1. Vrednosti D za
te seve so podane v prilogi B1.
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4.2.1 Primer izratuna vrednosti D za sev S. Typhimurium ZM142

Iz podatkov o $tevilu prezivelih bakterij seva S. Typhimurium ZM142 (priloga B1, vrstica
8) smo narisali premice prezivetja po 15 minutni pasterizaciji (slika 4.2), 10 minutni

pasterizaciji (slika 4.3) in 5 minutni pasterizaciji (slika 4.4) v treh paralelkah.

8 ¢ Paralelka A
L B Paralelka B
7 A Paralelka C

6 ~ o Premica paralelke A

¢as (min)

£ 5 = = Premica paralelke B
ﬁ 4 = = = Premica paralelke C
2o .
] — —
= 24 ——t 4
1~ R B
0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Slika 4.2: Premice preZivetja bakterij seva S. Typhimurium ZM142 pri temperaturi pasterizacije

58 °C v gojis¢u TSB po 15 minutni pasterizaciji

Enacbe premic po 15 minutni pasterizaciji:

Premica paralelke A: logN =-0,2469 t + 5,1857; R*= 0,4658
Premica paralelke B: logN =-0,226 t + 5,03077, R’= 0,5000
Premica paralelke C: logN = -0,3801 t + 6,1648; R*= 0,8964

Legenda: t — Gas v min in R’ korelacijski koeficient.

& Paralelka A
B Paralelka B
A Paralelka C

log N (cfu/ml)

¢as (min)

Premica paralelke A
== == Premica paralelke B
= = = Premica paralelke C

Slika 4.3: Premice preZivetja bakterij seva S. Typhimurium ZM142 pri temperaturi pasterizacije

58 °C v gojis¢u TSB po 10 minutni pasterizaciji

Enacbe premic po 10 minutni pasterizaciji:

Premica paralelke A: logN =-0,3674 t + 5,6758; R’= 0,4529
Premica paralelke B: logN = -0,4073 t + 5,8946; R*= 0,6652
Premica paralelke C: logN =-0,4863 t + 6,5088; R’= 0,8995

Legenda: t — ¢as v min in R’ korelacijski koeficient.
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¢ Paralelka A
B Paralelka B
A Paralelka C
Premica paralelke A
= = Premica paralelke B
= = = Premica paralelke C

log N (cfu/ml)
S =N WAk Uiy

¢as (min)

Slika 4.4: Premice preZivetja bakterij seva S. Typhimurium ZM142 pri temperaturi pasterizacije
58 °C v gojis¢u TSB po S minutni pasterizaciji

Enacbe premic po 5 minutni pasterizaciji:

Premica paralelke A: logN =-1,0785t + 7,1627, R?=0,9851; D = 0,92 min
Premica paralelke B: logN = -0,8856t + 6,8949; R’*= 0,9417; D=1,12 min
Premica paralelke C: logN = -0,7668t + 7,0952; R?=10,9879; D = 1,3 min

Legenda: t — &as v min, R*- korelacijski koeficient, D — decimalni redukcijski ¢as in min — min.

Vse decimalne redukcijske Case smo izracunali iz premic prezivetja po 5-ih min
pasterizacije, kot je prikazano na primeru za sev S. Typhimurium ZM142, ker je bil
koeficient korelacije (R%) najblizje 1 (slika 4.4.). Vrednosti D smo izradunali po enacbi 3.4
in so podane v prilogi B2.

4.2.2 Vpliv vrste seva bakterij rodu Salmonella na vrednosti D, dolo¢ene pri
temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB

Za vsak sev bakterij rodu Salmonella smo uporabili enak postopek izra¢una vrednosti D,
kot je prikazan v poglavju 4.2.1. Vrednosti D za 17 sevov bakterij rodu Salmonella, ki smo
jim dologali preZivetje pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB, so podane v
prilogi B2. Za primerjavo vrednosti D smo uporabili model 3.5. Povpre¢ne vrednosti D in
vpliv seva na prezivetje bakterij rodu Salmonella so prikazani v preglednici 4.1.

Pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB je prezivetje salmonel odvisno od vrste
seva (P<0,0001). Najvisjo povpreéno vrednost D ima sev S. Enteritidis ZM351 (1,9 min).
Sev S. Enteritidis ZM351 je bil izoliran iz jajénega melanza in vrednost D doloéena za ta
sev se razlikuje od vrednosti D, dolo¢ene za Se tri seve S. Enteritidis. NajniZjo vrednost D
ima sev S. Heidelberg ZM11 (1,08 min), ki je bil izoliran iz pi§¢andjega mesa. Vrednost D
seva S. Heidelberg ZM11 je manj$a od vrednosti D, ki smo jo dologili sevu humanega
izvora S. Heidelberg ZM134 (1,23 min). Za nadaljnje eksperimentalno delo smo glede na
razlike med vrednostmi D, pogostosti pojavljanja posameznega seva in ob uposStevanju
literaturnih podatkov izbrali pet sevov in sicer: S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM351,
S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg ZM492. Vrednosti D
dolocene za §tiri seve S. Enteritidis.
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Preglednica 4.1: Vpliv seva bakterij rodu Salmonella na vrednosti D pri temperaturi pasterizacije
58 °C v gojis¢u TSB

SEV n D+so(min)
S. Enteritidis ZM2 3 1,430,091
S. Enteritidis ZM14 3 1,39+0,036"
S. Enteritidis ZM348 3 1,22+0,18%%
S. Enteritidis ZM351 3 1,90+0,011*
S. Typhimurium ZM142 3 1,12+0,18°
S. Typhimurium ZM352 3 1,330,113
S. Typhimurium ZM375 3 1,28+0,07"%
S. Anatum ZM 148 3 1,35+0,29°¢
S. Anatum ZM 149 3 1,38+0,068"
S. Hadar ZM123 3 1,15+0,053%
S. Hadar ZM378 3 1,22+0,056°%
S. Heidelberg ZM11 3 1,08+0,076°
S. Heidelberg ZM134 3 1,23+0,061
S. Senftenberg ZM492 3 1,210,029
S. Brandenburg ZM4 3 1,2440,061°%
S Infantis ZM9 3 1,39+0,04°
S. Infantis ZM350 3 1,20+0,052°%
Vpliv S (vrednost P) <0.0001
Vsi sevi 51 1.30
S. Enteritidis - vsi 12 1,49
S. Typhimurium — vsi 9 1,24
S. Heidelberg — vsi 6 1,16
S Anatum - vsi 6 1,37
S. Infantis - vsi 6 1,3

Legenda: n — §tevilo paralelk, S — sev, D - povpre¢en decimalni redukcijski ¢as, so — standardni odklon, P —
znatilnost vpliva, P<0,001 statisti¢no zelo visoko znagilen vpliv in **“**— vrednosti D z enako ¢rko se med
seboj statisticno znacilno ne razlikujejo (P > 0,05), krepko so oznaceni sevi, ki so bili izbrani za nadaljnje
poskuse.

43 PREZIVETIE IZBRANIH SEVOV BAKTERIJ RODU Salmonella PRI
PASTERIZACIII

V drugem delu poizkusa smo proucevali preZivetje izbranih sevov S. Enteritidis ZM14, S.
Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg
ZM492 pri temperaturi pasterizacije 60 °C v gojis¢u TSB in v jajénem melanzu ter pri
temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem melanzu. S $tevili preZivelih bakterij (priloga
C1) smo narisali premice prezivetja po 15, 10 in 5 min pasterizacije, kot je prikazano na
primeru v poglavju 4.2.1. Za izraune vrednosti D smo uporabili enacbe premic po 5 min
pasterizaciji (R® najblizje 1). S primerjavo decimalnih redukcijskih asov smo Zeleli
ugotoviti vpliv posameznega seva (S. Enteritidis ZMI14, S. Enteritidis ZM351, S.
Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg ZM492), vpliv
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temperature pasterizacije (58 °C, 60 °C in 64 °C) in vpliv medija (gojis¢e TSB in jaj¢ni
melanZ) na prezivetje posameznega seva pri pasterizaciji. Decimalni redukcijski Casi za
izbrane seve bakterij rodu Salmonella pri temperaturah pasterizacije 58 °C in 60 °C v
gojis¢u TSB ter pri temperaturah pasterizacije 60 °C in 64 °C v jajénem melanzu so
prikazani v prilogi C2. Pri sevih S. Typhimurium ZM142 in S. Senftenberg ZM492 smo
Stevila preZivelih bakterij pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu dolo¢ili na

.....

smo pri drugih treh sevih Stevilo prezivelih bakterij dolocili le na gojis¢u TSAP.

4.3.1 Vpliv vrste seva na preZivetje bakterij rodu Salmonella pri pasterizaciji

Podatki o prezivelih bakterijah rodu Salmonella pri posamezni pasterizaciji so prikazani v
prilogah B1 in C1, izraCunane vrednosti D pa v prilogah B2 in C2. Za primerjavo vrednosti
D smo uporabili modela 3.6 in 3.10. V preglednici 4.2 so prikazane povprecne vrednosti D
za seve S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM351, S. Typhimurium /M142, S.
Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg ZM492 pri temperaturah pasterizacije 58 °C in
60 °C v gojis¢u TSB, ter pri temperaturah pasterizacije 60 °C in 64 °C v jajénem melanzu.

Preglednica 4.2: Povpre¢ne vrednosti D in standardni odkloni (D +so) izbranih sevov bakterij rodu
Salmonella pri temperaturi pasterizacije 58°, 60° in 64°C v gojis¢u TSB in jajénem melanZu (n = 3)

Sev S. S, S. S. S.
Diso Enteritidis Enteritidis Typhimurium | Typhimurium | Senftenberg Vpliv S
(min) /M14 ZM351 ZM142 ZM352 7ZM492 (vrednost P)
558 B 1,39+0,036™ | 1,90+0,011™ | 1,12+0,180° 1,33+£0,11% 1,21+0,029%* 0,0002
Dy, 15 1,250,018 | 1,33+0,033" | 1,23+0,029" | 1,27+0,021* | 1,11+0,029* 0,0002
Dy 1,27+0,054% | 1,2140,007 | 1,29+0,061* | 1,20+0,046™ | 1,19+0,100™ 0,3189
D 4 nixin / / 1,36+0,092° / 1,22+0,13° /
D, 1,10£0,053% | 1,10+£0,012% | 1,020,054 | 1,00+0,085" | 1,08+0,077* 0,0121
Vpliv T in M 0,0017 <0,0001 0,0062 0,0107 0,3258
(vrednost P)

Legenda: n — $tevilo paralelk, min — min, D - povprecen decimalni redukeijski Cas, D5g, TsB - povprec¢na
vrednost D pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB, Dy, 1s5 — povpreéna vrednost D pri
temperaturi pasterizacije 60 °C v gojis¢u TSB, D . u — povpreéna vrednost D pri temperaturi pasterizacije
60 °C v jajénem melanzu, D JM.XLD — Pasterizacija pri 60°C v jajénem melanzu, kontrola preZivelih bakterij
na selektivnem gojis¢u XLD, D¢, j — povpreéna vrednost D pri temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem

melanzu, so — standardni odklon, S — sev, T — temperatura pasterizacije, M — medij pasterizacije, P<0,001

statistitno zelo visoko znalilen vpliv, P<0,01 statisticno visoko znadlilen vpliv, P<0,05 statisti¢no

ab,c,d

znacdilen vpliv, — vrednosti Dz enako &rko znotraj stolpca se med seboj statistiéno znacilno ne

razlikujejo (P > 0,05) in *** — vrednosti D z enako &rko znotraj vrstice se med seboj statistiéno zna¢ilno ne
razlikujejo (P > 0,05).

Najvi§je vrednosti D so bile doloene pri sevih S. Enteritidis ZM351 (1,9 min), S.
Enteritidis ZM14 (1,39 min), S. Typhimurium ZM352 (1,33 min) in S. Senftenberg ZM492
(1,21 min) pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB, pri sevu S. Typhimurium
ZM142 (1,29 min) pa pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu. Pri vseh sevih
bakterij rodu Salmonella so bile vse vrednosti D, pridobljene pri temperaturi pasterizacije
64 °C (1,00 — 1,10 min), niZje kot pri temperaturi pasterizacije 60 °C (1,19 — 1,29 min).
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Kako vplivajo razlicne temperature pasterizacije v razlicnih medijih na vrednost D smo
dologili pri sevih S. Enteritidis ZM14 (P=0,0017), S. Enteritidis ZM351 (P<0,0001), S.
Typhimurium ZM142 (P=0,0062) in S. Typhimurium ZM352 (P=0,0107). Pri sevu S.
Senftenberg ZM492 so izbrani parametri pasterizacije vplivali na zmanj$ano preZivetje
bakterijskih celic (priloga C2), vendar ne znacilno (P=0,3258).

Pri sevih S. Typhimurium ZM142 in S. Senftenberg ZM492 smo dologili §tevilo preZivelih
bakterij pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu na selektivnem gojis¢u XLD
in na neselektivnem gojis¢u TSAP (priloga C1). Povpre¢ne vrednosti D so podobne ne
TSAP smo opravili zato, ker smo predvidevali, da bo na selektivnem gojis¢u XLD
doloceno Stevilo prezivelih salmonel bistveno manjse kot Stevilo, doloceno na gojiscéu
TSAP, ki nudi poskodovanim celicam boljSe razmere za rast.

Posamezen sev bakterij rodu Salmonella je vplival na vrednosti D pri temperaturah
pasterizacije 58 °C in 60 °C v gojis¢u TSB (P=0,0002) in pri temperaturi pasterizacije 64 °C
v jajénem melanzu (P=0,0121), medtem ko pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem
melanzu posamezen sev ni imel vpliva (P=0,3189).

Kot primer je na sliki 4.5 prikazano preZivetje bakterij seva S. Enteritidis ZM351 pri
razli¢nih temperaturah pasterizacije v razlicnih medijih. Pri temu sevu je najbolj vidno,
kako wvplivajo razli€ne temperature pasterizacije v razliénih medijih na prezivetje
bakterijskih celic. Po treh minutah pasterizacije je v vseh kombinacijah pasterizacije vidno
najhitrejSe odmiranje bakterijskih celic, najbolj strma pa je krivulja pri temperaturi
pasterizacije 64 °C v jajénem melanzu.
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Slika 4.5: Krivulje preZivetja seva S. Enteritidis ZM351 pri temperaturah pasterizacije 58 °C in 60 °C v
gojis¢u TSB ter pri 60 °C in 64 °C v jajénem melanZu

Legenda: 58-TSB — pasterizacija pri 58 °C v gojis¢u TSB; 60-TSB — pasterizacija pri 60 °C v gojis¢u TSB;
60-JM — pasterizacija pri 60 °C v jajénem melanzu; 64-JM — pasterizacije pri 64 °C v jaj¢nem melanzu.
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4.3.2 Vpliv temperature in medija pasterizacije na preZivetje izbranih sevov bakterij
rodu Salmonella pri pasterizaciji

Glede na $tevila preZivelih bakterij sevov S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM351, S.
Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg ZM492 pri posamezni
izvedbi pasterizacije smo proucevali vpliv povi§ane temperature v istem mediju (58 °C in
60 °C v gojis¢u TSB, 60 °C in 64 °C v jajénem melanzu) in vpliv razli¢nega medija
(gojis¢e TSB in jajéni mlanz pri 60 °C) na vrednost D. Za primerjavo vrednosti D smo
uporabili modele 3.7, 3.8 in 3.9.

V preglednici 4.3 so prikazane povpreéne vrednosti D za seve S. Enteritidis ZM14, S.
Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg
ZM492, pri vseh izvedbah pasterizacije ter vplivi temperature in medija pasterizacije na
vrednost D.

Iz rezultatov v preglednici 4.3 lahko vidimo, da pri temperaturah pasterizacije 58 °C in
60 °C v gojis¢u TSB, poviSana temperatura pasterizacije vpliva na zmanj$anje vrednosti D
pri sevih S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM351 in S. Senftenberg ZM492, medtem ko
pri sevih S. Typhimurium ZM142 in S. Typhimurium ZM352 vpliva temperature na
zmanjSano prezivelost nismo dokazali.

PoviSanje temperature pasterizacije od 60 °C na 64 °C v jajénem melanzu je vplivalo na
manjSo prezivetje vseh izbranih sevov, vendar je bil dokazan vpliv poviSane temperature
na dolo¢itev manjsih vrednosti D le pri dveh sevih, S. Enteritidis ZM351 (P=0,0072) in S.
Typhimurium ZM142 (P=0,0281).
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Preglednica 4.3: Vpliv temperature in medija pasterizacije na vrednosti D dolocene za izbrane seve
bakterij rodu Salmonella (n = 3)

Sev S. S. S. S. S,
Dso Enteritidis Enteritidis Typhimurium | Typhimurium Senftenberg
(mim) 7ZM14 ZM351 ZM142 7M352 7M492
Dy 18 1,3940,036* | 1,90+£0,011° | 1,12+0,18° 1,3340,11° 1.21+0,029°
D 158 1,25+0,018° | 1,33+0,033° | 1,23+0,029 1,27+0,02° 1,11+0,029"
Vpliv T,
(vrodnost P) 0,0268 0,0017 0,4238 0,3893 0,0074
D, 1,27+0,054* | 1,2120,007* | 1,2940,061* | 1,20+0,046 1,19+0,1%
D 1,10£0,053* | 1,10+0,012¥ | 1,02+0,054° | 1,00+0,085* | 1,08+0,077*
Vpliv T, 0,1007 0,0072 0,0281 0,1112 03673
(vrednost P)
DY 1,25¢0,018° | 1,33+0,033° | 1,23+0,029° 1,27+0,02¢ 1,11+0,029°
D, o, 1,27£0,054° | 1,2140,007° | 1,2940,061° | 1,20+0,046° 1,19+0,1°
Vpliv M, 0,7799 0,0336 0,2451 02192 0,3694
(vrednost P)

Legenda: n — §tevilo paralelk, min — min, D - povprecen decimalni redukcijski Cas, D5g, TsB — povpreéna
vrednost D pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB, Dy, 1s5 — povpreéna vrednost D pri
temperaturi pasterizacije 60 °C v gojis¢u TSB, D . ;u — povpreéna vrednost D pri temperaturi pasterizacije
60 °C v jajénem melanzu, D¢, j — povpreéna vrednost D pri temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem
melanzu, so — standardni odklon, T — temperatura pasterizacije, T; — primerjava vrednosti D pri temperaturah
pasterizacije 58 °C in 60 °C v gojis¢u TSB, T, - primerjava vrednosti D pri temperaturah pasterizacije 60 °C in
64 °C v jajénem melanzu, M — medij pasterizacije, M, — primerjava vrednosti D pri temperaturi pasterizacije
60°C v gojis¢u TSB in jajénem melnazu, P<0,001 statisti¢no zelo visoko zna¢ilen vpliv, P<0,01 statisti¢no
visoko znacilen vpliv, P<0,05 statisticno znacilen vpliv, b yrednosti DSS,TSB in D 60, sB z enako ¢rko
znotraj stolpca se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo (P > 0,05), ef yrednosti D60, g in D 60, 1M Z
enako ¢rko znotraj stolpca se med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo (P > 0,05) in ™" vrednosti D60, ™
in D¢, 1\ z enako &rko znotraj stolpca se med seboj statistiéno znagilno ne razlikujejo (P > 0,05).

Na prezivetje izbranih sevov pri temperaturi pasterizacije 60 °C medij pasterizacije ni imel
bistvenega vpliva in sicer pri sevih S. Enteritidis ZM14, S. Typhimurium ZM142, S.
Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg ZM492 in zato so tudi izraunane vrednosti D
dolo¢ene v gojiséu TSB in jajénem melanzu podobne. Pri sevu S. Typhimurium ZM351
smo dolocili boljse prezivetje bakterijskih celic in s tem tudi vi§jo povpre¢no vrednost D v
gojiscu TSB (P=0,0336).

Na sliki 4.6 so prikazane povpreéne vrednosti D za izbrane seve S. Enteritidis ZM14, S.
Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg
ZM492 pri temperaturah pasterizacije 58 °C, 60 °C in 64 °C v gojis¢u TSB in v jajénem
melanzu. Za vse seve velja, da je prezivetje bakterijskih celic najvecje pri pasterizaciji v
gojis¢u TSB pri 58 °C, najmanjse pri pasterizaciji 64 °C v jajénem melanzu in zato so tudi
izracunani decimalni redukcijski Casi najmanj$i pri najvisji temperaturi pasterizacije (64
°C). Najvisji decimalni redukcijski ¢as smo dologili pri sevu S. Enteritidis ZM351 pri
pasterizaciji v gojis¢u TSB pri 58°C.
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Slika 4.6: Povprecne vrednosti D izbranih sevov bakterij rodu Salmonella pri temperaturi pasterizacije
58 °C, 60 °C in 64 °C v gojiS¢u TSB in v jajénem melanZu

Legenda: D 58-TSB — povpre¢ni decimalni redukcijski ¢as pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB;
D 60-TSB — povpreéni decimalni redukcijski ¢as pri temperaturi pasterizacije 60 °C v gojis¢u TSB; D 60-JM
— povprecni decimalni redukcijski ¢as pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu; D 64-JM —
povpre¢ni decimalni redukeijski pri temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem melanZu.
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5. RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Potek pasterizacije in izra¢un vrednosti D

Namen nasega raziskovalnega dela je bil, da preu¢imo vrednosti D razli¢nih sevov bakterij
rodu Salmonella, pri temperaturah pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB, 60 °C v gojis¢u TSB
in jajénem melanzu ter pri 64 °C v jajénem melanZu. Potek eksperimentalnega dela je bil za
vse seve bakterij rodu Salmonella in vseh pasterizacijah enak. Potekal je po naslednjih
osnovnih stopnjah: priprava inokuluma izbranega seva bakterij rodu Salmonella; priprava
suspenzije (gojis¢e TSB ali jajéni melan?) z zadetno koncentracijo salmonel 10° —
10"cfu/ml, razdelitev suspenzije po 4 ml v epruvete za pasterizacijo; pasterizacija v vodni
kopeli pri 58 °C, 60 °C ali 64 °C; vzorcenje po 3, 5, 10, 15 min pasterizacije; doloGanje
zacetnega Stevila in Stevila prezivelih salmonel pri pasterizaciji z metodo Stetja na trdnem
gojis¢u (SIST EN ISO 4833, 2003); risanje premic prezivetja; raCunanje vrednosti D;
izraCun statisti€nih parametrov in statisticna analiza vrednosti D.

Pasterizacijo 10-ih razli¢nih sevov bakterij rodu Salmonella pri 60 °C so podobno kot v
naSem primeru opravili Juneja in sod. (2002). Razlika glede na nase eksperimentalno delo
je bila v tem, da smo mi opravili pasterizacije v jajénem melanzu, Juneja in sod. (2002) so
pasterizacijo izvedli v gojiScu z govejim ekstraktom in z zaCetnim Stevilom bakterij rodu
Salmonella 107 — 10° cfu/ml.

5.1.2 Vpliv vrste seva bakterij rodu Salmonella na preZivetje bakterijskih celic pri
pasterizaciji

V prvem delu smo doloc¢ili prezivetje 17-ih sevov bakterij rodu Salmonella pri temperaturi
pasterizacije 58 °C v goji§¢u TSB. Po risanju krivulj in premic prezivetja smo iz enacb
premic po 5-ih min pasterizacije izraCunali povprecne vrednosti D. Posamezna vrsta seva
bakterij rodu Salmonella je imela vpliv na prezivetje bakterijskih celic pri pasterizaciji
oziroma na vrednost D (P<0,0001). Najve¢jo povprecno vrednost D je imel sev S.
Enteritidis ZM351 1,90 min in najmanjso sev S. Heidelberg ZM11 1,08 min.

Vrednosti D pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojis¢u TSB, dobljene pri nasem delu za
seve S. Typhimurium in S. Anatum ter za vse vkljuene seve lahko primerjamo s
podobnimi rezultati, ki so jih dobili Quantavalla in sod. (2001). Povpre¢ne vrednosti D pri
naSem poizkusu so bile za sev S. Typhimurium 1,24 min, za sev S. Anatum 1,37 min in za
vse vkljucene seve 1,30 min, Quantavalla in sod. (2001) so dolocili povprecne vrednosti D
za seve S. Typhimurium (16 sevov) 1,33 min, za seve S. Anatum (4 sevi) 1,63 min in za
vse vkljucene seve (88 sevov) 1,34 min.

Prezivetje salmonel pri temperaturi pasterizacije 58 °C so raziskovali tudi Maas in sod.
(2003a), ki so v poizkus vkljucili Se proucevanje vpliva razliénih vrednosti pH na
prezivetje bakterij rodu Salmonella. Ugotovili so, da poleg vrste seva bakterij rodu
Salmonella vpliva na prezivetje bakterijskih celic tudi vrednost pH. Za bakterije rodu
Salmonella so dokazali, da imajo najvi§jo toplotno odpornost pri vrednostih pH okrog 6. V
pufru (vrednost pH 7,0) so za sev S. Typhimurium izracunali vrednost D 0,33 min, za sev
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S. Senftenberg 775W pa vrednost D 2,8 min (Manas in sod., 2003a). Pri nasem
raziskovalnem delu so bile izraCunane povprecne vrednosti D za vse preiskovane seve S.
Typhimurium vi§je (1,24 min) in za sev S. Senftenberg ZM492 (1,21 min) niZje, vrednost
pH naSega gojis¢a TSB je bila 7,3.

Vpliv vrste seva bakterij rodu Salmonella na preZivetje pasterizacije smo podrobneje
proucili na izbranih sevih S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM351, S. Typhimurium
ZM142, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg ZM492 (preglednica 4.3).

V naSem poskusu so bile povpreéne vrednosti D pri temperaturi pasterizacije 58 °C v
gojis¢u TSB v obmodju od 1,12 min (S. Typhimurium ZM142) do 1,9 min (S. Enteritidis
ZM351). Quantavalla in sod. (2001) so dolo¢ili vrednosti D za razliéne seve bakterij rodu
Salmonella od 0,79 do 2,67 min. V naSem poizkusu smo pri temperaturi pasterizacije 60 °C
v gojis¢u TSB izradunali vrednosti D v obmo¢ju od 1,11 min (S. Senftenberg ZM492) do
1,33 min (S. Enteritidis ZM351), pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanZu so
bile v obmodju od 1,19 min (S. Senftenberg ZM492) do 1,29 min (S. Typhimurium
ZM142) in pri temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem melanzu so bile v obmogju od
1,00 min (S. Typhimurium ZM352) do 1,10 min (S. Enteritidis ZM14 in S. Enteritidis
ZM351). Qvatavalla in sod. (2001) so v prasi¢jem mesu dolo¢ili vrednosti D za sev S.
Potsdam 133 pri temperaturi pasterizacije 58 °C 4,8 min, pri temperaturi pasterizacije 60 °C
1,57 min in pri temperaturi pasterizacije 63 °C 0,24 min.

Vpliv vrste seva na vrednost D smo dologili pri temperaturah pasterizacije 58 °C in 60 °C v
gojis¢u TSB (P=0,0002) in pri temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem melanZu
(P=0,0121). Pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu posamezna vrsta seva ni
vplivala na prezivetje bakterijskih celic (P=0,3189). Quintavalla in sod. (2001) so pri
proucevanju vpliva seva na vrednost D ugotovili, da pri temperaturi pasterizacije 58 °C na
prezivetje salmonel vpliva vrsta seva bakterij rodu Salmonella, pri 60 °C je le manjsi vpliv
posameznega seva, medtem ko pri 63 °C na prezivelost celic posamezen sev ve¢ ne vpliva.

Quantavalla in sod. (2001) so v praSi¢jem mesu za ve¢ sevov bakterij rodu Salmonella
izraGunali povpre¢no vrednost D pri temperaturi pasterizacije 63 °C 0,31 min. Pri naSem
poizkusu smo izraGunali povpreéne vrednosti D pri temperaturi pasterizacije 64 °C v
jajénem melanzu od 1,00 — 1,11 min, odvisno od posameznega seva bakterij rodu
Salmonella.

Pasterizacijo 10-ih razli¢nih sevov bakterij S. Enteritidis pri 60 °C v jajénem melanZu so
raziskovali Juneja in sod. (2002) in prisli do ugotovitev, da posamezena vrsta seva vpliva
na prezivetje bakterijskih celic. Povpre¢na vrednost D je bila v obmoc¢ju 0,20 — 0,52 min
(povprecje 0,33 min). StatistiCna analiza vrednosti D, je pokazala, da se sevi glede na
toplotno odpornost med seboj razlikujejo (P=0,04) (Juneja in sod., 2002). Pri nasem
poizkusu smo pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melazu izracunali povpre¢ni
vrednosti D za seva S. Enteritidis ZM14 1,27 min in S. Enteritidis ZM351 1,21 min.
Razlike med vrednostmi D razli¢nih sevov so bile majhne, statisticno neznacilne. Eden od
razlogov bi bil lahko v izvedbi pasterizacije. V nasem poskusu smo prezivetje bakterij
dolocali pri pasterizaciji v jajénem melanzu v steklenih epruvetah, medtem ko so Juneja in
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sod. (2002) dolocali prezivetje v posebnem aparatu, ki jim je omogocal hitro spreminjanje
temperatur in vecje Stevilo vzorcenj v kratkem Casu pasterizacije.

5.1.3 Vpliv temperature in medija pasterizacije na preZivetje bakterij rodu
Salmonella

Vpliv temperature in medija pasterizacije smo podrobneje proucili na izbranih sevih S.
Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM142, S. Typhimurium ZM352
in S. Senftenberg ZM492.

Za povprecne vrednosti D, ki smo jih dolo€ili za pet izbranih sevov bakterij rodu
Salmonella pri temperaturah pasterizacije pri 58 °C in 60 °C v gojis¢u TSB ter pri
temperaturah pasterizacije 60 °C in 64 °C v jajénem melanzu lahko ugotovimo, da imata
temperatura in medij pasterizacije pri vseh sevih, razen pri sevu S. Senftenberg ZM492
vpliv na povprecno vrednost D (preglednica 4.3).

Rezultate lahko le deloma primerjamo z literaturo za sev S. Senftenberg 775W. Manas in
sod. (2003b) so pri temperaturah pasterizacije 60 °C, 64 °C in 70 °C v jajénem melanZu
graficno dolocili vrednosti D 5,5 min, 0,65 min in 0,082 min, ¢as zadrZevanja na
posamezni temperaturi pasterizacije v industriji pa priporocajo 3,5, 2,5 in 1,5 min. Prav
tako so Manas in sod. (2003b) za sev S. Senftenberg 775W proucevali vpliv izotermalnega
Soka, zadrZevanje vzorca 1 uro pri 54 °C, na vrednosti D pri temperaturi pasterizacije 63 °C
v jajénem melanzu in ugotovili, da se vrednost D pri Soku povisa iz 1,2 na 3,1 min. Pri
nasem delu nismo uporabili najbolj odpornega seva S. Senftenberg 775W, ampak sev S.
Senftenberg ZM492. Izradunali smo povpreéne vrednosti D pri temperaturah pasterizacije
58 °C v gojis¢u TSB (1,21 min), 60 °C v gojis¢u TSB (1,11 min), 60 °C v jajénem melanzu
(1,19 min) in 64 °C v jaj¢nem melanzu (1,08 min). Zaradi razli¢nega seva S. Senftenberg
se tudi rezultati razlikujejo.

Vpliv temperature pasterizacije v istem mediju na povprecno vrednost D smo proucevali za
izbrane seve bakterij rodu Salmonella pri temperaturah pasterizacije 58 °C in 60 °C v
gojis¢u TSB in pri temperaturah pasterizacije 60 °C in 64 °C v jajénem melanZu
(preglednica 4.4). Pri temperaturah pasterizacije 58 °C in 60 °C v gojis¢u TSB imajo sevi
S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg
ZM492 nizje povpreéne vrednosti D kot pri temperaturi 60 °C, medtem ko ima sev S.
Typhimurium ZM142 niZjo povpreéno vrednost D pri temperaturi 58 °C (P=0,4238). Pri
temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu imajo vsi sevi niZje povpre¢ne vrednosti
D kot pri temperaturi 64 °C. Vpliv poviSane temperature na preZivetje bakterij rodu
Salmonella v prasi¢jem mesu so raziskovali tudi Quantavalla in sod. (2001). Ugotovili so,
da se vrednosti D zmanj$ajo pri temperaturah pasterizacije 60 °C (1,57 min) in 64 °C
(0,24 min) v primerjavi s temperaturo pasterizacije 58 °C (4,8 min). Vpliv povisane
temperature pasterizacije v jajénem melanzu na bakterije seva S. Typhimurium DT104 sta
raziskovala tudi Jung in Beauchat (2000) in ugotovila, da ima poviSana temperatura
pasterizacije 61 °C (D = 0,17 min) velik vpliv na zmanjSanje prezivelosti v primerjavi s
temperaturo pasterizacije 57 °C (D = 1,91 min).

Vpliv medija pasterizacije (gojis¢e TSB in jaj¢ni melanz) na povprecno vrednost D smo
proucevali pri temperaturi pasterizacije 60 °C (preglednica 4.4). Povpre¢ne vrednosti D so
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bile vi§je v jajénem melanzu pri sevih S. Enteritidis /M14 (Deo,tsB: 1,25 min in Dgo m:
1,27 min), S. Typhimurium /M142 (Dso.rse: 1,23 min in Dgopm: 1,29 min) in S.
Senftenberg 7M492 (Dso.rsB: 1,11 min in Dggym: 1,19 min) oziroma visje v gojiscu TSB
pri sevih S. Enteritidis ZM351 (Dso.rse: 1,33 min in Dgoym: 1,21 min) in S. Typhimurium
7ZM352 (Dso,1sB: 1,27 min in Dgo m: 1,20 min). Vpliv medija na dolocitev vrednosti D smo
dokazali le pri enem sevu S. Enteritidis ZM351.

Quantavalla in sod. (2001) so ugotovili, da je prezivetje bakterijskih celic rodu Salmonella
bolj$a v zivilu kot v gojis¢u. Primerjali so vrednosti D pri temperaturi pasterizacije 58 °C,
dolocene za salmonele v prasi¢jem mesu (od 2,79 do 4,8 min) in gojis¢u TSB (od 0,79 do
2,67 min). Pri naSem delu smo primerjali prezivetje bakterij rodu Salmonella pri
temperaturi pasterizacije 60 °C v gojis¢u TSB (vrednosti D od 1,11 do 1,33 min) in jajénem
melanzu (vrednosti D od 1,19 do 1,29 min). BoljSe prezivetje bakterijskih celic v jaj¢énem
melanzu smo sicer dolo¢ili pri sevih S. Enteritidis ZM14, S. Typhimurium ZM142 in S.
Senftenberg ZM492, vendar pa razlike niso bile statisti¢no znacilne. Na visje vrednosti D v
gojiscu TSB, kot pa v jajénem melanzu, bi lahko vplivala tudi vrednost pH. Gojis¢e TSB
ima vrednost pH 7,3, pasteriziran jajéni melanz, kakrSnega smo uporabili pri poizkusu, pa
med 6,4 in 8 (Sheldon, 2005). Ce je imel na$ pasteriziran jajéni melanz vrednost pH blizu
8, potem je razumljivo, da je so vrednosti D nizje. To lahko samo domnevamo, kajti
vrednosti pH jajénemu melanzu nismo izmerili. Manas in sod. (2003b) so proucevali
prezivetje bakterij S. Senftenberg 775W v fosfatnem pufru in jajénem melanzu pri
temperaturi pasterizacije 63 °C, pri obeh medijih enaki vrednosti pH 7,7 in doloéili visje
vrednosti D v jajénem melanzu.
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5.2 SKLEPI

Glede na nase rezultate diplomskega dela smo naredili naslednje sklepe:

- Vrsta seva bakterij rodu Salmonella vpliva na povpreéne vrednosti D pri
temperaturah pasterizacije 58 °C in 60 °C v gojis¢u TSB in pri temperaturi
pasterizacije 64 °C jajénem melanzu.

- Vrsta seva bakterij rodu Salmonella ne vpliva na povpreéne vrednosti D pri
temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu.

- Izbrani parametri pasterizacije (temperatura: 58 °C, 60 °C in 64 °C ter medij: gojisce
TSB in jajéni melanz) vplivajo na prezivetje sevov S. Enteritidis ZM351, S.
Enteritidis ZM14, S. Typhimurium ZM142 in S. Typhimurium ZM352.

- Vi§ja temperatura pasterizacije (60 °C v primerjavi s 58 °C) v gojis¢u TSB vpliva
na zmanj$anje povpreéne vrednosti D pri sevih S. Enteritidis ZM14, S. Enteritidis
ZM351 in S. Senftenberg ZM492, medtem ko na razlike pri sevih S. Typhimurium
ZM142 in S. Typhimurium ZM352 ne vpliva.

- Vi§ja temperatura pasterizacije (60 °C v primerjavi s 64 °C) v jajénem melanZzu
vpliva na zmanjSanje povpreéne vrednosti D pri sevih S. Enteritidis ZM351 in S.
Typhimurium ZM142, medtem ko tega vpliva pri sevih S. Enteritidis ZM14, S.
Typhimurium ZM352 in S. Senftenberg ZM492 nismo dokazali.

- Vpliv medija pasterizacije (gojis¢e TSB in jajéni melanz) pri temperaturi
pasterizacije 60 °C na povpreéno vrednost D smo doloéili pri pri sevu S. Enteritidis
ZM351.
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6 POVZETEK

Pasterizacija je blag toplotni postopek za obdelavo zivil. Zivilom s tem postopkom
podaljSamo cas obstojnosti, saj uni¢imo vecino vegetativnih celic. Postopek toplotne
obdelave zivil je obi¢ajno dolocen s toplotno najbolj odpornimi mikroorganizmi, ki so v
Zivilu.

Pri zivilih kot so jajca, jajéni izdelki, majoneze, omake, pisS¢ancje meso in izdelki, prasi¢je
meso, kjer lahko predvidevamo kontaminacijo z bakterijami rodu Salmonella, je
priporocljivo pri nacrtovanju postopka pasterizacije upostevati toplotno najbolj odporen
sev S. Senftenberg 775W. Uspesnost pasterizacije je odvisna od mnogih dejavnikov, kot so
zacetno Stevilo mikroorganizmov, vrednost pH, vrednost a,, in razni dodatki (sol, sladkor)
v zivilu. Ob slabo ali pomanjkljivo izvedeni pasterizaciji je vecja moZznost prezivetja
bakterijskih celic, kar lahko vodi do neustreznosti izdelka ali do navzkrizne kontaminacije
drugih zivil.

Pri naSem delu smo Zeleli ugotoviti vplive temperature in ¢asa pasterizacije, vrste medija in
vrste seva bakterij rodu Salmonella na vrednosti D. PreZivetje bakterij rodu Salmonella
smo dolocili s standardno Stevno metodo (SIST EN ISO 4833 (2003)). Glede na Stevila
prezivelih bakterijskih celic smo narisali premice prezivetja. Iz enaCb premic smo
izracunali vrednosti D. Vrednosti D smo statisticno obdelali s programom SAS/STAT.
Glede na dobljene rezultate lahko zaklju¢imo, da posamezna vrsta seva bakterij rodu
Salmonella pri temperaturah pasterizacije 58 °C in 60 °C v gojis¢u TSB ter pri temperaturi
pasterizacije 64 °C v jajénem melanzu vpliva na prezivetje bakterijskih celic, medtem ko
pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu tega vpliva nismo dokazali.

Temperatura pasterizacije (58 °C, 60 °C in 64 °C) in medij pasterizacije (gojis¢e TSB in
jajéni melanz) sta vplivala na prezivetje bekterijskih celic pri vseh preiskovanih sevih
bakterij rodu Salmonella, vendar je ta vpliv znacilen za seve S. Enteritidis ZM14, S.
Enteritidis ZM351, S. Typhimurium ZM142 in S. Typhimurium ZM352, medtem ko za sev
S. Senftenberg ZM492 ta vpliv ni znacilen. NajniZja povpre¢na vrednost D je bila pri vseh
sevih pri temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem melanzu, in sicer od 1,00 — 1,10 min,
najvi§ja pa pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojiséu TSB za seve S. Enteritidis ZM14
(1,39 min), S. Enteritidis ZM351 (1,9 min), S. Typhimurium ZM352 (1,33 min) in S.
Senftenberg ZM492 (1,21 min) ter pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu
za sev S. Typhimurium ZM142 (1,29 min). Lahko sklenemo, da vi§ja temperatura
pasterizacije pri vseh priskovanih sevih bakterij rodu Salmonella vpliva na zmanjsanje
Stevila prezivelih bakterijskih celic.
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PRILOGE
Priloga A: Rast bakterij seva S. Enteritidis ZM2 pri temperaturi 37 °C v gojis¢u TSB

CAS (ura) 0 2 4 6 8 10 24 28

log N A | 524 | 581 | 737 | 873 | 893 | 936 | 949 | 9.6l
Paralelka

(cfu/ml) B | 530 | 579 | 742 | 8812 | 893 | 930 | 9,49 | 9,65

Legenda: A — prva paralelka; B — druga paralelka; N (cfu/ml) — Stevilo bakterij

Priloga B1: Prezivetje 17-ih sevov bakterij rodu Salmonella pri temperaturi pasterizacije
58 °C v gojis¢u TSB

Cas (min) 0 3 5 10 15

aralelka |A |[B |[C |A |[B |c |A [B |c |A |[B |[Cc |A |[B |C

Sev log N (cfu/ml)

S. Enteritidis

TM2 7,41 741 | 7,41 | 437 | 444 | 470 | 4,15 | 424 | 3,73 | 4,03 | 4,06 | 3,68 | 3,41 3,49 | 3,56

S. Enteritidis

> 6,95 7,14 | 7,01 | 5,03 | 488 | 424 | 3,26 | 3,51 | 3,53 | 3,12 | 3,11 | 2,99 | 2,97 3,07 | 3,09

ZM14

S. Enteritidis 7,02 7,02 | 7,02 | 3,98 | 3,30 | 3,88 | 2,73 | 3,77 | 2,55 | 3,20 | 3,19 | 3,72 | 1,39 2,07 | 2,92

ZM348 > > > ’ » b 9 ’ 9 > ’ ’ 9 ’ 9

S. Enteritidis

> 6,06 592 | 595 | 4,04 | 4,17 | 4,07 | 3,50 | 3,34 | 3,35 | 2,53 | 2,66 | 3,08 | 2,82 2,51 | 2,78

ZM351

S.Typhimurium

> 7,31 7,14 | 7,19 | 3,54 | 3,60 | 4,55 | 2,00 | 2,84 | 3,40 | 3,23 | 2,64 | 2,13 | 2,19 2,83 | 1,00

ZM142

S.Typhimurium

> 7,05 7,02 | 7,06 | 4,09 | 3,70 | 3,78 | 3,76 | 3,35 | 3,17 | 3,27 | 3,00 | 3,23 | 2,82 3,03 | 3,06

ZM352

S.Typhimurium

y 7,07 7,07 | 7,07 | 3,74 | 4,88 | 3,95 | 3,06 | 3,36 | 3,31 | 2,79 | 3,12 | 2,83 | 2,38 2,75 | 2,45

ZM375

S. Anatum 7,02 7,02 | 7,02 | 491 | 5,18 | 531 | 3,90 | 3,55 | 3,17 | 3,44 | 3,53 | 3,69 | 3.45 3,17 | 3,29

ZM148 ) > ) > b > ] ) ) > > ) ) > >

S. Anatum 5,97 590 | 5,79 | 3,31 | 3,41 | 3,22 | 2,77 | 2,98 | 2,07 | 1,54 | 1,39 | 0,84 | 1,47 1,17 | 1,60

ZM149 b ] b > ki > 9 9 9 b > b H £ i

> Hadar 702 | 7,12 | 7,17 | 349 | 338 | 2,91 | 2,96 | 3,15 | 2,83 | 3,27 | 2,52 | 3,39 | 2,65 | 2,25 | 2,72

ZM123 i ’ i ) > b 9 b 9 > b > 9 ) i

S. Hadar 7,22 7,11 | 7,19 | 3,85 | 3,92 | 3,69 | 3,31 | 3,31 | 3,02 | 3,35 | 2,89 | 3,20 | 2,45 2,84 | 2,72

ZM378 > > > ’ » B 9 » ” » ’ » 9 ’ ’

S. Heidelberg

IM 11 7,26 726 | 7,26 | 425 | 424 | 4,11 | 3,07 | 2,54 | 2,47 | 2,16 | 245 | 1,77 | 1,74 2,19 | 3,30

S. Heidelberg

> 7,08 7,08 | 7,10 | 2,95 | 2,84 | 3,27 | 3,03 | 3,16 | 3,31 | 3,23 | 3,11 | 3,27 | 2,73 2,74 | 2,48

ZM 134

S Senftenberg 6,99 7,01 | 6,93 | 3,86 | 3,81 | 3,66 | 2,87 | 2,96 | 3,04 | 2,41 | 3,11 | 3,10 | 2,86 2,82 | 2,53

ZM492 b ] b ’ b i 9 9 9 ) ’ b 9 ’ >

S. Brandenburg

M4 7,02 7,02 | 7,02 | 3,65 | 2,69 | 3,00 | 2,97 | 3,52 | 3,19 | 3,38 | 3,10 | 3,21 | 2,75 2,17 | 3,55

S Infantis

7MO9 7,04 7,06 | 7,05 | 4,44 | 438 | 443 | 3,28 | 3,09 | 3,16 | 2,71 | 2,51 | 2,76 | 2,60 1,81 | 2,53

S. Infantis 7,09 724 | 724 1479 | 4,69 | 427 | 3,08 | 3,17 | 2,94 | 2,83 | 2,61 | 2,61 | 2,62 2,94 | 3,02

ZM350 i > > £ i > H b 9 ] ] i 9 £ b

Legenda: A — prva paralelka; B — druga paralelka; C — tretja paralelka; N (cfu/ml) — Stevilo bakterij




Priloga B2: Vrednosti D 17-ih sevov bakterij rodu Salmonella pri temperaturi pasterizacije
58 °C v gojis¢u TSB

Sev Paralelka Dsg rsp (min)

S. Enteritidis A 1.46

C 1.33

S. Enteritidis A 1.36

ZM14 B 1.37

C 1.43

S. Enteritidis A 1.14

ZM348 B 143

C 1.1

S. Enteritidis A 1.9

ZM351 B 191

C 1.89

S. Anatum A 1.58

ZM148 B 1.45

C 1.32

S. Anatum A 1.65

ZM149 B 1.33

C 1.51

S. Typhimurium A 0.92

ZM142 B 1.12

C 1.3

S. Txphimurium A 1 24
7M375 B 1.3

C 1.28

S. Typhimurium ‘g 11 436

ZM352 C 154

S. Braznlii/le;lburg g % ;?

C 1.23

S.I{lfantis f}g i ;41;

ZM9 C 127

S.VInfantis g i %g

ZM350 C 114

S. Hadar g 11 125

ZM123 C 1.09

S; Hadar ‘g % %3

ZM378 C 116

S. Semftemberg f}g 11 128

ZM492 C 154

S. Heidelberg A L.17

IMI11 B 1.05

C 1.03

S. Heidelberg A L.16

7ZM134 B 1.19

C 1.25




Priloga C1: Prezivetje izbranih sevov bakterij rodu Salmonella pri temperaturi pasterizacije
60 °C v gojis¢u TSB in v jajénem melaZu, ter pri temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem

melazu
Pasterizacija pri 60 °C v gojis¢u TSB
Cas (min) 0 3 5 10 15
Paralelka A [B Jc |a |B |c [a [B |c |A |[B |C |Aa [B |cC
Sev log N (cfu/ml)
S. Enteritidis ZM14 700 | 7 | 7o [ 7an [ 70 | 700 | 306 | 350 | 3.8 | 360 | 3.98 | 3.74 | 3.47 | 3.22 | 3,63
S. Enteritidis ZN{351 7,09 | 7,09 | 7.09 | 411 | 376 | 336 | 3,00 | 3,00 | 3,17 | 3.05 | 3.26 | 314 | 297 | 169 | 3,04
S. TyphimuriumZMI142 | 708 | 709 | 7,13 | 7.08 | 7,00 | 7.13 | 3.19 | 3.41 | 3.61 | 326 | 2.87 | 1.17 ) 276 | 2,56 | 238
S. TyphimuriumZM352 | 71y | 703 | 7.3 [ 374 | 330 | 338 | 3,02 | 321 | 296 | 274 | 2.84 | 342 | 2.64 | 2.87 | 251
S. Senftenberg ZM492 | 601 | 691 | 6,86 | 2.87 | 292 | 272 | 326 | 3.07 | 243 | 241 | 2555 | 2,16 | 220 | 1.84 | 2.20
Pasterizacija pri 60 °C v jajénem melanZu
Cas (min) 0 3 5 10 15
Paralelka A [B Jc |a |[B |Cc [aA |[B |Jc |A |[B |C |A [B |C
Sev log N (cfu/ml)
S. Enteritidis ZM 14 696 | 711 | 697 | 320 | 3.30 | 331 | 323 | 327 | 3.20 | 3,08 | 328 | 3.16 | 3.19 | 2,13 | 2,96
S. Enteritidis ZM351 699 | 7,03 | 694 | 3.76 | 428 | 437 | 345 | 322 | 3.27 | 346 | 328 | 331 | 3,00 | 318 | 299
S. TyphimuriUT?ZMmz 7,07 | 7,09 | 7.11 | 3,13 | 3,00 | 324 | 3.7 | 337 | 3.9 | 323 | 3,14 | 3.05 | 2,91 | 2,94 | 2,96
S. TyphimuriumZM142* | (73 | 662 | 6,58 | 292 | 3,61 | 3.23 | 297 | 317 | 329 | 2.80 | 2,69 | 1,00 | 1.81 | 1,60 | 1.65
S. TyphimuriurQZM%Z 7,09 | 7,09 | 7,09 | 3,02 | 3,38 | 340 | 3.45 | 327 | 3,38 | 3,05 [ 333 | 272 | 320 | 272 | 3,10
S. Senftenberg ZM492 | 656 | 6,84 | 6,81 | 2.80 | 231 | 2,79 | 2.40 | 2,64 | 2.60 | 2.61 | 2,82 | 2.85 | 2.50 | 238 | 2,34
S. Senftenberg ZM492* | 661 | 643 | 6,55 | 263 | 321 | 247 | 3.00 | 270 | 2,04 | 236 | 230 | 2,14 | 147 | 100 | 1,30
Pasterizacija pri 64 °C v jajénem melanZu
Cas (min) 0 3 5 10 15
Paralelka A [B Jc |aA |[B |c [aA |B |Jc |A |[B |C |A [B |cC
Sev log N (cfu/ml)
S. Enteritidis ZM14 693 | 691 | 688 | 3.20 | 299 | 3,04 | 247 | 236 | 277 | 199 | 238 | 232 | 2.13 | 1,70 | 2,00
S. Enteritidis ZM351 6,98 | 690 | 691 | 2,91 | 2,79 | 2,95 | 2,65 | 2,50 | 2.60 | 2,14 | 236 | 234 | 177 | 197 | 2,14
S. TyphimuriumZM142 | 699 | 704 | 694 | 272 | 327 | 302 | 236 | 194 | 242 | 030 | 0,00 | 1,74 | 0.00 | 0,00 | 0,00
S. TyphimuriumZM352 | 714 [ 717 | 7.2 | 2.56 | 2.61 | 249 | 214 | 204 | 2.83 | 232 | 220 | 238 | 232 | 234 | 243
S. Senftenberg ZM492 | 655 | 652 | 6,56 | 205 | 3.11 | 330 | 226 | 161 | 234 | 176 | 182 | 223 | 2.08 | 2,01 | 179

Legenda: * - dolocitev prezivelih bakterij rodu Salmonella na selektivnem gojis¢u XLD.




Priloga C2: Vrednosti D za 5 izbranih sevov bakterij rodu Salmonella pri temperaturah
pasterizacije 58 °C, 60 °C in 64 °C v gojis¢u TSB in v jaj¢nem melanzu

Paralelka | ae | s | Dee | e | e
L A 1,36 1,27 / 124 1,08
> Eznlfjrffdls B 1,37 123 / 1,33 1,06
C 143 126 / 1,24 1,16
S. Enteritidis A 1,9 1,35 / 1,2 1,1
IM351 B 1,91 1,29 / 121 1,08
C 1,89 134 / 121 1,11
S. Typhimurium A 0,92 1,21 1,26 1,22 1,03
7M142 B 1,12 1,26 1,39 1,30 0,96
C 13 121 143 1,34 1,06
S. Typhimurium A 1,46 1.28 / 121 0,95
ZM352 B 1,3 1,24 / 1,24 0,93
C 1,24 1,28 / 1,15 1,09
S. Senftenberg A 1,18 1,07 1,29 128 1,09
7M492 B 12 1.12 1,29 122 1,0
C 1,24 1,13 1,06 1,08 1,15

Legenda: Dsg 1sp — decimalni redukeijski ¢as pri temperaturi pasterizacije 58 °C v gojiséu TSB; Dy, tsp —
decimalni redukcijski Cas pri temperaturi pasterizacije 60 °C v gojiséu TSB; Dgomxip — decimalni
redukcijski ¢as pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu, po dolocitvi $tevila prezivelih bakterij
na gojiséu XLD; Dgom — decimalni redukcijski ¢as pri temperaturi pasterizacije 60 °C v jajénem melanzu;
Dgs v — decimalni redukeijski ¢as pri temperaturi pasterizacije 64 °C v jajénem melanZu; / - ni bilo izvedeno.



