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1. UvOD

Kava je jedan od najkonzumiranijih napitaka u svijetu. Zbog svojih sastojaka, kava se
smatra funkcionalnim pi¢em koje u malim koli¢inama moze pridonijeti boljem zdravlju ljudi.
Regija u kojoj je potroSnja kave najveca je Europa, a slijede ju Azija i Oceanijate Sjevernai
Juzna Amerika (Lim i sur., 2019).

Biljka kave zahtjeva posebne klimatske uvjete za rast koji su joj omoguceni u regijama
oko ekvatora. Iz tog razloga su se najveéi proizvodaci kave smjestili bas u ta podru¢ja. Cak tri
cetvrtine proizvedene kave je uzgojeno na malim farmama diljem svijeta. Neki od najvecih
izvoznika kave u svijetu su Brazil, Jemen, Indonezija, Etiopija, India, Vijetnam itd. Procjenjuje
se da ukupno 250 milijuna ljudi ovisi o proizvodnji kave u tim zemljama (Van der Stegen,
2003). Kava koja je stavljena na trziSte se gotovo u potpunosti sastoji od dvije vrste.
Najzastupljenija je Arabica, kiselkasta i aromati¢na kava slabog okusa. S druge strane je
Robusta koja ima puniji okus, ali je viSe gorka i manje aromati¢na (Wintgens, 2004). Ostale
vrste ¢ine manje od 2% kave na trzistu.

Kako bi se dobio oblik kave pogodan za konzumiranje, potrebno je pro¢i niz procesa
obrade. Pritom, u razli¢itim fazama (uklju¢uju¢i berbu, obradu, suSenje, transport i
skladistenje), moze do¢i do kontaminacije plijesnima (Girma i Sualeh, 2022). Najcesce
prisutne plijesni u zrnu kave su Aspergillus, Penicillium 1 Fusarium. Osim $to svojim rastom
unistavaju sama zrna, plijesni proizvode sekundarne metabolite, mikotoksine, koji mogu biti
Stetni za zdravlje ljudi 1 uzrokovati niz bolesti. [z tog razloga je vazno provoditi kontrolu
kvalitete proizvoda.

Cilj ovog rada bio je izolirati i identificiratiplijesni (do razine roda) u dobivenim uzorcima
kave. Takoder, Zeljelo se ispitati zadovoljavaju li dobiveni uzorci kave kriterije postavljene od

strane Ministarstva poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KAVA

Kava, lat. Coffea, je rod koji spada u porodicu Rubiaceae. Postoji preko 90 vrsta kave od
kojih su dvije ekonomski najvaznije Coffea arabica i Coffea canephora. Ponekad se vrstu C.
canephora naziva i C. robusta jer je ime njene najpoznatije sorte robusta. Takvo imenovanje
nije ispravno zato $to postoje 1 druge sorte C. canephora kao §to je conilon (Farah i Ferreira
dos Santos, 2015). Arabica, koja izvorno potjece iz Etiopije, ¢ini oko 60% ukupne kave koja
se uzgajau svijetu. Preostalih 40% uglavnom otpada na Robustu, koja potjece iz Suma sredi$nje
Afrike (Leitdo, 2019; Wintgens, 2004).

Podrucjana kojima ¢e uspjeti uzgoj kave jako ovise o klimi potrebnoj za rast same biljke.
Najvazniji klimatski ¢imbenici su temperatura i koli¢ina padalina. Temperatura ne smije
drasti¢no varirati kroz godinu te ne smije biti ni preniska ni previsoka. Padaline su potrebne za
rast same biljke, no za vrijeme cvjetanja nisu jako pozeljne. Iz tih razloga su tropska podrucja
1 viSe nadmorske visine najpogodnije za uzgoj kave. Tropske regije osiguravaju dovoljnu
koli¢inu padalina, ali 1 potrebno susno razdoblje dok nadmorske visine osiguravaju optimalnu
temperaturu (Adhikarii sur, 2020).

Sjeverna
obratnica

Ekvator

Juzna
obratnica

Vise od 75% Arabica (npr. Brazil)

Vise od 75% Robusta (npr. India)

Arabica/Robusta (npr. Indonezija)

Slika 1. Raspodjela svjetske proizvodnje kave (Patersoni sur., 2014)



Podrucja na kojima se uzgajaju Arabica i Robusta se razlikuju, no u nekim regijama je
moguce pronaci obje vrste (slika 1). Arabica se pretezno uzgaja u regijama koje su smjesStene
u SrediSnjoj 1 Juznoj Americi te isto¢nom dijelu Afrike (Van der Stegen, 2003). Raste na
nadmorskim visinama izmedu 1300 i 2000 m (Lim i sur., 2019). Optimalna temperatura za rast
je izmedu 18 1 22 °C, a potrebna koli¢ina padalina godiSnje je izmedu 1200 i 1800 mm
(Adhikari i sur., 2020). Robusta se uglavnom uzgajau podruc¢jima zapadne Afrike i juzne Azije
(Jeszka-Skowron i sur., 2016). Raste u toplijim podru¢jima na nadmorskim visinama manjim
od 1000 m (Lim i sur., 2019). Optimalna temperatura iznosi izmedu 22 i 28 °C dok je potrebna
kolic¢ina oborina izmedu 2000 i 2500 mm (Adhikari i sur., 2020).

Arabica 1 Robusta se ne razlikuju samo po okoli$nim uvjetima potrebnim za rast, vec i
po mnogim drugim znacajkama (Leitdo, 2019). Jedna od navedenih znacajki je razlika u
izgledu biljke 1 zrna (slika 2). Biljka Arabice dosiZe visinu od 6 m dok Robusta moZze doseci i
visinuod 10 m (Lim i sur., 2019). Zrna Robuste su manja i okruglija od zrna Arabice. Razlike
u veli¢ini dijelom su genetski uvjetovane, no mogu biti i rezultat utjecaja okoli$nih uvjeta

(Wintgens, 2004).

Slika 2. Izgled biljke 1 zrna Arabice (1A, 1B) i Robuste (2A, 2B) (Wintgens, 2004)


https://sciprofiles.com/profile/1232819
https://sciprofiles.com/profile/1232819

Razlike postoje i kada je rije€ o otpornosti na nametnike i bolesti. Kao i svi usjevi, kava
je podlozna raznim Stetnicima, bakterijama i plijesnima. Prisutnost nekih nametnika jako ovisi
o okoli$Snim uvjetima koji su prisutni odnosno o podru¢ju na kojem se uzgaja kava. Tako
Arabicu mogu napadati nametnici koji ne napadaju Robustu jer ih nema u podrucjima gdje se
ona uzgaja i obratno (Wintgens, 2004). Jedna od najveéih prijetnji kave je kukac
Hypothenemus hampei koji uzrokuju trule bobica. Steta uzrokovana insektima mozZe povecati
vjerojatnost nastanka gljivicnih bolesti kao Sto su bolest bobica kave, bolest uvenuc¢a kave te
hrdu lista kave (Adhikari i sur., 2020). U odnosu na Arabicu, Robusta ima vecu rezistenciju
prema bolestima (Lim i sur., 2019).

Kemijski sastav zelenih zrna Arabice i Robuste jos je jedna od znacajki po kojoj se vrste
mogu razlikovati. Ona su bogata bioaktivnim spojevima kao $to su kofein, tokoferol,
klorogenska kiselina 1 njeni derivati (Leitdo, 2019; Jeszka-Skowron 1 sur., 2016). Zeleno zrno
Robuste moze sadrzavatii do dva puta vise kofeina od Arabice (Leitdao, 2019). Sadrzaj kofeina
u zrnu Arabice iznosi 1,0-1,4%, a u zrnu Robuste 1,8-3,5 % (Wintgens, 2004). S druge strane,
kolicine tokoferola veée su u zrnu Arabice (Leitdo, 2019). Jeszka-Skowron i sur. (2016) su u
svom istrazivanju utvrdili da su koncentracije klorogenske kiseline i njenih derivata otprilike
jednake kod obje vrste. Navedeni spojevi djeluju antioksidativno na ljudsko tijelo te smanjuju
ucestalost pojave nekih bolesti kao Sto su rak, dijabetes i1 pretilost (Leitdo, 2019; Jeszka-

Skowron 1 sur., 2016).

2.1.1. Mikrobioloski Kriteriji

Sva hrana stavljena na trziSte mora poStovati mikrobioloske kriterije koje je Ministarstvo
poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja donijelo u lipnju 2008. godine. Navedeni kriteriji se
nalaze u Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za hranu (dalje u tekstu: Pravilnik) koji je
objavljenu Narodnim novinama br. 74/2008 (Benussi-Skukan i sur., 2009).

Za aerobne mezofilne bakterije i plijesni grani¢na vrijednost ispod koje se svi rezultati
smatraju zadovoljavaju¢im je 10> CFU g dok za Enterobacteriaceae grani¢na vrijednost iz-
nosi 10 CFU g!. Vrijednostiiznad 10° CFU g™ za aerobne mezofilne bakterije i plijesni te 10?
CFU g za Enterobacteriaceae smatraju se nezadovoljavaju¢im. Rezultat analize se smatra
prihvatljivim jedino ako se vrijednosti ispitivanih parametara uzoraka nalaze izmedu dviju ra-

nije navedenih vrijednosti (Benussi-Skukani sur., 2009).



2.2. PLIJESNI

Plijesni su viSestani¢ne, filamentozne gljive (Teferi 1 Ayano, 2019) koje obuhvacaju
veliki broj vrsta te pripadaju carstvu Gljiva. U prirodnom okruzenju rastu u obliku gustih
razgranatih ili nerazgranatih niti (hifa) koje tvore isprepletenu mrezu zvanu micelij. Ovakav
oblik tijela idealan je za prezivljavanje u prirodi (Kossen, 2000). Zahvaljujuéi Cinjenici da
podnose Sirok raspon uvjeta na kojima mogu prezivjeti, mogucée ih je pronac¢i na mnogim
staniStima diljem svijeta (Sekar i sur., 2008). Takoder, mogu koristiti veliki broj supstrata kao
Sto su ugljikohidrati, proteini i organske kiseline. To im omogucava rast na velikom broju
namirnica kao §to su voce, povrce, zitarice, pi¢a i mlijecni proizvodi (Dagnas i Membre, 2012).

Plijesni mogu biti korisne i primjenjive u zivotu ljudi. Neke vrste se koriste u
biotehnologiji 1 prehrambenoj industriji za proizvodnju raznih lijekova, prehrambenih
proizvoda i pi¢a. Nasuprot tome, mogu biti i patogene za biljke, Zivotinje i ljude. Mnoge vrste
napadaju biljke uzgojene za prehranu ljudi i Zivotinja te uniStavaju svjeze i obradene proizvode
Sto moze rezultirati velikim ekonomskim gubitcima (Atanda i sur., 2011). Takoder, u hranu i
krmiva mogu izlu¢ivati mikotoksine koji su toksi¢ni za ljude i Zivotinje.

Mikotoksini su sekundarni metaboliti gljiva koji izazivaju mikotoksikoze, akutna ili
kroni¢na oboljenja (ovisno o vrstii dozi toksina). Dugogodisnjim izlaganjem mikotoksinima
dolazi do pojave kroni¢nog oblika bolesti. Mikotoksikoze su Ceste u zemljama koje se nalaze
u tropskim podru¢jima, a osim S§to uzrokuju bolesti, mikotoksini mogu biti kancerogeni,
genotoksicni i mutageni (Peraicai Rasi¢, 2012). Neke od bolesti koje uzrokuju su leukopenija,
imunodeficijencija pa ¢ak i rak jetre (Pakshir i sur., 2021). Kod Zivotinja, bolesti ukljucuju
oStecenja jetre 1 bubrega, napad na srediSnji ziv€ani sustav te kozne bolesti (Atanda i sur.,
2011). Ve¢ina mikotoksina je vrlo termostabilna i rezistenta na u¢inke UV svijetla §to znatno
utjece na tezinu njihovog unistenja (Peraica i Rasi¢, 2012; Atanda i sur., 2011). Okratoksin A
(OTA), aflatoksini i fumonizini samo su neki od mikotoksina proizvedeni od strane plijesni
(Adhikari i sur, 2020).

Glavni rodovi filamentoznih gljiva koji proizvode mikotoksine su Aspergillus,
Penicillium 1 Fusarium. Aspergillus je jedan od ekonomski, ekoloski 1 medicinski najvaznijih
rodova plijesni (Asan, 2003). Poznato je vise od 400 razlicitih vrstatogroda (Houbrakeni sur.,
2020). Neke od njih se koriste u industriji pi¢a, farmaceutskoj i enzimskoj industriji. Neke pak
mogu izazvati bolesti kod ljudi. Poznato je 20-ak takvih vrsta, a neke od njih su Aspergillus

fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger. Ve¢ina vrsta unutar roda Aspergillus je slabo
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poznata, no medu njima postoje i neke od najproucavanijih vrsta plijesni. Siroko su
rasprostranjene zahvaljujuéi ¢injenici da rastu na mnogo razlicitih izvora ugljika (Goldman 1
Osmani, 2007). Moze ih se pronaciu tlu, vodi, zraku, sjemenu, hrani itd (Asan, 2003).

Penicillium je takoder Siroko rasprostranjenrod s viSe od 450 poznatih vrsta (Houbraken
i sur., 2020). One kontaminiraju Sirok raspon hrane i mogu rasti na niskim temparaturama.
Stoga Cesto kvare hranu koja se nalazi u hladnjaku, osobito sir. Mogu proizvoditi brojne
mikotoksine, ali i spojeve s antibiotskim svojstvima. Najpoznatiji antibiotik, penicilin, koristi
se za lijeCenje brojnih bakterijskih infekcija (Bullerman, 2003).

Fusarium je rod plijesni €ije se vrste mogu pronacina poljimai u tlu diljem svijeta. Rod
ima veliki broj vrsta od kojih su neki patogeni prema biljkama. Cesta meta zaraze su Zitarice
pri ¢emu mogu napasti i samo zrno (Bullerman, 2003). Ustanovljeno je da je ve¢i broj onih
vrsta koje nisu patogene od onih koje uzrokuju bolesti. Vecina vrsta ovog roda proizvodi niz
sekundarnih metabolita, koji uvelike variraju u kemijskom obliku te su toksi¢ni i/ili
kancerogeni za ljude i domace zivotinje (Brown i Proctor, 2013).

Prijasnja mikrobioloska istrazivanja kave pokazala su da su navedeni rodovi prirodni
kontaminanti kave (Batista i sur., 2003). Zrna kave mogu biti kontaminirana prilikom samog
rasta i berbe, ali i tijekom razli¢itih faza obrade (Casas-Junco i sur., 2017). Jedan od nacina
zbog kojeg moze do¢i do kontaminacija je nepravilno susenje i ponovno vlazenje zelenih zrna
kave (Van der Stegen, 2003). Osim toga, do kontaminacijamoze do¢i i za vrijeme transporta i
skladiStenja ve¢ obradenih zrna (Casas-Junco i sur., 2017). Kontaminacijom dolazi do nastanka
infekcija zbog kojih potrosaci odbijaju konzumiranje proizvoda §to proizvoda¢ima moze

stvoriti velike ekonomske gubitke (Dagnas i Membre, 2012).

2.2.1. Identifikacija plijesni

Kako bi se moglo odrediti koji rodovi i vrste plijesni su prisutne u nekom uzorku,
potrebno je provesti identifikaciju. Postoji viSe vrsta identifikacije kao Sto su morfoloska i
filogenetska (Samson i1 Varga, 2009). Najjednostavnija metoda je identifikacija na temelju
oblika odnosno promatranja morfoloskih karakteristika plijesni. Pritom je potrebno uzeti u
obzir mnogo parametara kao Sto su tekstura i boja micelija, dimenzije i stupanj rasta, izgled

reversa kolonije te izgled 1 oblik spora (Kossen, 2000).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorci

Uzorci kava su dobiveni od QUAHWA d.o.o. te su bili dopremljeni u papirnatim
pakiranjima. KoriStene su dvije razli¢ite vrste kave, Coffea arabica (Arabica) 1 Coffea
canephora.Uzorci C. canephora sadrzavali sudvije sorte, C. canephora var. robusta (Robusta)
1 C. canephora var. conilon (Conilon). Arabica i Conilon su nabavljeni iz Brazila, a Robusta iz
Gvatemale. Svaka vrsta/sorta kave je bila u obliku zelenih i przenih zrna te mljevena. Ukupno

jebilo 9 uzoraka koji su se ispitivali.

3.1.2. Hranjive podloge za odredivanje broja bakterija

Za odredivanje broja aerobnih mezofilnih bakterija u uzorcimakava, koristen je hranjivi

agar (Biolife, Italija) €ijije sastav prikazanu tablici 1.

Tablica 1. Sastav podloge (hranjivi agar)

Sastav Koncentracija(g L)
mesni ekstrakt 3

NaCl 5

K3PO4 0,3

pepton 15

agar 18

U destiliranoj vodi pH vrijednost podloge je 7,3, a sterilizacija je provedena pri 121 °C

tijekom 15 minuta.

Za odredivanje broja bakterija iz obitelji Enterobacteriaceae u uzorcima kava, koriSten

je ljubicasto crveni zuéni agar (LICZA) (Biolife, Italija) &iji je sastav prikazan u tablici 2.



Tablica 2. Sastav podloge (LJICZA)

Sastav Koncentracija(g L)
kristal violet 0,002
neutralna crvena 0,03

pepton 7

NaCl 5

kvascev ekstrakt 3
dekstroza 10

zucne soli 1,5

agar 13

U destiliranoj vodi pH vrijednost podloge je 7,4, a sterilizacija je provedena pri 121 °C

tijekom 15 minuta.

Za odredivanje broja bakterija mlijecne kiseline u uzorcima kava, koristen je MRS (de

Man-Rogosa-Sharpe) agar (Biolife, [talija) ¢iji je sastav prikazan u tablici 3.

Tablica 3. Sastav podloge (MRS)

Sastav Koncentracija(g L)
pepton 10

govedi ekstrakt 10
kvascev ekstrakt 5

glukoza 20

tween 80 1

MgSO4 x 7H,0O 0,1
MnSO4x 7H,O 0,5
natrijev acetat 5

agar 15

U destiliranoj vodi pH vrijednost podloge je 6,5, a sterilizacija je provedena pri 121 °C

tijekom 15 minuta.



3.1.3. Hranjive podloge za izolacijui identifikaciju plijesni

Za izolaciju 1 identifikaciju plijesni iz dobivenih uzoraka kava koriStene su hranjive

podloge ¢iji je sastav prikazan u tablicama 4-6.

a) Sladni agar

Tablica 4. Sastav podloge (sladni agar)

Sastav Koncentracija(g L)
maltoza 12,5
dekstrin 2,5
Glicerol 1,0
Peptokompleks 2,6

agar 17

Sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta, a pH vrijednost podloge u kona¢nici

1znosi 4,6.

b) Dikloran 18% glicerol (DG18) agar

Tablica 5. Sastav podloge (DG18)

Sastav Koncentracija(g L)
glukoza 10

pepton 5

KH,PO4 1
MgSO4xTH20 0,5
glicerol 220
dikloran 0,02
kloramfenikol 1

agar 15

Sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta, a pH vrijednost podloge u konacnici

1znosi 5,5- 5,8.




c) CZAPEKov agar s ekstraktom kvasca (CYA)

Tablica 6. Sastav podloge (CYA)

Sastav Koncentracija(g L)
K>HPO4 1

Ekstrakt kvasca 5

Saharoza 30

agar 15

Osim navedenog, u CYA podlogu dodaje se 1 10 mL Czapekova koncetrata ¢iji je sastav

prikazan u tablici 7.

Tablica 7. Sastav Czapekova koncetrata

Sastav Masa (g)
NaNOs 30
KCl 5
MgSO4x7H,O 5
FeSO4x7H,O 0,1
ZnSO4xTH,O 0,1
CuSO4x5H,0 0,05

Sterilizacija se provodi pri 121 °C tijekom 15 minuta, a pH vrijednost podloge u

konacnici iznosi 6,7.

Sve hranjive podloge pripremljene su prema uputama proizvodaca, tocnije, odvagane su
propisane koli¢ine svake pojedine dehidrirane podloge, pomijeSane s po 1 L destilirane vode,

zagrijavane do vrenja i sterilizirane.

3.14. Pribor i aparatura

Prilikom eksperimentalnog rada u laboratoriju, koriSteni su sljede¢i priborii aparatura:

e Mikrobioloske epruvete (16 x 160 mm)
e Stalak za epruvete
e Petrijeve zdjelice (¢ 10 cm)

e Histoloska pinceta
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e Zlica

e Plasticne ladice

e Plasti¢ni Stapici po Drigalskom

e Mikrobioloska lanceta

e MikrobioloSkaigla

e Predmetno i pokrovno stakalce

e Bunsenov plamenik

e Pipetman 1000 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e Vaga (Sartorius, Njemacka)

e Vibro mikser V-1 plus (Biosan, Riga, Latvija)

e Brojac kolonija BZG30 (WTW, Weilheim, Njemacka
e Termostat (Sutjeska, Beograd)

e Svjetlosni mikroskop (Olympus, Japan, CX21)

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje broja kolonijabakterijai plijesni

Broj kolonija bakterija (aerobne mezofilne bakterije 1 bakterije iz obitelji
Enterobacteriaceae) i plijesni potrebno je odrediti za przena i mljevena zrna kave kako bi se
utvrdilo posStuju li ispitivani uzorci zadane kriterije postavljene Pravilnikom. Takoder u sklopu
ovog rada, odredivan je broj kolonija bakterija i plijesni na zelenim zrnima razlicitih sorti kava.
Osim mikroorganizama zadanih Pravilnikom, ispitivala se i prisutnost bakterija mlijecne
kiseline u uzorcima kava. Odredivanje je provedeno metodom neizravnog nacjepljivanja serije
decimalnih razrjedenja. [zvagan je jedan gram svake vrste kave koji je pomocu zlice (ili pincete
za zrna) prebacen u epruvetus fizioloSkom otopinom. Suspenzija se zatim homogenizira vibro
mikserom.

Pipetmanom je uzet 1 mL homogenizirane suspenzije koji je potom ispusSten u drugu
epruvetu s 9 mL fizioloske otopine ¢ime je dobiveno prvo razrjedenje. Postupak je ponovljen
jos$ jednom kako bi se dobilo drugo razrjedenje. Na podloge je nacjepljivano po 0,1 mL
odabranog razrjedenja. Na LICZA podloge je nacijepljeno prvo razrjedenje i originalna
suspenzija, na hranjivi i sladni agar je nacijepljeno prvo i1 drugo razrjedenje dok su na MRS
podlogu nacijepljena sva tri razrjedenja. Petrijeve zdjelice sa sladnim agarom su inkubirane
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tjedan dana na 25 °C, a ostale 48 sati na 37 °C. Porasle kolonije su izbrojane pomocu brojaca

kolonija te su izracunate CFU vrijednosti prema formuli 1:

broj kolonija . v ‘s . .
CFU = X reciprocna vrijednost razrjedenja (mL) [1
upotrijebljen volumen uzorka (mL) p ) ) J ( ) [ ]

3.2.2. Izolacija i identifikacija plijesni

Uzorci kave direktno su postavljeni na tri razli¢ite hranjive podloge s ciljem izolacije i
identifikacije plijesni: sladni agar, DG18 i CYA. Mljevena kava posipana je po podlozi dok je
po 5 zrna svake vrste kave asepti¢no, pincetom, stavljeno na svaku od podlogu. Petrijeve
zdjelice svih uzoraka su inkubirane na 25 °C do porasta plijesni.

Za 1izolaciju poraslih plijesni koriStena je metoda uboda u tri tocke. Sterilnom
mikrobioloSkom lancetom zagrebeno je po povrsini plijesni koju se izolira te je uzorak plijesni
lancetom nacijepljen na agar u tri tocke. Taj postupak ponovljen je za svaku vrstu koja je
porasla na hranjivim podlogama te su Petrijeve zdjelice stavljene na inkubaciju pri 25 °C.

Nakon 5-7 dana uzgoja pri 25 °C, porasle su Ciste kulture izoliranih plijesni koje je zatim
trebalo identificirati. Prvikorak pri identifikaciji je bilo makroskopsko analiziranje, a potom i
mikroskopsko. Dio micelija plijesni je uzet sterilnom mikrobioloskom iglom i uronjen u
kapljicu vode na predmetnom stakalcu te mikrobioloSkim iglama razvu€en u tanki sloj.
Postavljeno je pokrovno stakalce te je uzorak stavljen pod svjetlosni mikroskop. Dobiveni
rezultati makroskopskog i mikroskopskog analiziranja suusporedeni kako bi se dobili kona¢ni

rezultati identifikacije. Cijeli postupak izolacije i identifikacije je prikazan na slici 3.
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Slika 3. Shema izolacijei identifikacije plijesni (vlastita fotografija)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI

41.1. Rezultati odredivanja broja kolonija

Racunanjem broja kolonija bakterija i plijesni poraslih na hranjivim podlogama,
ustanovljeno je da su svi postavljeni kriteriji zadovoljeni, odnosno broj poraslih kolonija
bakterijai plijesni bio je manji od onog propisanog Pravilnikom. Nadalje, bakterije iz obitelji
Enterobacteriaceae nisu bile prisutne ni u jednom uzroku kave, dok su bakterije mlijecne

kiseline bile prisutne samo na uzorcima przenih zrna Robuste.

4.1.2. Rezultati izolacije i identifikacije

Izolirano je 20 razli€itih vrsta plijesni od kojih 6 vrsta pripada plijesnima iz roda
Aspegillus, 8 vrsta pripada plijesnima iz roda Penicillium, 5 vrsta pripada plijesnima iz roda
Fusarium te 1 vrsta pripada plijesnimaiz roda Chaetomium. Neke vrste plijesni su pronadene
na viSe razlicitih sorti i/ili oblika kave. Na slikama 4-6 je prikazana ucestalost pojavljivanja
pojedinih rodova plijeni u svih 9 uzoraka kave, a na slikama 7-10 su prikazane neke od

izoliranih vrstarodova plijesni.

ARABICA 1Z BRAZILA

B Aspergillus B Penicillium Fusarium H Chaetomium
5
4
<
5 3
o
>
e 2
o
1
0
ZELENA PRZENA MLJEVENA

Slika 4. Broj vrsta pojedinih rodova plijesniu C. arabica
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BROJ VRSTA

BROJ VRSTA

ROBUSTA IZ GVATEMALE

M Aspergillus  ® Penicillium ® Fusarium ® Chaetomium

ZELENA PRZENA MLJEVENA

N

=

Slika 5. Broj vrsta pojedinih rodova plijesniu C. canephora var. robusta

CONILON IZ BRAZILA

B Aspergillus B Penicillium B Fusarium B Chaetomium

[ERN

ZELENA PRZENA MLJEVENA

o

Slika 6. Broj vrsta pojedinih rodova plijesniu C. canephora var. conilon
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Slika 8. Primjeri izoliranih vrsta iz roda Penicillium
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Slika 10. Primjeri izoliranih vrsta iz roda Chaetomium
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4.2.  RASPRAVA

Dobiveni rezultati izolacije i identifikacije govore o pojavnosti plijesni na zelenim,
przenim i mljevenim zrnima kave razli¢itog geografskog porijekla, ali i razli€itih sorti kave. S
obzirom da su plijesni prirodni kontaminanti kave, o¢ekivano je da ¢e na uzorcima biti prisutne
plijesni. Takoder, klimatskiuvjeti na kojima raste kava pogodni su za rast plijesni. Promatrajuci
grafove na slikama 4-6, moguce je uociti da se raspodjela rodova plijesni razlikuje ovisno o
vrsti, sorti 1 obliku kave. Osim ranije spomenutih rodova Aspergillus, Penicilliumi Fusarium,
izoliranje i rod Chaetomium.

Na zelenim zrnima kave Arabice su pronadene Cetiri razliCite vrste plijesni iz roda
Aspergillus 1 Fusarium te dvije razli¢ite vrste iz roda Penicillium. Na prZzenim zrnima Arabice
je pronadena samo jedna Fusarium vrsta. To nam govori da su obradom kave przenjem
uklonjene sve vrste plijesni izrodova Aspergillus i Penicilliumte dio plijesni izroda Fusarium.
Nadalje, s mljevene kave su izolirane dvije Penicillium vrste iako ih nakon przenja nije bilo.
Mogu¢i razlog pojave tih vrsta je kontaminacija prilikom procesa mljevenja kave ili prilikom
skladiStenja. Batistaisur. (2003) suu svom istrazivanju iz zelenih zrna Arabice izolirali plijesni
koje pripadaju Aspergillus i Penicilliumrodovima.

[z zelenih zrna Robuste su izolirane trirazliCite vrste plijesni izroda Aspergilluste jedna
vrsta iz roda Penicillium. Przenjem kave su uklonjene sve navedene vrste, no s obzirom da su
u mljevenim uzorcima kave pronadene plijesni iz roda Aspergillus 1 Penicillium, dalo bi se
zakljuciti kako vaznu ulogu u kontaminaciji gotovog proizvoda svakako ima skladiStenje i
rukovanje. Odnosno, vazno je pridrzavati se nacela dobre proizvodacke prakse (GMP, eng.
Good Manufacturing Practice) kako bi se osigurala mikrobioloska ispravnost proizvoda.

Na zelenim zrnima kave Conilon su izolirane tri razli¢ite vrste plijesni iz roda
Penicillium te jedna vrsta iz roda Chaetomium. Prilikom przenja ove vrste kave uniStene su
dvije Penicillium vrste, no Chaetomium vrsta je 1 dalje prisutna. Uz to, iz przene kave je
izolirana jedna vrsta iz roda Aspergillus, a iz mljevene Cak dvije vrste istog roda iako ih ranije
nije bilo. To nam govori da postoji moguénost kontaminacije proizvoda tijekom proizvodnog
procesa koji se sastoji od viSe koraka. Przenjem kave moguce je ukloniti plijesni osjetljive na
visoke temperature i tako poboljsati kvalitetu i ispravnost samog proizvoda. S druge strane,
proces mljevenja moze negativno utjecati na mikrobiolosku ispravnost proizvoda s obzirom na
mogucénost kontaminacije tijekom procesa, a S§to narusava kvalitetu zrna te uzrokuje

ekonomske gubitke.
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Vidljivo je da su neki rodovi plijesni prisutni na obje, a neki samo na jednoj vrsti kave.
Plijesni iz roda Penicillium prisutne su na svim vrstama kave, no ostali izolirani rodovi nisu.
Plijesni iz roda Fusarium izolirane samo iz C. arabica. To moze znaciti da navedene plijesni
nisu prirodni kontaminanti C. canephora. Nadalje, prisutnost plijesni u dvije sorte C.
canephora se razlikuje. Moguce je da je do toga doslo zato $to te dvije sorte, iako pripadaju
istoj vrsti kave, imaju razliCite prirodno prisutne rodove plijesni. Takoder, razli¢ito podrijetlo
sorti moze utjecati na prisutnost nekih rodova plijesni s obzirom da je Conilon dobavljen iz
Brazila, a Robusta iz Gvatemale. Vidimo da Aspergillus plijesni nisuizolirane iz sorte Conilon,
ali jesuiz Robuste iz ¢ega bismo mogli zakljuciti da se u kavama iz Brazila nece nalaziti plijesni
iz roda Aspergillus. Pogledamo 1i rezultate izolacije plijesni iz Arabice, uocit ¢emo da su
plijesni istog roda izolirane iz Arabice iako je 1 ona dobavljenaiz Brazila kao i Conilon. Stoga
zaklju¢ujemo da geografski polozaj nije razlog zaSto su Aspergillus plijesni odsutne u zrnima
Conilon sorte, ve¢ je vjerojatnije da se plijesni tog roda prirodno ne nalaze u navedenoj sorti.
Plijesni iz roda Chaetomium su izolirane samo iz sorte Conilon. Moguée je da su podneblje

uzgoja i prirodna prisutnost jednako utjecale na pojavu te plijesniu sorti Conilon.
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5. ZAKLJUCCI

. Najzastupljeniji rodovi plijesni prisutni na kavi su Penicilliumi Aspergillus.

. Prisutnost rodova plijesni ovisi o vrsti i obliku kave te o geografskom polozaju uzgoja.

. PrZzenjem kave se unistavajuneke vrste plijesni §to ¢ini przenu kavu mikrobioloski isprav-
nijim oblikom kave.

. Tijekom procesa mljevenjaprzenih zrna kave moze do¢i do kontaminacije gotovih proiz-

voda.
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Izjava o izvornosti

Ja Mia Gracin izjavljujemda je ovaj zavrsni rad izvorni

rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih

koji su u njemu navedeni.

M{w CIN

Vlastoru¢ni potpis



