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Dear colleagues,
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experiences and cooperation among participants from different working surroundings.

Itis also important to point out that since 2008, within the international conference Ruzicka Days,
Meeting of Young Chemists has also been held, where high school students, with the help of their
mentors, present papers in the field of chemistry, with the aim to direct students and young people
to the technical and natural sciences, especially chemistry.

In its seventh issue (2011, 2013, 2015, 2017, 2019, 2021) the Proceedings publishes scientific and
professional full papers of high quality in the following sections: Chemical analysis and synthesis
(10), Chemical and biochemical engineering (3), Food technology and biotechnology (4),
Chemistry in agriculture and forestry (1), Environmental protection (9) and 8" Meeting of Young
Chemists (3). Full-length papers were subjected to an international review procedure done by
eminent experts from the corresponding fields, to whom we express our gratitude, but they were
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Enjoy the extremely interesting scientific and professional papers contained in these
Proceedings, until the next 20" jubilee of Ruzicka Days in 2024!

We are looking forward to meeting you again in VVukovar!

Yours sincerely,

Chief Editors

Jurislav Babi¢

Vesna Oceli¢ Bulatovic¢
Dajana Kuci¢ Grgi¢
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mikrobioloska svojstva zelenih Sparoga
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originalni znanstveni rad

Sazetak

Zelena Sparoga se najceS¢e prodaje kao svjeza uz primjenu konzerviranja hladenjem. Ipak,
relativno kratka sezona berbe, koja tek u tre¢oj godini uzgoja traje do dva mjeseca, namece
potrebu i za drugim metodama konzerviranja. U ovom radu su zelene $paroge sorte Asparagus
argenteuil konzervirane pasterizacijom u slano kiselom naljevu (10 uzoraka) i zamrzavanjem
(10 uzoraka). Nakon Sest mjeseci skladistenja ispitani su sljede¢i mikrobioloski parametri:
Enterobacteriaceae, koagulaza pozitivni stafilokoki/Staphylococcus aureus,
sulfitoreduciraju¢e klostridije, Salmonella, Listeria monocytogenes, aerobne mezofilne
bakterije, kvasci i plijesni. Odredeni su i sljedeé¢i kemijski parametri: udio vode, masti,
ugljikohidrata, bjelangevina, pepela, Seéera i soli. Sparoge koje nisu bile blansirane prije
zamrzavanja nisu zadovoljile mikrobioloske kriterije za zelenu §parogu, upucujuéi na nuznost
pravilne pripreme prije zamrzavanja, dok su svi pasterizirani uzorci imali zadovoljavajuce
mikrobioloske parametre. Oba postupka konzerviranja su uzrokovali minimalne promjene
kemijskog sastava u odnosu na svjezu zelenu Sparogu, uz nesto manje vrijednosti bjelanc¢evina
kod mariniranih $paroga zbog denaturacije uslijed termicke obrade.

Kljucne rijeci: zelena S$paroga, zamrzavanje, pasterizacija, nutritivna vrijednost,
mikrobioloska analiza

Uvod

Sparoga pripada u rod Asparagus koji obuhvacéa oko 200 vrsta (Lesié et al., 2002).
Uzgaja se u kontinentalnim podrucjima i u priobalju (Kantocl, 2009). U Hrvatskoj se
ozbiljnije pocela uzgajati najprije u dolinama Neretve i RaSe, no bez znacajnijeg
komercijalnog uspjeha (LeSi¢ et al., 2002). Posljednjih godina, dolazi do porasta
interesa za hranom kojoj se pripisuju pozitivni ucinci na ljudsko zdravlje, pri cemu je
povrée medu vodec¢im namirnicama koje je potrebno ukljuciti u svakodnevnu
prehranu (Gegbezynski, 2007). Zelena Sparoga je nutritivno vrijedno povrée bogato
antioksidansima kao $to su flavonoidi od kojih je najpoznatiji rutin, te kamferol i
kvercetin, zatim askorbinska kislina, tokoferoli i drugi (Sun et al., 2007a; Palfi et al.,
2017). Sparoge takoder sadrZe i esencijalna ulja, asparagin, arginin, tirozin, resin i
tanine (Negi et al., 2010). U skladu s navedenim, trend porasta konzumacije povrca
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odrazio se i na porast proizvodnje povrtnih kultura. Prema podacima Ministarstva
poljoprivrede Republike Hrvatske (2021), uzgoj “ostalog lisnatog povréa” u koje se
ubrajaju Sparoga, blitva, Spinat, celer, radi¢, artiCoka i drugi, porastao je sa 143 ha
(2.201 t) u 2013. godini na 540 ha (11.709 t) u 2020. godini.

Branje zelene Sparoge u prvoj godini traje svega dva tjedna, a u drugoj godini mjesec
dana. Pocetak ,,prave” berbe je treca godina nakon sadnje, koja traje od mjesec i pol
do dva. Kroz taj period §paroga se bere svaki dan. Berba sorte Asparagus argenteuil,
koristene u ovom radu, krece krajem ozujka i po¢etkom travnja. U slu¢aju nepovoljnih
uvjeta prelazi u stanje mirovanja i odbacuje dijelove koji su iznad zemlje. Idealna
temperatura zemlje za rast $paroge je od 12 °C do 25 °C, a berba moZe krenuti kada
je Sparoga izrasla minimalno deset centimetara iznad tla (Biggs et al., 2005). Dodatno,
problem uzgajivacima ovog povréa je Cinjenica da propada vrlo brzo nakon berbe i
tesko ju je skladistiti (Sun et al., 2007b). Sparoga se najéesée ne pere, veé se klasira
po §irini 1 duzini, te slaze u snopice. Korisnim se pokazalo stavljanje snopi¢a u bazene
s 1-2 cm vode na nekoliko sati prije otpreme na trziSte, kako bi izboji nadoknadili
vodu koju su izgubili nakon berbe ili tzv. vlazno skladiStenje na nacin da se snopiéi
slazu okomito na nekolko slojeva vlaznog papirnatog rucnika. Ipak, dio plodova koje
proizvode uzgajivaci povréa, ne moze se plasirati u svjezem stanju jer nije tolika
potraznja, te je potrebno primijeniti odredene metode konzerviranja. U tu svrhu se
najcesce koriste konzerviranje pasterizacijom i zamrzavanjem (Palfi et al., 2014).
Istrazivanje u ovom radu provedeno je u suradnji s obiteljskim poljoprivrednim
gospodarstvom s podrucja istocne Slavonije. Navedeno gospodarstvo je viSak Sparoga
koje nisu mogli plasirati na trziste konzervirao pasterizacijom u slano kiselom naljevu,
te metodom zamrzavanja. U svrhu kontrole procesa i1 kakvoc¢e navedenih proizvoda,
provedena je mikrobioloska i nutritivna kontrola konzerviranih $paroga. Budu¢i da je
na podrucju istone Slavonije uzgoj Sparoga postao sve popularniji, a lokalni
proizvodaci tek traze najbolje opcije za plasiranje ovog visokovrjednog povréa,
kakvoca i zdravstvena ispravnost konzerviranih proizvoda prvi je korak u ostvarivanju
dodane vrijednosti kroz nove proizvode i produzeno vrijeme plasiranja.

Materijali i metode
Priprema uzoraka

U svrhu konzerviranja pasterizacijom, Sparoge su narezane na odredenu duljinu,
oprane i potom slozene u sterilizirane staklenke. Staklenke su se nakon toga punile
pripremljenom otopinom (voda, alkoholni ocat, Secer 1 sol) i pasterizirale 20 minuta
na 85 °C. Po zavrsetku pasterizacije i hladenja, staklenke su slozene na tamno i hladno
mjesto gdje je temperatura do 15 °C.

U svrhu konzerviranja zamrzavanjem, $paroge su izuzete iz hladnjace (0 - 2 °C) u
koju su smjeStene odmah po berbi. Zmrzavanje je provedeno u komornom
zamrzivacu, bez ikakve prethodne obrade plodova.
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Mikrobioloska analiza

Preporuceni i obvezni mikroorganizmi prema Vodicu za mikrobioloske kriterije za
hranu (2011) i Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za hranu (2008) su odredeni
prema metodama prikazanima u tablici 1.

Tablica 1. Metode mikrobiolo$ke analize
Table 1. Methods for mycrobiological analysis

Mikroorganizam Metoda
Aerobne mezofilne bakterije HRN EN ISO 4833-1:2013
Salmonella spp. HRN EN ISO 6579-1:2017
Enterobacteriaceae HRN 1SO 21528-2:2017
Sulfitoreducirajuce klostridije HRN 1SO 15213:2004

Koagulaza pozitivni stafilokoki/ Staphylococcus aureus | HRN EN ISO 6888-1:2004
HRN ISO 21527-1:2012
HRN 1SO 21527-2:2012
Listeria monocytogenes HRN EN ISO 11290-2:2017

Kvasci i plijesni

Provedena je mikrobioloska analiza 10 jedinica zamrznutih i 10 jedinica mariniranih
Sparoga (po 5 jedinica iz dvije razliite Sarze) nakon 6 mjeseci skladiStenja. Broj
jedinica za analizu odreden s obzirom na Kriterij uzorkovanja pasteriziranih i
zamrznutih proizvoda od povréa (Tablice 4 i 5) prema kojem 5 elementarnih jedinica
sa¢injava uzorak. Razliite SarZe su iz razlicitih dana berbe i daljnje obrade.

Nutritivna vrijednost uzoraka

Metode koriStene za analizu kemijskih sastojaka uzoraka Sparoga prikazane su u
tablici 2. Analize su provedene nakon 6 mjeseci skladistenja.

Tablica 2. Metode odredivanja kemijskih parametara
Table 2. Methods for chemical parameters determination

PARAMETAR METODA
Odredivanje vode HRN ISO 6496:2001
Odredivanje pepela HRN ISO 5984:2004
Odredivanje masti HRN 1SO 1443:1999 i HRN 1SO 6492:2001
Odredivanje koli¢ine dusika i izracunavanje 1SO 1871:2009, HRN 1SO 937:1999, HRN
koli¢ine bjelancevina 1SO 5983-2:2010
Odredivanje Secera Metoda po Luff-Schoorlu (NN 39/09)
Odredivanje soli Metoda po Mohru (Ivandi¢, 2019)
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Rezultati i rasprava

Rezultati mikrobioloske analize marinirane $paroge prikazani su u tablici 3, a kriteriji
prema kojima se uzorak moze smatrati prihvatljivima u tablici 4. Jedinice 1-1 do
1-5 ¢ine uzorak 1 (5 elementarnih jedinica iz prve SarZe), a jedinice 2-1 do 2-5 Cine
uzorak 2 (5 elementarnih jedinica iz druge Sarze).

Tablica 3. Rezultati mikrobioloske analize marinirane $paroge
Table 3. Results of microbiological analysis of marinated asparagus

Oznaka analizirane jedinice E KPS SRK P LM
(cfulg) (cfu/g) (cfulg) (cfulg) (cfu/25g)
1-1 <10 <10 <10 <10 0
1-2 <10 <10 <10 <10 0
1-3 <10 <10 <10 <10 0
1-4 <10 <10 <10 <10 0
1-5 <10 <10 <10 <10 0
2-1 <10 <10 <10 <10 0
2-2 <10 <10 <10 <10 0
2-3 <10 <10 <10 <10 0
2-4 <10 <10 <10 <10 0
2-5 <10 <10 <10 <10 0

E - enterobakterije; KPS - koagulaza pozitivni stafilokoki; LM - Listeria monocytogenes; SRK -
sulfitoreducirajuce klostridije; P — plijesni

Tablica 4. Plan uzorkovanja i kriteriji za pasterizirane proizvode od voca, povréa i gljiva
(Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu, 2011)

Table 4. Sampling plan and criteria for pasteurized products from fruits, vegetables and
mushrooms (Guidance for microbiological criteria for food, 2011)

Preporuceni parametar Plan uzorkovanja Kriteriji
n c
Enterobakterije 5 2 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g
Koagulaza pozitivni stafilokoki 5 1 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g
Sulfitoreducirajuce klostridije 5 2 m=10 cfu/g; M=10?%cfu/g
Kvasci i plijesni 5 2 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g
Listeria monocytogenes 5 0 M=0 cfu/25g

n - broj elementarnih jedinica uzorka koji ¢ine uzorak, c¢ - broj jedinica uzorka, gdje se broj
bakterija mozZe nalaziti izmedu "m" i "M", m - grani¢na vrijednost ispod koje se svi rezultati
smatraju zadovoljavaju¢im, M - grani¢na dopustena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju
nezadovoljavajuc¢im

S obzirom na kriterije uzorkovanja i grani¢ne parametre prikazane u tablici 4, rezultati
mikrobioloske analize svih pasteriziranih uzoraka prikazanih u tablici 3 smatraju se
zadovoljavaju¢ima. Dakle, priprema uzoraka, ambalaze, kao 1 sam proces
pasterizacije uspjesno su provedeni na obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu.
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Rezultati mikrobioloSke analize zamrznute $paroge prikazani su u tablici 5, a kriteriji

prema kojima se uzorak moze smatrati prihvatljivima u tablici 6.

Tablica 5. Rezultati mikrobiologke analize zamrznute §paroge
Table 5. Results of microbiological analysis of frozen asparagus

Oznaka analizirane jedinice | AMB (cfu/g) | E (cfu/g) | S (cfu/25g) | SRK (cfu/g)
1-1 8,50 x 10* | 1,30 x 108 n.n. <10
1-2 1,23 x 104 | 3,50 x 103 n.n. <10
1-3 2,90 x 105 | 7,25 x 102 n.n. <10
1-4 8,68 x 10° | 1,85 x 108 n.n. 8,0 x 10!
1-5 1,05 x 10* | 1,50 x 108 n.n. <10
2-1 2,18 x 104 | 3,90 x 103 n.n. <10
2-2 2,35 x 104 | 2,60 x 108 n.n. 4,0 x 10*
2-3 3,30 x 104 | 1,40 x 108 n.n. <10
2-4 1,80 x 104 | 2,50 x 103 n.n. <10
2-5 1,55 x 10% | 3,90 x 108 n.n. <10

n.n.- nije nadeno; AMB- aerobne mezofilne bakterije; E- enterobakterije; S- Salmonella spp.; SRK-
sulfitoreducirajuce klostridije

Tablica 6. Plan uzorkovanja i kriteriji za zamrznuto voce, povrée i gljive (Vodi¢ za
mikrobioloske kriterije za hranu, 2011)

Table 6. Sampling plan and criteria for frozen fruits, vegetables and mushrooms (Guidance
for microbiological criteria for food, 2011)

Preporuceni parametar Plan uzorkovanja Kriteriji
n c
Aerobne mezofilne bakterije 5 2 m=10%cfu/g; M=10°cfu/g
Salmonella spp. 5 0 M=0 cfu/25g
Enterobacteriaceae 5 2 m=10?cfu/g; M=10%cfu/g
Sulfitreducirajuée klostridije 5 2 m=10 cfu/g; M=10%cfu/g

n - broj elementarnih jedinica uzorka koji ¢ine uzorak, ¢ - broj jedinica uzorka, gdje se broj
bakterija moze nalaziti izmedu "m" i "M", m - grani¢na vrijednost ispod koje se svi rezultati
smatraju zadovoljavaju¢im, M - grani¢na dopustena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju
nezadovoljavaju¢im

Uzorci zamrznutih Sparoga ne zadovoljavaju s obzirom na prisutnost aerobnih
mezofilnih bakterija (Tablice 5 i 6), buduéi da je od 10 analiziranih jedinica, ¢ak 2
iznad propisanih “M” grani¢nih vrijednosti (po jedna u svakom uzorku), a osim toga
7 ostalih uzoraka je izmedu grani¢nih vrijednosti “m” i “M”. Prema Vodicu za
mikrobioloske kriterije za hranu (2011), ukoliko je samo 1 vrijednost (od propisanih
5 koji ¢ine uzorak) iznad “M”, uzorak se smatra nezadovoljavajuc¢im. Takoder su svi
uzorci zamrznutih §paroga nezadovoljavajuci s obzirom na prisutnost enterobakterija,
buduéi da je ¢ak 9 analiziranih jedinica imalo vrijednosti iznad grani¢nog “M”
(Tablice 5 i 6). Salmonela vrste nisu nadene niti u jednom uzorku, dok su rezultati za
sulfitoreducirajuc¢e klostridije u skladu s propisanim grani¢nim vrijednostima
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(Tablice 5 i 6). 1z svega navedenog, vidljivo je da proces zamrzavanja uzoraka nije
adekvatno proveden, odnosno izostanak pripreme uzoraka koja ukljucuje pranje i
blanSiranje je rezultirao neispravnim uzorcima u pogledu mikrobioloske ispravnosti.

Tablica 7. Nutritivna vrijednost zamrznutih i mariniranih uzoraka $paroga
Table 7. Nutritional values of frozen and marinated asparagus

Vrijednosti za zamrznute Sparoge izraZzene na Vrijednosti za marinirane Sparoge izrazene na
100 g namirnice 100 g namirnice
Energetska vrijednost 321’§8k|g?|/ Energetska vrijednost 3%‘2;'2?'/
m (vode)/g 91,3 m (vode)/g 92,19
m (masti)/g 0,3 m (masti)/g 0,37
m (bjelanevina)/g 3,75 m (bjelancevina)/g 2,75
m (ugljikohidrata)/g 3,8 m (ugljikohidrata)/g 39
od kojih Seceri: 1,49 od kojih Seceri: 2,13
m (pepela)/g 0,85 m (pepela)/g 0,77
m (soli)/g 0,04 m (soli)/g 0,52

Sparoga je blago kisela hrana bogata proteinima i vlaknima, ali s malim udjelom
kalorija i ugljikohidrata (Hartmann, 2007). Vrijednosti prikazane u tablici 7 u
sukladnosti su s vrijednostima prikazanima u literaturi (Hartmann, 2007; Palfi et al.,
2014). Udio masti, bjecanéevina, ugljikohidrata, pepela i soli prikazan u tablici 7,
podrazumijeva udjele u 100 g $paroge koja sadrzava i vodu u sebi. Hartmann (2007)
takoder navodi kako Sparoge sadrze mali udio natrijevog klorida, medutim u slu¢aju
marinirane $paroge udio soli je znatno veci zbog mariniranja u slano kiselom naljevu
(Tablica 7). Peng et al. (2017) navode kako termicka pasterizacija uzrokuje promjene
u teksturi, ali 1 brojnim nutrijetima porijeklom iz povréa, vitaminima, fenolnim
spojevima, a u nekim slucajevima i ugljikohidratima. Pasterizacija u ovom slu¢aju
nije utjecala na udio ugljikohidrata, no pasterizirane $paroge imaju nesto manji udio
proteina od zamrznutih kao posljedica denaturacije uslijed poviSene temperature.

Zakljulci

Primjena jednostavnih i dostupnih metoda konzerviranja povréa za obiteljska
poljoprivredna gospodarstva pozeljna je u svrhu ocuvanja plodova koji se ne mogu
plasirati na trziSte u vrijeme sezone berbe plodova. Zamrzavanje i pasterizacija u slano
kiselom naljevu su primjeri jednostavnih i lako primijenjivih metoda koje
gospodarstva mogu implementirati bez posebnih ulaganja u opremu. Ipak, nedostatak
vremena i radne snage ne smije rezultirati neadekvatnom pripremom povréa, uz
izostanak pranja i blanSiranja, budu¢i da dovodi do mikrobioloski, odnosno
zdravstveno neispravnih proizvoda koji se u krajnjem slucaju ne mogu plasirati na
trziste.
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Summary

Green asparagus is most often sold fresh with the application of cold preservation. However, the
relatively short harvest season, which only lasts up to two months in the third year of cultivation,
imposes the need for other conservation methods. In this work, green asparagus of the variety
Asparagus argenteuil were preserved by pasteurization in a salty-acidic infusion (10 samples) and by
freezing (10 samples). After six months of storage, the following microbiological parameters were
tested: Enterobacteriaceae, coagulase-positive staphylococci/Staphylococcus aureus, sulfite-reducing
clostridia, Salmonella, Listeria monocytogenes, aerobic mesophilic bacteria, yeasts and molds. The
following chemical parameters were also determined: the proportion of water, fat, carbohydrates,
proteins, ash, sugar and salt. Asparagus samples that were not blanched before freezing did not meet
the microbiological criteria for green asparagus, indicating the necessity of proper preparation before
freezing, while all pasteurized samples had satisfactory microbiological parameters. Both
conservation procedures caused minimal changes in the chemical composition compared to fresh
green asparagus, with slightly lower protein values in marinated asparagus due to denaturation due to
heat treatment.
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