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Sammanfattning

Farska fruktsallader (fruktcocktail) efterfragas av konsumenter. Med dagens anstrangda elpriser
stalls fragan om kyltemperaturen under framstéllning, transport och display i butiken skulle kunna
hojas fran 4 till 8 °C utan att dventyra livsmedelssékerheten fér dessa produkter. Foreliggande
rapport bygger pa en litteraturstudie och en provokationsstudie, dar den koldtoleranta (psykrofila)
organismen Listeria monocytogenes anvandes som modellorganism. Litteraturstudien
genomfordes som en systematisk litteratursékning i databasen Web-of-Science. | den
experimentella delen studerades tillvixtbeteendet av L. monocytogenes med hansyn till
lagringstemperatur och lagringstid i en farsk fruktcocktail bestdende av ananas, réda applen,
ndtmelon och réda druvor. Den experimentella delen byggde pa fragestdllningen om
lagringstemperaturen kan hojas fran 4 °C till 8 °C samt fran en rekommenderad lagringslangd pa 4
dagar till 8 dagar, med hansyn till férekomst av L. monocytogenes.

En klinisk stam av L. monocytogenes inokulerades i fardiga rda fruktsallader. Tre
temperaturregimer tillampades: 4 °C i atta dagar, 8 °C i atta dagar samt 4 °C i ett dygn foljt av 8 °C
under aterstaende lagringstid pa totalt atta dagar (sa kallad dynamisk temperaturregim). Vi fann
att modellorganismen hade forokat sig efter atta dagars lagringstid i samtliga behandlingar, dock
avsevart langsammare vid lagring i 4 °C, jamfért med kontinuerlig lagring i 8 °C samt den dynamiska
behandlingen. Vid 4 °C lagringstemperatur visade L. monocytogenes en tillvaxtpotential av knappt
ett halvt log-varde, samt med log 1,37 respektive log 1,23 vid 8 °C lagringstemperatur respektive
dynamisk lagring, trots att fruktsalladens pH lag under minimi-kraven for L. monocytogenes. |
synnerhet i behandlingarna med hogre temperatur forekom en massiv uppforokning av
jastsvampar. Utifran foreliggande resultat av litteraturundersokningen férordar vi ingen forhojning
av lagringstemperatur eller férlangning av lagringstid.

Nyckelord: abiotiska betingelser, “convenience food”, kyltemperatur, farsk fruktsallad, Listeria
monocytogenes, provokationsstudie

Summary

Fresh cut fruit cocktails are in demand by consumers. With today's high electricity prices, the
question arises whether the cooling temperature during processing, transport and in-store display
could be raised from 4 to 8°C without compromising the food safety of these products. The present
report is based on a literature review and a challenge study, using the psychrophilic organism
Listeria monocytogenes as a model organism. L. monocytogenes is able to grow at low temperature
(temperature minimum: -1.5 °C). The literature study was conducted as a systematic literature
search in Web-of-Science. In the challenge study, the growth behaviour of L. monocytogenes was
examined with respect to storage temperature and storage time in a fresh fruit cocktail consisting
of pineapples, red apples, net melon and red grapes. The experimental part was based on the
qguestion whether the storage temperature can be increased from 4 °C to 8 °C and from a
recommended storage length of 4 days to 8 days, in particular with regard to L. monocytogenes.



A clinical strain of L. monocytogenes was inoculated into pre-cut and packaged fruit cocktail. Three
temperature regimes were applied: 4 °C for eight days, 8 °C for eight days and 4 °C for one day
followed by 8 °C for the remaining storage time of eight days in total (dynamic temperature
regime). We found that the model organism had multiplied after eight days of storage in all
treatments, but significantly slower in the continuous 4 °C storage treatment, compared to the
continuous 8 °C storage and the dynamic treatment. At 4 °C storage temperature, L.
monocytogenes showed a growth potential of almost half a log value, and with log 1.37 and log
1.23 at 8 °C storage temperature and dynamic storage, respectively, despite the fact that the pH
of the cocktail was below the minimum requirements for L. monocytogenes. Especially in the
higher temperature treatments, there was a massive multiplication of yeasts adventuring package
integrity and desirability. Based on the present results of the literature survey, we do not
recommend increasing the storage temperature or extending the storage time.

Keywords: abiotic conditions, challenge test, convenience food, cooling temperature, fresh-cut
fruit, Listeria monocytogenes
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Forkortningar

CFU
EFSA
RASFF

Colony-forming unit (levande celltal)
European Food Safety Agency

Rapid Alert System Food and Feed (EUs system for snabb
informationsoverforing vid forekomst av
livsmedelssdkerhetsrisker i livsmedelssystemet)
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1. Inledning

1.1. Bakgrund

Frukt och gronsaker &r rika pa fibrer, bioaktiva @mnen och mineraler och ar
grundlaggande for en halsosam diet. Livsmedelsverket rekommenderar ett dagligt
intag av 500 g frukt och gronsaker (Brugard Konde et al., 2015). Under de senaste
aren har fardig skuren, farsk frukt antingen som enskild frukt eller fruktmix
(fruktcocktail) blivit ett uppskattat livsmedel som motsvarar den moderna
livsstilen (Giannakourou and Tsironi, 2021, Soliva-Fortuny and Martin-Belloso,
2003). De salufors portionsforpackade via detaljhandel, snabbrestauranger och
kaféer eller i storre kantinforpackningar till restauranger, storkok, cateringféretag
eller sjalvplockdiskar (bufféer). Beredning och forpackning av fardigt skurna,
farska fruktcocktails sker ofta centralt och transporteras sedan over kortare eller
langre strackor till butiker. Beredningsstegen presenteras i Figur 1.

Sortering av frukt

Rensning —» | Tiatvéttsteg | —» | Sonderdelning —» | 2:atvittsteg
eventuellt

Tillsats av
konserverings-
medel
eventuellt

Forpackning

Lagring

Figur 1 Beredningssteg vid beredning av skurna, fdrska fruktcocktails (fruktsallader). (lllustration:
B. Alsanius; ritat i Biorender.com; licens ID IL24LKLMIR).
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Frukt som anvands for farsk fruktsallad tvattas fore beredning. Pa sa satt tas
grova fororeningar bort. Tvdtt av frukt eliminerar dock inte samtliga
mikroorganismer, och det finns en fara att mikrobiella fororeningar 6verfors fran
fruktskalet till fruktkottet med skarverktygen. Vid beredning av farsk fruktsallad
utsatts frukten inte for ndagon annan behandling som tar bort eller bromsar
mikrobiell tillvaxt (t.ex. varmebehandling).Tillsatser till tvattvattnet (t.ex. klorin) &r
inte tillatna i Sverige. En atgard for att bibehalla fruktsalladens fraschér och minska
risken for matsmittor ar kylning i en obruten kylkedja (beredning, transport,
butiksdisplay) (Siddiqui, 2020) (Figur 2). Pa sa satt kan ocksa produktens hallbarhet
forlangas (Chen et al., 2020, Ferrante and Maggiore, 2007) och matsvinn minskas.

Med dagens anstrangda elpriser stdlls fragan om kyltemperaturen under
beredning, transport och display i butiken skulle kunna hdjas fran 4 till 8 °C utan
att dventyra livsmedelssakerheten for dessa produkter.

Figur 2 Fdrska skurna fruktcocktails i en 6ppen butikskyldisplay (A) och ett exempel pé en firsk
skuren fruktcocktail bestdende av melon, ananas, dpple och réda druvor (B). Sammansdttningen i
fruktcocktailen visat i B motsvarar den som anvéndes i féreliggande studie, men produkten i
féreliggande studie kom fran en svensk tillverkare och bereddes firskt for studiens dndamdl.
Temperaturdisplayen i féreliggande butikshylla (C) visar 1,9 <C. (foto: B. Alsanius).
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1.2. Syfte

Fragestallningen for foreliggande undersdkning var om

1) lagringstemperatur for farsk fruktcocktail bestdende av ananas, roda

dpplen, ndtmelon och roda druvor kan utokas fran 4 °C till 8 °C och om

2) den rekommenderade lagringstiden kan forlangas fran 4 dagar till 8 dagar.

Detta i synnerhet med hansyn till Listeria monocytogenes, en bakterie som
naturligt kan forekomma pa frukt och gronsaker, som overlever och véaxer till vid
laga temperaturer och som framkallat utbrott relaterat till konsumption av
natmelon (cantaloupe) (McCollum et al., 2013) och dpple (Carstens et al., 2019).
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2. Resultat

2.1. Litteraturstudie

2.1.1. Processer i farska och skurna frukter under beredning
och efterskérdshantering
Kylning av intakta och skurna farska frukter fyller tva grundlaggande funktioner
(Figur 3)
1) Fordrojning av nedbrytningsprocessen och
2) Bromsad mikrobiell tillvaxt.

¢ Dehydrering
e Forskamning
* Nedbrytning

Mekanisk skada

]

Biokemiska férandringar - Nedbrytning # Mikrobiell tillvaxt

*  Brunfargning l

*  Enzymatisk forskamning
Fysiologisk forskamning

*  Forskdamning
* Forruttnelse
*  Texturforlust * Sjukdomsalstrare

Bismak

Okad respiration
Okad etylenproduktion
Dehydrering
Bruna flackar
Forlust i utseende

e o o o o

Figur 3 Processer och féréndring av firska frukter och grénsaker efter skérd och under beredning
(enligt Artés and Allende, 2005 modifierat)*

L Bilden &r identiskt med figur 1 i Alsanius et al. 2022. Green wheel. LTV rapport 2022:6, sida 29.
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Dessa tva processer, nedbrytning av fruktvavnaden och mikrobiell tillvaxt, ar
nara kopplade tillvarandra. Nedbrytningen kan vara ett resultat av en biokemisk
process (fysiologisk och enzymatisk nedbrytning/férskamning), men
nedbrytningsprocessen involverar ocksa mikroorganismer. Olika typer av
organismer deltar i processens olika stadier. Mekanisk skada pa intakta frukt
framjar nedbrytningen (lturralde-Garcia et al., 2022).

Da frukten sonderdelas (skivas, strimlas, tarnas), orsakas en aktiv mekanisk
skada pa fruktvdavnaden, alltsa ett gigantiskt sar (Soliva-Fortuny and Martin-
Belloso, 2003). Fruktvdavnaden brunfargas, dehydreras och tappar i textur
samtidigt som fruktsaft rik pa kolhydrater lacker ut. Den specifika ytan, som kan
utnyttjas av mikroorganismer, blir storre; dels genom den initiala sénderdelningen
och senare genom den alltmer framskridande nedbrytningen och forruttnelsen.
Ur mikroorganismerna perspektiv utgor en saryta en idealisk plats for att sla sig
ner och for att ta for sig av den otroligt naringsrika miljén. De goda livsvillkoren
leder till att mikroorganismer kan foroka sig massivt; det gynnar sadana
organismer som har de basta forutsattningarna att nyttja dem. Mikroorganismer
deltar i denna process darfor att denna miljo tillhandahaller rikligt med
lattillgéngliga naringsresurser. En liten andel av dessa organismer (t.ex. Listeria
monocytogenes, Salmonella spp.) kan orsaka sjukdom hos manniskor.

En begransande faktor for farska skurna fruktcocktails ar deras begransade
hallbarhet (shelf-life) (Soliva-Fortuny and Martin-Belloso, 2003). Hallbarheten av
skurna frukter kan visserligen paverkas av bland annat fruktens mognadsstadium
(Gorny et al., 2000, Gorny et al., 1998, Gorny et al., 1999, Colas-Meda et al., 2015),
t.ex. pa omogna paron ar tillvaxten av L. monocytogenes langsammare an pa
mogna paron. Beredning av fruktsallader pa omogna frukter dr daremot inte ett
alternativ. Kylning bromsar dels den fysiologiska och enzymatiska
nedbrytningsprocessen  och  mikroorganismernas  metabolism,  darfor
rekommenderas temperaturer < 5 °C for skuren frukt fran tempererat klimat
(Gross et al., 2016) under lagring och distribution. Generellt kan konstateras att
den visuella kvaliteten sjunker innan den nutritionella kvaliteten (t.ex. halten C
vitamin, karotenhalten) gor det (Gil et al., 2006). Amaro et al. (2018) konstaterade
att respiration och darmed koldioxidhalten 0Okade signifikant nar melon
(cantaloupe; Cucumis melo var. cantaloupensis) lagrades vid 5 °C respektive 10 °C,
jamfort med kontrollen (0 °C). Likasa forsamrades fruktkottets fasthet vid lagring
i 5 °C respektive 10 °C jamfort med den nollgradiga kontrollen. Men
forskamningshastigheten skiljer sig mellan olika fruktslag. Kortast hallbarhet med
hansyn till visuell kvalitet (fruktvavnadens utseende och fasthet) hade skuren farsk
kiwi lagrad vid 5 °C (<6 dagar), medan skuren ananas, natmelon och jordgubbar
tappade fraschoren inom 9 dagar. Daremot var skurna bitar av vattenmelon och
mango fortfarande acceptabla efter 9 dagars lagring vid 5 °C (Gil et al., 2006).
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2.1.2. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ar en psykrotrof bakterie, vilket innebar att den férmar att
vaxa till vid laga temperaturer. For L. monocytogenes specifikt rér det sig om en
minimitemperatur pa -1.5 °C. Férutom sin formaga att leva och foroka sig vid laga
temperaturer, ar L. monocytogenes fakultativt anaerob, vilket innebar att den ar
kapabel att bade vaxa i ndrvaro och franvaro av syre (t.ex. vakuum). Den behover
en relativ hog vattenaktivitet for optimal tillvaxt (99%), men klarar av véaxa till vid
relativt hoga saltkoncentrationer. Kardinalpunkter for tillvaxt av L. monocytogenes
presenteras i Tabell 1.

Tabell 1 Kardinalbetingelser (minimum, optimum, maximum f6ér temperatur, pH, saltkoncentration
och vattenaktivitet) for tillvéxt av Listeria monocytogenes (Beaufort et al., 2014)

Tillvaxt
Minimum Optimum Maximum
Temperatur °C -1,5 30,0-37,0 45,0
pH 4,2-4,3 7,0 9,4-9,5
Vattenaktivitet aw 0,93 0,99 >0,99
Saltkoncentration % <0,5 0,7 12-16

Alla dessa faktorer gor att bakterien dr en utmaning i samtliga delar av
berednings-, lagrings- och distributionskedjan anda fram till slutkonsumenten. Det
bor understrykas i detta sammanhang att skurna fruktbitar ar en idealisk
naringskalla for L. monocytogenes, i och med att de lacker fruktsaft rik pa
kolhydrater och fruktbitarna ur en bakteries perspektiv ar stora naringsrika sarytor
som kan invaderas och koloniseras utan stérre anstrangningar (Mulaosmanovic et

al., 2021).
Bakterien ar naturligt forekommande i jord, i vatten och pa vaxter (inkl. frukt),
men ocksa mycket vanlig i produktionsmiljoer for livsmedel, inkl.

produktionsmiljoer for frukt (Tan et al., 2019). Formagan att bilda biofilm varierar
mellan olika material och paverkas av temperatur (Di Bonaventura et al., 2008).
Det har till exempel visats att L. monocytogenes trivs och fordkar sig val i utspadda
extrakt fran skal och fruktkott av ndatmelon (Abeysundara et al.,, 2017). Detta
faktum ar kanske inget storre problem for intakta ytor som rengdrs pa ett
andamalsenligt satt, men problematiskt for skarv mellan ytor, i golvbrunnar och
svaratkomliga skrymslen, dar de kan etablera sig och bilda biofilm.

Forekomsten av Listeria utbrott relaterade till frukt och grént har 6kat under
de senaste aren, men enligt sammanstallning av EFSA ar RASFF notifikationer for
frukt och gronsaker mycket lagre an de for andra farskprodukter (EFSA Biohaz
panel et al., 2018). Under perioden 2008-2016 stod frukt och grénsaker for 2.6%
av RASFF notifikationer, medan fisk och fiskprodukter, kott och kottprodukter och
mejeriprodukter stod for respektive 41,7 %, 18.3 % och 27 % (EFSA Biohaz panel
et al., 2018). Utbrott i USA under aren 2011 samt 2014/2015 som var relaterade
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till ndtmelon och dpple (Granny Smith, Royal Gala) har ront internationellt stor
uppmarksamhet (Carstens et al., 2019, McCollum et al., 2013).

Aven om L. monocytogenes ar en fara i samband med frukt, s& &r utbrott
sdllsynta. | en kanadensisk studie som omfattade 4691 fruktférpackningar kunde
smittan pavisas i 0.51 % av proven, av dessa lag drygt 8% 6ver gransvardet pa 100
CFU/g frukt (Zhang et al., 2020). Vid endpoint undersékningar som genomfordes i
Schweiz, dar det i likhet med Sverige inte &r tillatet att anvanda
desinfektionsmedel (t.ex. klorin) i skoljvattnet, konstaterades ingen férekomst av
L. monocytogenes i nagra av de undersokta 64 proverna (Althaus et al., 2012).
Daremot ar paverkan av bakterien stor; den har hog dodlighet (25-30 %) och antal
patienter som behover stationar sjukhusvard ar mycket hog (> 92 %) (Beaufort et
al., 2014).

Listerios forekommer i tva varianter. Som icke-invasiv variant orsakas febrig
magsjuka som ofta gar over av sig sjalv och inte krdaver nagon sjukhusvard. Den
invasiva varianten ar synnerligen lurig, i och med att den formar att overvinna
blod-hjarna-, blod-tarm- och blod-placenta-barridaren (Wing and Gregory, 2002)
samt orsakar hjarnhinneinflammation (meningit) och sepsis. Den drabbar framst
dldre (> 65 ar) och personer med nedsatt immunforsvar, t.ex. till foljd av
organtransplantation, nedsatt njur- och leverfunktion, inflammatorisk sjukdom,
HIV/AIDS eller olika former av cancer. Ocksa gravida kvinnor &r i riskzonen.
Listerios under graviditeten kan leda till missfall. Smittan kan ocksa éverforas till
fostret som kan utveckla listerios under de forsta dagarna till veckorna efter
fodseln.

2.1.3. Effekt av temperatur pa Listeria monocytogenes i farska
fruktsallader

Skuren frukt har varit foremal for flera provokationsstudier med Listeria spp., dar
olika temperaturnivaer har tillimpats. Inte alla studier anvander sig av L.
monocytogenes, utan av ett icke patogent surrogat, namligen Listeria innocua. Det
ar tveksamt i vilken utstrackning resultat fran studier med surrogat kan jamforas
ur ett livsmedelssakerhetsperspektiv. Det dr ocksa viktigt att halla i atanke att
franvaro av kolonier pa agarplattor (viable count; colony-forming unit, CFU) inte
tvunget innebar franvaro av levande celler. Stressade L. monocytogenes kan
overga i ett stadium med fysiologiskt intakta celler som dock inte kan odlas upp
pa agarplattor under laboratoriebetingelser (viable but non-culturable, VBNC)
(Wideman et al., 2021). Sadan stress kan orsakas av ogynnsamma
miljobetingelser. Denna typ av stress kan leda till en korsrespons, vilket innebar
att en stressfaktor inducerar tolerans mot en annan stressfaktor och féljaktligen
leder till en 6kad motstandskraft (Francis et al., 2012).

Majoriteten av undersokningar har genomforts med enskilda skurna frukter.
Betingelserna som anvants i de olika studierna samt redovisas i
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Tabell 2 med hansyn till L. monocytogenes férokning. Apple, piron, melon
(honungs-, nat-, vattenmelon) och ananas har varit i fokus. Analys av de olika
rapporternailitteraturen visar att metodiken (val av fruktslag, sort, mognadsgrad,
inokulationssatt, sonderdelningssatt och —grad, lagringstemperaturer,
forbehandling, serovarer av L. monocytogenes respektive surrogat) varierar
kraftigt. Darfor ar det svart att jamfora resultaten mellan olika studier och att dra
generella slutsatser. Tyvarr redovisas i vissa studier inte forekomsten av L.
monocytogenes relaterat till vikt eller yta (t.ex. CFU/g eller log CFU/g), utan som
CFU respektive log CFU per redovisat amne (t.ex. testplugg eller helt dpple), vilket
forsvarar jamforelsen ytterligare.

Generellt sett bromsar, men forhindrar inte, laga temperaturer(4-5 °C),
tillvaxten av L. monocytogenes pa frukt, medan temperaturer >8 °C framijar
bakterien. | detta sammanhang forefaller ananas vara ett undantag. Vid samtliga
temperaturnivaer sjonk forekomsten av L. monocytogenes patagligt till ej
pavisbara eller mycket Iaga nivder (Huang et al., 2019).

Det verkar finnas samsyn kring att L. monocytogenes kan foroka sig massivt pa
natmelon (Kroft et al., 2022, Amaro et al., 2018, Huang et al., 2019), och pa
vattenmelon (Huang et al.,, 2019). Daremot forefaller uppforokningen pa farsk
skuren honungsmelon vara nagot lagre &n for de andra tva melonarterna (Huang
et al., 2019). Skillnader mellan melonslagen ar utan biologisk relevans vid lagring i
laga temperaturer (4 °C), medan skillnaderna vid 8 °C respektive 12 °C lagring ar
10-15 ganger hogre (1,2 respektive 1.5 log CFU/g frukt) vid lagring av nat- och
vattenmelon vid 8 °C respektive 12 °C jamfort med honungsmelon vid
motsvarande lagringstemperaturer (se Tabell 2). Aven om denna skillnad inte
stods fullt ut av tillvaxtmodellen for farsk skuren melon enligt Danluyk et al.
(2014), beskriver modellen de generella tendenserna i uppforokning av bakterien
vid olika lagringstemperaturer och —langder.

Tabell 2 understryker vikten av interaktioner mellan temperatur och fruktens
mognadsgrad, sort, samt inokulationsplats (plats for kontaminering). Till exempel
hos dpple, kunde en massiv uppférékning observeras vid lagring i 25 °C efter att
L. monocytogenes inokulerats till fruktskalet av intakta Gala-dpplen, medan ingen
namnvard uppforokning konstaterades efter en jamforbar kontaminering av
sorten Granny Smith (Salazar et al., 2016). Samtidigt sjonk forekomsten av L.
monocytogenes vid inokulering av fruktskaftet, oberoende av sort, vid lagring i 25
°C; daremot skedde ingen forandring i forekomsten vid samma
inokulationsbetingelser och lagring av dpplesorten Gala vid 5 °C.

Dynamisk temperatursattning med en kortvarig behandling (2 h) av den
kontaminerade produkten (ananas, melon) vid 35 °C f6ljd av 4 °C som visat sig
effektiv i samband med reduktion av Salmonella spp., hade ingen stdrre inverkan
pa tillvaxt av L. monocytogenes (Huang et al., 2019) jamfort med konstant lagring
vid 4 °C.

18



Tabell 2 Effekt av temperatur pd Listeria monocytogenes pd olika fruktmatrix. Temperatur ( C) och tid (h) indikerar temperaturregim och varaktighet av lagringen.
Midngden av L. monocytogenes i bérjan och slutet av lagringstiden redovisas i levande celltal (log colony-forming units, log CFU/g frukt, om avvikande enhet angivits).
Tillviixtpotentialet (8) dr differensen i modellorganismens méngd mellan provokationens start och slut och uttrycks i log CFU/g frukt om ej annorlunda angiven. Ett

negativt vdrde for tillvéxtpotentialet betyder att modellorganismens férekomst sjénk.

Fruktslag Férbehandling Tempe- | Tid Listeria monocytogenes | Kommentar Referens
Storlek ovrigt ratur Start Slut [
Ananas 8 cm? Tvattat i klorin- 4 168 | 2,51 ND B Lagring efter skord vid 4 °C foljd | (Huang et al,
haltigt  vatten 8 168 | 2,51 ND B Modellorganismer: blandning av | 2019)
(200 mg/L), 12 168 | 2,51 ND © tre L. monocytogenes serovarer
torkat, skalat (4b, 1/2a, 1/2b)
3547|168 | 2,51 0,8 -1,7
Melon
Honungs- | 8 cm3 Tvattat i klorin- 4 168 | 2,5-2,6 3,7 1,1-1,2 | Lagring efter skérd vid 4 °C féljd | (Huang et al,
melon haltigt  vatten 8 168 2,5 5,5 3,0 Modellorganismer: blandning av | 2019)
(200 mg/L), 12 168 2,5 6,2 3,7 | tre L. monocytogenes serovarer
torkat, skalat 4b, 1/2a, 1/2b
3554% | 168 | 2,5 3,9 14 | (40 1/23,1/20)
Natmelon | 8 cm? Tvattat i klorin- 4 168 | 2,5-2,6 | 4,1 1,5-1,6 | Lagring efter skord vid 4 °C féljd | (Huang et al,
(Cantalou- haltigt  vatten 3 168 2,5 6,72 42 | Modellorganismer: blandning av | 2019)
pe) (200 mg/L), 12 168 25 77 52 tre L. monocytogenes serovarer
torkat, skalat (4b, 1/2a, 1/2b)
354”2 | 168 | 2,5 4,2 1,7
Vatten- 8 cm? Tvattat i klorin- 4 168 | 2,5-2,6 4,1 1,5-1,6 | Lagring efter skérd vid 4 °C (Huang et al,
melon haltigt  vatten 8 168 2,5 6,72 4,2 Modellorganismer: blandning av | 2019)
(200 mg/L), 12 168 2,5 77 5,2 tre L. monocytogenes serovarer
torkat, skalat (4b, 1/2a, 1/2b)
354" | 168 2,5 4,2 1,7
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Fruktslag Férbehandling Tempe- | Tid Listeria monocytogenes | Kommentar Referens
Storlek Ovrigt ratur Start Slut é
Persika Stansade Tvattat Sort: Royal Glory, Elegant Lady, | (Alegre et al.,
cylindrar (@ | dricksvatten; Merry  O’Henry, Tardibelle, | 2013)
1,2 cm, | Ytsteriliserat 20 48 4,3¢ 7,4¢ 3,1¢ | Placido, Roig d’Albesa
hojd: 1 cm) | 70% alkohol Ingen postharvest behandling
Modellorganism: L. innocua
P&iron 10 klyftor | Tvattat 196 | 3,3° 5,6° 2,3% | Sort: Conference (Colds-Meda et
per frukt dricksvatten; 5 196 | 3,3F 56F 2,3F Lagring efter skord vid 1 °C féljd | al., 2015)
torkat; 196 | 3,3F 5,2F 1,9% | av mognadsprovokation vid 20 °C
Ytsteriliserat 196 | 3,4° 6,8° 3,4° | Modellorganism: L. monocyto-
70% alkohol 10 196 3,4F 7,3F 3,9¢ genes serovar 1/2a
196 3,4F 7,5F 4,1F Karnhus borttaget
196 | 3,3° 7,5° 4,2°
20 196 | 3,3F 7,7¢ 4,4F
196 | 3,3F 7,7F 4,4F
Apple Stansade Tvattat Sort: Golden Delicious (Alegre et al,,
cylindrar (@ dricksyétten; 20 48 4,4¢ 71¢ 27¢ Ingen behanqling efFer skord 2013)
1,2 cm, | Ytsteriliserat Modellorganism: L. innocua
hojd: 1 cm) | 70% alkohol
Hela dpplen 5 216 | 2,7° 4,7¢ 2,0% | Sort: Gala (Salazar et al.,
Inokulationsplats: fruktskal 2016)
Modellorganism: kliniska
stammar av L. monocytogenes
25 216 2,7° 57° 3,0° (573-035, 576-043, 580-060)
Inokulumdensitet: log 6,9
CFU/&pple
25 216 | 4,8€ 5,1°¢ 0,3¢ | Sort: Granny Smith
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Fruktslag Férbehandling Tempe- | Tid Listeria monocytogenes | Kommentar Referens
Storlek Ovrigt ratur Start Slut é

Inokulationsplats: fruktskal
Modellorganism: kliniska
stammar av L. monocytogenes
(573-035, 576-043, 580-060)
Inokulumdensitet: log 6,9
CFU/apple

5 216 | 5,7°€ 5,9¢ 0,2¢ | Sort: Gala

Inokulationsplats: skaft
Modellorganism: kliniska
stammar av L. monocytogenes
(573-035, 576-043, 580-060)
Inokulumdensitet: log 6,9
CFU/&pple

Sort: Granny Smith
Inokulationsplats: skaft
Modellorganism: kliniska
25 216 | 6,7° 6,06 -0,7¢ | stammar av L. monocytogenes
(573-035, 576-043, 580-060)
Inokulumdensitet: log 6,9
CFU/apple

25 | 216| 57¢ | 3,9° | -1,86

A35°Ci 2 timmar féljd av 4 °C under den resterande lagringstiden; total varaktighet: 168 h (7 dagar); ® ND= e]j detekterbart; under detektionsgransen; ¢ CFU/stans;
P omogna gréna péron; E mogna paron; F('jvermogna paron; ® CFU/apple
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2.2. Provokationsstudie

2.2.1. Tillvaxt av L. monocytogenes under
laboratoriebetingelser

For att kunna spara L. monocytogenes i fruktcocktails och utesluter inverkan av en
potentiell bakgrundskontaminering med L. monocytogenes, taggades
(markerades) organismen. Den markerade organismen uppvisade samma
tillvaxtforlopp som den omarkerade (Figur 4). Tillvaxtparametrarna redovisas i
Tabell 3.

Listeria monocytogenes (log CFU mL?)

O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Timmar (h)

Figur 4 Tillvéixt av L. monocytogenes (Log CFU mlt) under laboratoriebetingelser (lila: vildtypsstam;
orange: markerad stam)
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Tabell 3 Tillvéixtparametrar fér den omarkerade respektive markerade Listeria monocytogenes
stammen. Stammarna odlades upp i Trypton Soja Buljong vid 37 C.

Listeria monocytogenes

Omarkerad Markerad
Antal generationer (n) 17,21 17,41
Generationstid (g)* 1,16 1,15
Specifik tillvaxtkvot 0,26 0,26
Delningskvot 0,86 0,87

! timmar (motsvarar 69,87 min fér den omarkerade vildtypen och 68,94 min fér den
markerade stammen)

2.2.2. Tillvaxt av L. monocytogenes i farska fruktsallader vid
olika temperaturregimer

Resultaten efter atta dagars lagringstid visar att L. monocytogenes forokade sig i
samtliga forsoksled, dock avsevart langsammare vid lagring i 4 °C, jamfort med
kontinuerlig lagring i 8 °C, samt den dynamiska behandlingen. Halten av L.
monocytogenes var signifikant lagre i frukt som forvarats vid den lagsta
temperaturregimen, jamfért med de tva andra temperaturbehandlingarna (Figur
5 och Figur 6A).

Vid lagring i 4 °C fanns inga signifikanta skillnader i halten L. monocytogenes
under de férsta fem dagarna. Totalt hade forekomsten av L. monocytogenes 6kat
med knappt ett halvt log-varde vid 4 °C lagringstemperatur. Dag 7 uppstod
forsokstekniska problem vid avldsningen av det fyra-gradiga forsoksledet; det
redovisade vardet for detta forsoksled dag 7 (markerat med pil) visar troligtvis en
Overskattning.

Vid lagring i 8 °C samt vid lagring med dynamisk temperaturreglering dkade
forekomsten av L. monocytogenes med log 1,37 respektive log 1,23, d.v.s. antalet
L. monocytogenes ©kade mer an 10 ganger under observationsperioden.
Signifikanta skillnader i Listeria-halt konstaterades redan vid de forsta tva
avlasningstillfallena (dag 0 och dag 3). Forekomst av L. monocytogenes i den
dynamiska temperaturregimen hade en nagot svagare tillvaxttakt jamfort med
forsoksledet som lagrades vid 8 °C. Skillnader mellan boxarna inom det dynamiska
ledet var dock stora och inga signifikanta skillnader kunde konstateras mellan den
hogsta temperaturnivan och den dynamiska temperaturregimen.
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Listeria monocytogenes [logCFU (g frukt?)]
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Dagar efter inokulering

Figur 5 Férekomst av Listeria monocytogenes i skurna fruktcocktails under Gtta dagar lagring vid 4
°C (grén linje), 8 °C (lila linje) samt ett dygn vid 4 °C och sju dygn vid 8 °C (orange linje). Den firska
fruktcocktailen bestod av réda dpplen, réda druvor, nétmelon o och ananas. Pilen indikerar tillféllet
for en férséksteknisk avvikelse som férmodligen ledde till en 6verskattning av det verkliga virdet.

Resultaten redovisade i Tabell 4 visar temperaturens substantiella effekt pa
tillvaxt av L. monocytogenes. Medan tillvaxten var mycket |ag vid lagring av
fruktsallad vid 4 °C (tid for fordubbling: 13,68 h), 6kade den avsevart nar
fruktsalladen forvarades vid hogre temperatur. Tid for fordubbling var 2,5 ganger
(vid 8 °C) respektive drygt 3 ganger (vid dynamisk temperaturstyrning snabbare
vid hogre temperaturregim jamfort med lagring vid 4 °C (tid for fordubbling i 8 °C:
5,42 h, och med dynamisk temperaturstyrning: 4,39 h). En intressant observation
i detta sammanhang ar att den dynamiska temperaturstyrningen paskyndade
tillvaxt av L. monocytogenes jamfort med den kontinuerliga behandlingen vid 8 °C.
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H4°C m4°C5>8C mgC

L. monocytogenes [Log CFU (g frukt)]
w

Dag 0 Dag 8

H4°C m4°C->8C mgC

Heterotrofa bakterier [Log CFU (g frukt) ]

Icke-inokulerat Lm inokulerat Icke-inokulerat Lm inokulerat

Dag 0 Dag 8

Behandling

Figur 6 Férekomst av L. monocytogenes (A) och heterotrofa bakterier (B) (Log CFU g frukt?) vid
lagring i Gtta dagar vid 4 °C (grén), 8 <C (lila) respektive 4 °C under dag 1 och 8 °C under den
resterande tiden (orange). Olika bokstdver 6ver staplarna indikerar signifikanta skillnader enligt
Anova och general linear model (p<0.05).
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Tabell 4 Tillvixtparametrar fér L. monocytogenes och heterotrofa bakterier i skurna firska
fruktcocktail vid lagring under 8 dagar vid 4 °C, 8 C respektive i med dynamisk temperaturstyrning
(dag 1: 4 <C; 6vriga dagar: 8 <C). Ekvationerna som ligger till grund till berékning av de olika
parametrarna redovisas under avsnitt “Berdkningar” i kapitel 4 .

Antal gene- Generations-  Specifik Delnings-
rationer (n) tid (g)? tillvaxtkvot kvot
Listeria monocytogenes
4°C 1,96 10,20 0,03 0,10
4°C->8°C 4,55 4,39 0.07 0.23
8°C 3,69 5,42 0,06 0,18
Heterotrofa bakterier (i icke inokulerade fruktcocktail)
4°C 9,5 2,11 0,14 0,48
4°C->8°C 14,28 1,40 0,22 0,71
8°C 13,15 1,52 0,20 0,66
Heterotrofa bakterier (i inokulerade fruktcocktail)
4°C 8.21 2,44 0,12 0,41
4°C->8°C 12,79 1,56 0,19 0,64
8°C 13,22 1,51 0,20 0,66

2.2.3. Tillvaxt av 6vriga mikroorganismer i farska fruktsallader
vid olika temperaturregimer

Heterotrofa bakterier analyserades enbart dag O (direkt efter forsoksstart) och dag
8 (vid forsoksslut) i bade inokulerade och oinokulerade fruktsallader (Figur 6B). En
markant tillvaxt av heterotrofa bakterier kunde pavisas i samtliga behandlingar
(Figur 6B, Tabell 4). Tillvaxten var signifikant lagre i fruktsallad som lagrats vid 4 °C
jamfort med sallader som utsatts for 8 °C och den dynamiska temperaturregimen.
Forekomsten av heterotrofa var nagot lagre i fruktsallader som inokulerats med L.
monocytogenes, dock inte signifikant lagre. Ocksa for heterotrofa bakterier
behovdes kortare tid for férdubbling nar fruktsallader forvarades vid 8 °C jamfort
med kontinuerlig behandling vid 4 °C. Skillnaden var inte lika pafallande som for L.
monocytogenes. Forokningstakten var ldangsammare i ndrvaro av L
monocytogenes.

Fran och med dag 5 iakttogs gasutveckling i de fruktforpackningarna som
lagrades vid hogre temperaturer (bade behandling 2 och 3). Den tilltog mot slutet
av forséksperioden. Fruktsalladsforpackningarna som ingick i behandling 2 och 3
antog en alltmer buktande form. Fran och med dag 6 avgav dessa forpackningar
ocksa en mycket distinkt jastlukt, som kdndes dag 6 efter att férpackningarna hade
Oppnats och vid senare tillfallen dven fran de o6ppnade paketen.
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Forekomst av jastsvampar analyserades darfor ad hoc dag 8 och resultaten
redovisas i Figur 7. Signifikanta skillnader i férekomsten av jastsvampar
faststalldes mellan fruktsallader som lagrats kontinuerligt vid 4 °C och de andra
tva temperaturregimerna. Forekomsten av jastsvampar var hogst da fruktsallader
hade lagrats kontinuerligt vid 8 °C. Signifikanta skillnader mellan den dynamiska
och kontinuerliga 8 °C behandling kunde enbart noteras i fruktsallader fria fran L.
monocytogenes. Da halten jastsvampar jamférdes mellan fruktsallader med och
utan tillsats av L. monocytogenes noterade vi nagot hogre halter i narvaro av
Listeria. Dessa skillnader var dock inte signifikanta.

6 -

H4°C H4°C->8C m8C
B B

A

(93]
1

D
1

Jastsvampar [Log CFU (g frukt)?]
N w

-
1

Icke-inokulerat Behandling Lm inokulerat

Figur 7 Férekomst av jastsvampar i fruktsallad som lagrats i Gtta dagar vid 4 °C, 8 <C eller med
dynamisk temperaturstyrning (dag 1: 4 C; dag 2-8: 8 <). Cocktailen hade efter packning
inokulerats med L. monocytogenes. Olika bokstdver éver staplarna indikerar signifikanta skillnader
enligt Anova och general linear model (p<0.05).

2.2.4. Abiotiska faktorer

Abiotiska faktorer (pH, vattenaktivitet, total aciditet och refraktometrisk
torrsubstans) vasentliga for tillvaxt av L. monocytogenes redovisas i Tabell 5. Inga
signifikanta skillnader konstateras for pH och vattenaktivitet for nagon av
kylbehandlingar mellan de tva avlasningstidpunkterna. Vardena for
refraktometisk torrsubstans sjonk i samtliga behandlingar mellan forsokstart och
—slut, men signifikanta skillnader konstaterades enbart vid en konstant eller
dynamisk lagringstemperatur pa 8 °C.
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Tabell 5 Abiotiska faktorer i fruktcocktails vid studiens start (dag 0) och slut (dag 8). Skurna firska
fruktcocktails férvarades kontinuerligt vid 4 °C respektive 8 <C i dtta dagar, eller i dynamisk
temperaturstyrning med 4 C under dag 1 och 8 °C under de resterande sju dagarna. Virden inom
samma rad och lagringstemperatur som Gtféljs av olika bokstdver skiljer signifikant enligt envdgs-
Anova och Tukey-test (p<0.05).

4°C 4°C->8°C 8°C
Dag0 Dag 8 Dag0 Dag 8 Dag0 Dag 8

pH 3,85A 3,91A 3,89A 3,95A 3,96A 3,92A
Vattenaktivitet

(aw) 0,982 A 0,985A 0,980A 0,980 A 0,980A 0,980A

aw
Total aciditet

%) 0,56A 0,54A 0,55B 0,63A 0,60A 0,62A

(]

Refaktrometrisk
torrsubstans 14.14A 13,70A 14,09A 13,268B 14,46A 13,70B
(%)
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3. Diskussion och slutsatser

Lagringstemperaturerna for fruktsallader i foreliggande forsok var laga men
avsevart hogre an minimitemperaturen for tillvaxt av L. monocytogenes. Nivderna
for vattenaktivitet 1ag nara tillvaxtoptimum, medan pH betingelserna var
suboptimala. Trots detta fanns en viss tillvaxt av L. monocytogenes i samtliga
behandlingar; de var signifikanta for prover som utsattes for en kontinuerlig eller
dynamisk temperaturbehandling vid 8 °C. En kontinuerlig lagringstemperatur vid
4 °C kan sakerstdlla en tillfredsstillande produkt med <100 CFU L.
monocytogenes/g fruktcocktail om utgangsvardet pa L. monocytogenes inte
overskrider 25 CFU/g fruktsallad. Likasa kommer detta gransvarde redan nas efter
drygt 83 h (3 dagar och 11 h) lagring i 8 °C, om utgangsvardet ar 25 CFU/g
fruktcocktail. Detta skulle innebdra att livsmedelssdakerheten fér produkten ar
otillfredsstallande redan for utgang av hallbarhetstiden pa 4 dagar.

Foreliggande studie har genomforts med ett begrdnsat antal upprepningar.
Darfoér bor man inte dra forhastade slutsatser over lampligheten av hogre
lagringstemperaturer an de rekommenderade 4 °C. Studien bor upprepas tva
ganger med samma stam av L. monocytogenes. For att kunna gora en riskanalys
bor hela studien upprepas med flera kliniska stammar.

Att utoka lagringstemperaturen och lagringstiden fran 4 °C till 8 °C och 4 till 8
dagar ar dock olampligt ur ett annat perspektiv — namligen pa grund av den
avsevarda tillvaxten av jastsvampar. Bade doften av jast samt den stora
gasutvecklingen i fruktférpackningarna ar inte attraktiva for slutkonsumenten.

De abiotiska betingelserna i fruktcocktailen kommer att forandras om en eller
flera andra fruktslag ingdr. Detta stddjs ocksa av observationer av Ziegler et al.
(2018) och innebar att det kommer kravas nya provokationsférsok med flera
stammar av L. monocytogenes och ett flertal upprepningar.

For farsk skuren melon presenterades tva tillvaxtmodeller for L.
monocytogenes med temperatur som avgorande faktor (Danyluk et al., 2014, Fang
et al.,, 2013). Fang et al. (2013) forordade sin tillvaxtmodell ocksa for att
optimering av lagringstemperatur och —ldngd samt som ett verktyg for
riskbedomning for myndigheter och beredningsforetag. Trots den goda
passhingen for dessa tva modeller ar det viktigt att inte dra férhastade slutsatser
vad galler andra frukt eller fruktcocktails. De flesta studier har genomférts med
individuella fruktslag. Daremot finns fa studier som redovisar tillvaxthastigheten
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av Listeria spp. i blandningar av farskskurna frukt. Foreliggande data fran
litteraturen och fran denna rapports experimentella del tyder pa att samspelet i
fruktcocktails ar mycket mer komplext och att dven andra faktorer behover tas
hansyn till, t.ex. fruktens mognadsgrad och pH i fruktblandningen. Vara resultat
visar att L. monocytogenes visade pa tillvaxtpotential trots att pH i blandningen
var lagre an det minimi-pH redovisat i litteraturen (Beaufort et al., 2014).

Internationellt har det beskrivits en rad olika behandlingar som kan forlanga
hallbarheten (shelf-life) av skurna frukter genom tillsatser under tvattprocessen,
behandlingar efter tvatten samt val av forpackning (Corbo et al., 2015, Gorny,
2001, lturralde-Garcia et al., 2022, Siddiqui, 2020, Vivek et al., 2019). Alla dessa
behandlingar ar inte tillatna i EU eller Sverige. | detta sammanhang &r det ocksa
viktigt att ta in konsumenternas attityd till eventuella atgarder och vad som
uppfattas som ett avsteg fran konsumentens forvantningar av en hélsosam
produkt.

Utifran foreliggande resultat drar vi slutsatsen att bibehdlla den
rekommenderade lagringstemperaturen av 4 °C. Om man vill utéka lagringstiden
till 8 dagar ar det viktigt att kunna garantera att L. monocytogenes inte dverskrider
en slutkoncentration (hos konsumenten) pa <100 CFU/g farsk fruktsallad.
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4. Material och metoder

Studien genomférdes i form av en litteraturstudie och en experimentell
provokationsstudie.

4 1. Litteraturstudie

Litteratur extraherades fran systematiska litteratursékningar i databasen “Web
of Science”. Referenserna identifierades i tre oberoende sékningar och urvalet
foljde processen for systematiska litteratursékningar enligt PRISMA (Moher et al.,
2009).

Farska fruktsallader, temperatur, livsmedelssdkerhet och hallbarhet anvandes
som nyckelkoncept. Den psykrofila organismen Listeria monocytogenes anvandes
som malorganism, darfor att den forekommer pa frukt som anvands i farska
fruktsallader och i tillverkningsmiljon, kan foroka sig vid laga temperaturer (0-1 °C)
och eftersom den har upprepat identifierats som kalla bakom utbrott av
magsjukor relaterade till konsumtion av frukt och gront. Sékningarna redovisas i
Tabell 6. Foljande generella kriterier anvdndes for inkluderande respektive
exkluderande av referenser i enlighet med Alsanius et al. (2022):

J Inkluderande:
Originalartiklar i vetenskapliga tidskrifter dar artikeln genomgatt "peer-review”
process och som

1) Omfattar minst en soktermskombination
2) Adresserar nyckelkoncept resp.
3) malorganismen

Artiklar skrivna pa engelska, tyska, franska eller skandinaviska sprak beaktades.

o Exkluderande:
Publikationer exkluderas om dessa inte
1) adresserar nyckelkoncepten
2) ar originalartiklar (t.ex. oversiktsartiklar)
3) innehaller tillrackligt evidens.
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For hogrelevanta aldre referenser sparades ocksa litteratur framat i tiden.
Dessa artiklar inkluderades enbart om de motte de ovannamnda kriterierna for
inkluderande och exkluderande.

Tabell 6 Koncept och séktermer samt antal tréiffar i Web of Science sékningarna

Koncept 1 Koncept 2 Antal
traffar

"Listeria monocytogenes" AND ("fresh "shelf life" 47

cut fruit cocktail" OR "fresh cut fruit" OR ("storage temperature" 26

"Minimally  preserved fruit" OR OR “temperature”)

"Minimally processed fruit" OR "RTE- '"storage length" 0

fruit product")

Overlappningar togs bort och 54 artiklar ingick i den systematiska
litteraturgenomgangen.  Ytterligare  referenser  identifierades  genom
litteratursparningar bakat och framat i tiden.

Litteraturstudien redovisas i kapitel 2.1.

4.2. Provokationsstudie

4.2.1. Forundersokning

En klinisk stam av L. monocytogenes anvandes. For att kunna aterisolera den
introducerade stammen och for att kunna skilja ut den fran eventuellt
forekommande bakgrundskontaminering markerades stammen genom spontan
mutation. Den omarkerade och markerade stammen jamfordes med hansyn till
deras tillvaxtmonster.

Stammen odlades upp vid 30 °Ci 24 h, foljd av uppfordkning vid Iag temperatur
i 8 °C under 36 h i Trypton Soja Buljong (TSB). Cellkulturen tvattades genom
upprepad centrifugering och resuspendering av pelletten i en 0,85%-ig
koksaltlésning. Stamldsningens densitet stalldes till en optisk densitet av ODs20
0.320 och fortunnades sedan med hansyn till den forvantade fruktvikten i ladorna
(175 g).

4.2.2. Genomforande

En ml av inokulationsvatskan sprutades in i vardera av de totalt 126 férpackningar
med fruktcocktail utan att bryta forpackningarna och férandra atmosfaren inom
forpackningarna. Som en kontroll inokulerades tolv férpackningar endast med
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steril koksaltlésning som sedan analyserades dag O och dag 8. Inneslutna
fruktforpackningar placerades i 4 °C resp. 8 °C och forvarades i atta dagar.

Undersokningen genomfordes med tre temperaturregimer:

e Behandling 1: 4 °C i atta dagar,

e Behandling 2: 8 °Ci atta dagar samt

e Behandling 3: 4 °Ci ett dygn foljd av 8 °C under aterstaende lagringstid pa
totalt atta dagar (dynamisk temperaturregim).

4.2.3. Analys och berakning

Schemat for provtagningarna redovisas i Tabell 7.

Vid analysen delades fruktcocktailen fran varje lada upp fér mikrobiologisk
analys, analys av vattenaktivitet samt biokemisk analys. Kontrollerna analyserades
enbart dag 0 och dag 8. Av forsokstekniska skal (smittskydd) bestamdes pH enbart
dag 0 och dag 8 i frukt som tagits ur forsdksleden.

Tabell 7 Provtagningsschemat vid provokation med Listeria monocytogenes

Dagar efter inokulation

0 3 4 5 6 7 8
Listeria . . o . . . .
monocytogenes*
Generell mikrobiota* . o
pH . .
Vattenaktivitet o . o . . . o

Mikrobiologisk analys. For den mikrobiologiska analysen vagdes 25 g fruktcocktail
in i filterpdsar och homogeniserades med hjalp av en stomacher i 1 min vid hog
hastighet (steg 3). Proverna sedimenterade i 2 min. All vatska som filtrerats genom
filterpasens membran 6verférdes sedan i individuella provror och centrifugerades
vid 3200 rpm i 10 min vid 4 °C. Supernatanten forkastades medan pelleten
resuspenderades i 1 ml TRIS buffert. Materialet anvandes for att satta upp
spadningsserier. Levande celltal (colony-forming unit, CFU) av Listeria
monocytogenes analyserades pa selektiv agar (Harlequin™ Listeria Chromogenic
Agar). Den generella mikrobiotan analyserades pa TSB forsatt med 1,5% Bacto
Agar. Ad hoc analyserades ocksa forekomsten av jastsvampar pa jast-malt-agar.
Inkubationstemperatur och —langd redovisas i Tabell 8. Proverna analyserades
med tre replikat per fruktcocktail.

34



Tabell 8 Inkubationsbetingelser (temperatur, °C; ldngd, h) fér de heterotrofa bakterier (Trypton
Soja Agar), Listeria monocytogenes (Harlequin Agar) och jdstsvampar (Jédst-malt-agar).

Mikrobiologiskt Inkubations-
medium

temperatur langd
Trypton Soja Agar 25 48
Harlequin agar 37 24
Jast-malt-agar 25 72

Vattenaktivitet. Vattenaktivitet mattes med hjalp av Aqualab Pre (Meter Group,
Pullman, WA, USA) och vattenaktivitet, temperatur och dagpunkt registrerades.
Instrumentet kalibrerades infor forsta analys for analysdagen samt efter var 10:e
prov mot tva relevanta standarder (0,984; 1.000).,

Biokemisk analys. Analys av pH, total aciditet och refaktrometrisk torrsubstans
analyserades enligt Ali et al. (2012).

Berdkning. Resultat pa CFU justerades med hansyn till vikt och log-
transformerades (logio + 1). Medeltalet fran varje fruktcocktail anvandes for den
statistiska analysen. Tillvixtparametrarna berdknades enligt ekvationer 1-5,
namligen for

e Antal generationer (n)
N = N, 2™ (ekvation 1)
Dar N star for det slutliga antalet bakterier, No for det initiella antalet
bakterier och n for antal generationer.

e Generationstid (g)
g= %( ekvation 2)
Dar g star for det generationstid, t for tidspannet (h) och n for antal
generationer.

e Specifik tillvaxtkvot (k)

k = 0.301 x % - % (ekvation 3)

Dar g star for det generationstid, t for tidspannet (h) och n for antal
generationer samt k for den specifika tillvaxtkvoten, som motsvarar
kurvans lutning.

e Delningskvot (v)
v = i (ekvation 4)
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Dar v star for det delningskvoten och t for tidspannet (h).

° Tillvaxtpotential (6)

6 = log N — log N, (ekvation 5)

Dar N star for det slutliga antalet bakterier (log CFU/g), No for det initiella
antalet bakterier (log CFU/g).

Resultaten analyserades statistiskt med hjalp av Anova (general linear model
respektive envags-Anova) foljt av Tukey test (p<0.05).

Provokationsstudien redovisas i kapitel 2.2.
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