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ANNOTATSIOON

Too eesmargiks oli maarata koeratoidu mikroobse kvaliteedi muutust toatemperatuuril
sdilitamisel. Idee tekkis, kuna koeratoidu tootmisettevottest Pala Petfoods tuli teateid, et
vahetevahel [aheb toit hallitama. T66s maarati igakuiselt hallituste ja parmseente arvukus suletud
vOi taassuletud pakkides kuni sailivusaja 16puni, milleks oli kolm ja pool kuud. Lisaks maarati
mesofiilsete bakterite Uldarvukus varskelt pakitud ja sailivusaja 16ppu joudnud toodetes. Igal
katsepdeval maarati ka toote pH ning tiitritav happesus. Tulemuseks leiti, et uuritud partiides ei
Iahe koeratoit hallitama toatemperatuuril hoides seda suletuna voi taassuletuna kaitstult otsese
paikesevalguse eest. Samuti leiti, et bakterite mitmekesisus vdaheneb vorreldes just valmistatud
toitu kolm ja pool kuud seisnud toiduga. pH muutus oli langevas trendis sailivusaja valtel, kuid TTA
tGusis seoses ettevalmistamisajaga ning toidu leotamisel vees, TTA puhul ei margatud muutust
seoses sailivusajaga.

T66 koosneb kirjanduse (ilevaatest, kus seletatakse tdpsemalt, kuidas lemmikloomatoitu
valmistatakse ning vorreldakse varasemate uuringute tulemusi. To6 eksperimentaalsest osast,
kus tuuakse vilja konkreetse retsepti koostis, kirjeldatakse |dhemalt t66s labiviidud katseid,
esitatakse tulemused ja jareldused.

Too6 koosneb 35 lehekiiljest, 7 tabelist ja 2 lisast.



ABSTRACT

The pet food production volumes are in the increasing trend wolrdwise. Also more attention is
paid on the quality of pet foods including safety and nutritional values. The later includes pet
foods, which are less processed, preserve natural components (e.g. vitamins) and contains less
preservatives. These should not compromise the safety of food, especially biological safety
including pathogenic bacteria (mainly Salmonella and Listeria) but also mycotoxins produced by
molds (e.g. representatives of Aspergillus and Penicillium).

The aim of the work was to determine the change in the microbial quality of Pala Petfoods dog
food recipe number 3 (beef, salmon and vegetables) during storage at room temperature. The
problem arose because there were reports from the food processing company Pala Petfoods that
occasionally the food went moldy. In current work, the number of molds and yeasts was
determined monthly in sealed or resealed packages until the end of the shelf life, which was three
and a half months. In addition, the total number of mesophilic bacteria in freshly packed and
expired products was determined. The product pH and titratable acidity were also determined on
each test day. As a result, it was found that in the studeid batch food does not go moldy when
kept closed or resealed at room temperature protected from the direct sun. It was also found that
the diversity of bacteria decreases in food that has been preserved for three and half months
compared to freshly prepared food. The pH rather decreased during the storage period, and the
titratable acidity increased only when the food sample was soaked in water.

The work consists of a literature review, which explains in more detail how pet food is prepared
and compares the results of previous studies. In the experimental part of the work, the
composition of a specific recipe is presented, the experiments carried out in the work are
described in more detail, the results and conclusions are presented.

The work consists of 35 pages, 7 tables and 2 appendices.



KASUTATUD LUHENDID JA TERMINID

RPM — revolutions per minute (inglise keeles), poordeid minutis

Pmii - pesa moodustav Uhik (cfu- colony forming unit (inglise keeles))
N/D - not determined (inglise keeles), ei ole maaratud

SD - standard deviation (inglise keeles), standardhélve

N - normality (inglise keeles), normaalsus, (mol/L)

TTA - total titritable acidity (inglise keeles), tiitritav happesus

Spp - species in the plural form (inglise keeles), nimetus perekonna jarel, mis viitab rohkem kui
Uhele nimeta liigile.



SISSEJUHATUS

Lemmikloomade arv on viimasel ajal kasvutrendis eriti alates COVID epideemiast, kus voeti endale
rohkem koduloomi, kuna inimesed ise olid rohkem kodus. Téanu sellel on hakatud ostma ka
rohkem koeratoitu ning igasugune ,superpremium® ning varske voi kergelt té6deldud koeratoit
on muutunud eriti populaarseks. Maailmas on koeratoidu miiiik tdusnud vorreldes koroona eelse
ajaga ning prognooside kohaselt on see kasvamas veelgi (US Pet Market Focus et al., 2021).

Antud t66s uuritud Pala Petfoods koeratoit on valmistatud Eesti esimese ettevotte poolt, kes toi
turule krobinate kujul toortoidu. Tegu on toiduga, mille niiskustase on alla 14% ehk siis koerte
kuivtoit (FEDIAF et al., 2018), kuid erinevalt tavalisest kuivtoidust valmistatakse seda madalamatel
temperatuuridel pikka aega kuivatades. Toortoidu krébinad on suurepdrane alternatiiv, sest
erinevalt teistest koera kuivtoitudest, kuhu on vitamiine ja mineraalaineid toidu balanseerimiseks
lisatud (UK Pet food et al, 2022), sailivad Pala Petfoods koeratoidus toorainetele omased valgud,
rasvhapped, vitamiinid ning mineraalained paremini just tdnu madalale valmistamis-
temperatuurile (Palapetfoods et al., 2021).

Koeratoit peab olema ohutu, sest lisaks looma tervisele on vaateviljas ka loomaomaniku tervis,
kuna osad patogeenid voivad kanduda loomalt inimesele, ehk olla zoonoosid. Lisaks
patogeenidele vdivad bioloogilistest ohtudest koera tervist mojutada negatiivselt ka
miikotoksiinid, mis on toodetud hallitusseente poolt. Uurimistodteema valiti seetdttu, et
koeratoidu ostjatelt tuli tagasiside, et toit ldheb mdnikord hallitama. Antud t66 eesmark oli
uurida, kas ja millal Iaheb toit hallitama ning millised hallitused toidus kasvavad. Toitu uuriti
igakuiselt kolme ja poole kuu jooksul kuni toidu pakendile margitud sailivusaja 16puni. Lisaks
jalgiti, kuidas mojub pakendi avamine ja taas sulgemine edaspidisele toidu mikroobsele
kvaliteedile sailitamisel toatemperatuuril. Uurimiseks vGeti Pala Petfoods koeratoidu retsept
number 3, mille peamisteks koostisosadeks on veiseliha, IGhe ning juurviljad.

ToO teoreetilises osas raagitakse tdpsemalt Pala Petfoods koertoidu valmistamisest. Kasitletakse
hallituste ja teiste mikroorganismide esinemist koerte (ja kasside) kuivtoidus. To606
eksperimentaalses osas tuuakse valja konkreetse retsepti koostis ning seletatakse lahemalt katse
meetodeid ja tulemusi.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Koeratoidud

Koeratoit koosneb tavaliselt mitmest koostisosast, mis on grupeeritud kuueks suuremaks klassiks:
vesi, valgud, rasvad, sUsivesikud, vitamiinid ja mineraalained. Et tagada koerale Gige toitainete
tasakaal segatakse lemmikloomatoidu to0stuses koeratoidu sisse tavaliselt liha ja kala, juur-,
koogi- ja puuvilju, teravilju, vitamiine ja mineraalaineid. Koeraomanikud, kes s66davad oma koera
taisvaartusliku kaubandusliku koeratoituga, voivad olla kindlad, et rahuldavad oma lemmiku
toitumisvajadused (UK Pet food 2022).

Koeratoidu ettevotted edendavad pidevalt koostisosade ja valmistoodete ohutust. Nende
ohutusprogrammid on suunatud tulevikku ja seal tuleb kinni pidada rangetest
testimisprotokollidest Salmonella ja teiste kahjulike bakterite erinemise suhtes nulltolerantsiga
pidevalt kogu tootmisprotsessi kaigus, et tagada vGimalikult ohutu toit. Ohutu toidu tootmiseks
on lihtsad meetmed. Esiteks on parim viis hankida tooraine kohalikult usaldusvaarselt tootjalt
véltides nii tooraine kauaaegset kohaletoimetamist ning selle kdigus saastumist. Teiseks tuleb
kogu tootmise kaigus rangelt jalgida hligieeni ning inspekteerida ja testida tooraineid nii kohale
toimetamisel kui ka toidu partii tegemisel. Kolmandaks tuleb viia labi kontrolle ka pakendamisel
ning turustamisel, et valtida katkiste v6i aegunud toodete poelettidel miilimist (Pet food institute
et al., 2023).

Koeratoitu ostes tuleb veenduda, et pakend on puhas, ei ole rebenenud ega purunenud. Pakendit
tuleb sailitada viisil, mis sarnaneb inimtoidu séilitamisele. Krobinate pakendamine
taassuletavatesse kottidesse vdimaldab vdahendada saastumist 6hu kaudu. Samas paki avamine
muudab selle mikroobset koostist, gaasikeskkonna muutuste tdttu. Avamata marga ja kuiva toitu
tuleb hoida vastavalt pakendile margitud temperatuurile, tavaliselt jahedas ning kindlasti kuivas
kohas. Kotti ei ole soovitatav jatta naditeks garaazi voi due. Sailitusmahutites toitu hoides, tuleb
anumaid pesta ja kuivatada iga toidukoti vahel ning kontrollida kahjustusi ja putukate aktiivsust.
Voimalusel tuleks siiski hoida toitu originaalkotis ning kaanega plast- v6i metallkastis. Sdilitamisel
tuleb jalgida tavaparaseid toiduhiigieeni tavasid, et tagada kogu leibkonnaliikmete ohutus. K66gis
toiduga tegeledes tuleb alati puhastada kded, t66pinnad ning toidundud (Pet food institute et al.
2023).

Koeratoidud jagunevad niiskussisalduse alusel: margtoit, kus niiskussisaldus on 60% vG&i rohkem,
sinna alla kuuluvad konservtoidud ja toortoit; poolmargtoit, kus niiskussisaldus on vahemikus 14-
60%; kuivtoit, kus niiskussisaldus on alla 14%, sinna alla kuuluvad kuivtoidud ehk krébinad (FEDIAF
et al., 2018).

1.2 Mikrobioloogilised ohud ja kvaliteet

Koeratoidu mikrobioloogiline koostis sdltub peamiselt koostiskomponentide mikrobioloogilisest
kvaliteedist. Kuid mikroobne saastumine vdib toimuda ka tootmisiiksuse ruumides puudulike
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hiigieeninduete tottu. Pakendatud toidus v6ib mikroorganismide arvukus tdusta ja selle osade
proportsioon muutuda sailitamise kaigus. Mikroobse saastumise pd&hjuseks vdivad olla nii
toormaterjali saastumine, toidu valesti tootlemine, pakendamine, transportimine kui ka
sdilitamine. Esimesel puhul vdib olla toormaterjal saastunud vdi vanaks ldinud juba enne, kui see
jOuab toidu tootmisettevottesse ja kui toormaterjali ei kontrollita enne tootmist, siis jadb saaste
tootesse ja toit laheb halvaks enne “parim enne” véi “kélblik kuni” tdhtaega (Hanson et al., 2022).

Koeratoit voib sisaldada nii baktereid, parme kui ka hallitusseeni. Osad bakterid on patogeenid ja
isegi zoonoosid, ehk saavad kanduda loomalt inimesele ja pdhjustada loomaomanikule
haigestumist (Hanson et al.,, 2022). Patogeensed bakterid lemmikloomadel vdivad p&hjustada
kohulahtisust, palavikku, oksendamist, krampe ja muid haiguslikke seisundeid. Roisubakterid
vOivad toidus esinedes muuta toidu sensoorseid omadusi tootes nditeks hapet, tekitades
ebameeldiva I6hnaga gaase, muutes toidu varvust, tekitades toidu peale vOi sisse lima voi
limakihte voi muutes toidu struktuuri (Hanson et al., 2022).

Inaktiveeritud parme lisatakse koeratoitu, et tagada toidu funktsonaalsus ja parem maitse (Bahrii
et al.,, 2021). Siiski suures koguses susivesikute- ja suhkruterikas dieet vdib ndrgenenud
immuunsusega vOi allergilistel koertel esile kutsuda parmiseene infektsiooni, kui toidu
hoiustamise keskkond on parmseente kasvuks sobivalt soe ja niiske. Haigust vGivad loomas esile
kutsuda ka teised tingimused nagu naiteks suits, dietolm, hallituste esinemine, erinevad ravimid ja
stress. Haigustunnusteks on tihti sligelev nahk, naha arritus ja pdletik, kdrva probleemid ja tihe
pea raputamine (Brady et al., 2022).

Mikroobide arvukus ja liigirikkus koeratoitudes vbivad varieeruda suurtes piirides. Liibanonis labi
viidud uuringus, kus analtisiti mikrobioloogilist saastust, vorreldi kassi- ja koeratoidu konserve ja
kuivtoite. Katse viidi labi 165 kaubamargiga, kus kuivtoite oli 66. Eesmargiks oli erinevate
mikrobioloogiliste  saastajate  tuvastamine. Selleks anallusiti  bakterite  Gldarvukust,
Enterobacteriaceae liikidesse kuuluvate bakterite arvukust, parme ja hallitusi ning Salmonella ja
Listeria olemasolu. Kokkuvotteks leiti, et kuivtoidus oli saastus suurem kui konservtoitudes. Mis
puudutab Euroopa Komisjoni maarustele mittevastavust, siis 165 kaubamargist Gheteistkiimnel
(ehk 7%) oli aeroobsete mikroobide tildarv tile 10° pmii/g ja 27 (ehk 16%) uiletas kolm korda 10?
pmi/g, mis on Enterobacteriaceae maksimumpiir koeratoidus. Kuivade kaubamarkide hulgas oli
kaheksal 66-st (ehk 12%) parmi- ja hallitusseente saastatuse tase lle 10* pmii/g. Salmonella spp.
tuvastati 68-1 (ehk 41%) ja Listeria spp. 106-I (ehk 64%) kaubamargil. See uuring aitab kaasa
andmebaasi loomisele ja teadmiste arendamisele lemmikloomatoidu véimaliku saastumise kohta
Ulalnimetatud mikroorganismidega (Serhan et al., 2022).

1.2.1 Mikroorganismid ja hallitused koeratoidus

Koige tihedamini ja tdenaolisemalt satub toidu sisse suurimaks ohuks olev Salmonella just toorest
valgurikkast toormest, seetGttu valmistatakse kuivtoitu toodeldes ja kuivatades seda
temperatuuril 80-160°C (Kazimierska et al., 2021). FEDIAF, mis on Euroopa lemmikloomatoidu
toostust reguleeriv ja neile reegleid seadev organisatsioon, on vialja toonud erinevad bioloogilised-
, keemilised- ja fuusilised riskid, mis vGivad toidu sisse sattuda. Vaadates |ahemalt bioloogilisi
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saasteid, mille alla kuulub ka mikrobioloogiline saaste, ndeb, et toorest materjalist voivad toidu
sisse sattuda tabelis 1 toodud mikroorganismid:

Tabel 1. Mikroorganismid, kuidas voivad toidu sisse sattuda

Mikroorganism Vo6imalik saastumise keskkond

Aeromonas Reostunud vesi

Campylobakter Linnu- ja veiseliha

Clostridium perfringens Loomade soolestik

Clostridium botulinum Reostunud vesi, madala hapnikuga keskkond
Enterobacteriaceae sugukond Toores liha (loomade soolestik), pinnas

Listeria monocytogenes Taimed, reostunud vesi, linnu- ja veiseliha
Escherichia coli Soojavereliste loomade (kalad, linnud) soolestik
Salmonella Toores liha, muna, kala, puu-ja juurviljad
parmseened ja hallitused Kuiv tootlemata toore nagu teraviljad ja puu-

ning koodgiviljad, mida hoitakse liiga korge
niiskusesisalduse ja vee aktiivsusega
keskkonnas

Staphylococcus aureus Pinnas (vOib kanduda kodgi- ja juurviljadele)
ning soojavereliste loomade veri

Bakterite, parmide ja hallituste esinemise ja paljunemise riskid suurenevad toidu seistes, kuid
madal vee aktiivsus hoiab need riskid vaiksena. Toidu kuumtdotlemine tapab enamiku bakteritest,
kuid osade bakterite toodetavad toksiinid on temperatuuriresistentsed (naiteks Staphylococcus
aureus toodetud) ehk jadvad ka parast kuumtootlemist produkti sisse alles (FEDIAF ET AL., 2018).

Uuringud naitavad, et teravilja sisaldavates koera kuivtoitudes leitakse tihedamini parme ja
hallitusi, mis voivad esineda just seetGttu, et teraviliad on enne tootlemist juba hallitusega
saastunud, kui neid on hoitud mittevastavates tingimustes (Kazimierska et al., 2021). Hallitused
toodavad miikotoksiine ning need on loomade tervisele ohtlikud. Teraviljades vdib esineda
aflatoksiin B ja lihas, organites ning liha korvalproduktides ohratoksiini A Aspergillus spp ja
Penicillium spp poolt toodetud. Aflatoksiin on koertele vaga mirgine ning 0.5-1 mg/kg koera
kehakaalu kohta v&ib olla surmav. Okratoksiin on noorkoertele surmav juba 0.3 mg/kg kehakaalu
kohta. Tilpiliselt toob mikotoksiinide esinemine koeratoidus ja selle tarbimine kaasa
lemmikloomale oksendamist, lilemdarast janu tunnet, liigset urineerimist ja maksapdletikku
(Leung et al., 2006).
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Hallitused ja teised mikroorganismid vdivad toidus kasvada ka juhul, kui toidu to6tlemine toimub
pikaaegselt, kuid madala temperatuuril (alla 90°C), naiteks kiipsetamise vdi ekstrusiooniprotsessil
(FEDIAF et al., 2018).

1.2.2 Seadlusandlus

Euroopa Komisjoni maarus on kehtestanud kontrolli lemmiklooma toidu puhul ainult Salmonella
tuvastamise ja enterobacterite arvukuse madramise Ule. Selle kohaselt peab koeratoidu
materjaliproovides puuduma Salmonella viies 25 grammises analllsitavas proovis ning
enterobacter-ite hulk véib olla viiest proovist kahes (he grammises proovis maksimaalselt 300
pmi/g. Euroopa Komisjoni maarus ei satesta piire bakterite tldarvukusele (EU nr 142/2011 Xl
LISA, Il peatlikk, 2. punkt et al., 2011). Piirmaéarasid hallitusseente ning toksiinide kohta ei ole
Euroopa Komisjon samuti paika pannud, kuid nende poolt on soovituslikud piirid, millest alla
poole voiksid toksiinid jadda. Ohtratoksiin A peaks kasside- ja koertetoidus olema kuni 0.01mg/kg
toidu kohta, mille niiskussisaldus on 12% (EU 2016/1319/EC et al., 2016). Aflatoksiin B tase peaks
jaama alla 0.01mg/kg toidu kohta koduloomade toidus, mille niiskussisaldus on 12% (EU
2003/100/EC et al., 2003).

Lubatud mikroorganismide piirmaarad on maailma top viie sisse kuuluva integreeritud tervishoiu
sisteemi Alberta Health Service (Alberta Healt Service et al., 2018) poolt paika pandud nii, et
esimese kategooria toitude, kuhu all kuuluvad toddeldud liha, kala ja valmistoidud, puhul on
rahuldavaks tulemuseks <10* pmii/g, kriitiline tulemus on <10° pmii/g ja mitterahuldavaks
loetakse >10° pmi/g. Tulemused kehtivad bakterite Uldarvukuse méairamise meetodi
analliisidele.  Indikaatororganismide  kohta  kdivad tulemused on veidi teised.
Indikaatororganismideks on esiteks Enterobacteriaceae, mille rahuldavaks tulemuseks on <100
pmi/g, kriitiliseks tulmeuseks <10* pmi/g ning mitterahuldavaks tulemuseks on >10* pmii/g;
teiseks on Escherichia coli, mille rahuldavaks tulemuseks on <10 pmi/g, kriitiliseks on <100
pmi/g ja mitterahuldavaks on 2100 pmi/g. Andmed ei ole taielikult reguleeritud, kuid need on
piirmaarad, mida vGiks toostustes jalgida (Alberta Healt Service et al., 2022).

1.3 Koeratoidu mikrobioloogilist ohutust maaravad
faktorid

1.3.1 Niiskussisaldus

Koertekuivtoiduks loetakse toodeldud toitu, mille niiskussisaldus jadb alla 14%. Poolmarjatoidu
puhul on niiskustase vahemikus 14 kuni 60% ning margtoidu puhul on niiskustase (ile 60% (FEDIAF
et al., 2018).

Kuivtoidus voib alata mikrobioloogiline kasv tingituna niiskustasemest ning vee aktiivsusest.
Seetottu tuleb vialtida vee kondensatsiooni toidus. Kui aga valmistada koeratoitu valedel
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tingimustel, naiteks liiga suure niiskuse taseme juures, jattes selle |Gppniiskustaseme ule 10%,
voivad sobiva temperatuuri juures hakata kasvama hallitused (Kerns et al., 2021).

1.3.2 Vee aktiivsus

Vee aktiivsus ehk aw naitab toidu kohal oleva veeauru osaréhu ja puhta veeauru rohu suhet samal
temperatuuril. See ennustab, kas vesi liigub toiduainest tdendoliselt esineda vdivate
mikroorganismide rakkudesse. Puhta vee vee aktiivsus on 1. Uldiselt on toore liha ning tooretes
koogiviljades vee aktiivsus 0.99. Vee aktiivsuse alandamisega vaheneb ka erinevatele
mikroorganismidele sobiv elukeskkond. Tavaliselt kasvavad mikroorganismid vee aktiivsuse
vahemikus 0.75-0.99. Osad hallitused suudavad kasvada juba alates vee aktiivsuse tasemest 0.60,
kuid mikotoksiine hakkavad tootma uldiselt alates vee aktiivsuse tasemest 0.83. Et seda kdike
valtida, tuleks vee aktiivsust alandada alla 0.60. Selleks kasutatakse erinevaid viise. Kuivatamise
kdigus angeb vee aktiivsus fiilsiliselt vee eemaldamisega. Soola voi suhkru lisamine seob vaba
vett. Kilmutamisel langeb vee aktiivsus langeb tdnu vee muutumisele tahkeks jadks. Erinevaid
viise voib omavahel ka kombineerida (Mabitoba et al., 2023).

1.3.3 Temperatuur

Enamike mikrooragnismide jaoks jaab kasvamise temperatuurivahemik 5°C ja 60°C vahele.
Termilisel to6tluselt sisetempratuurini 74°C on toidu valmistamisele tugev efekt, sest selle kiigus
havitatakse enamik mikroorganismid toidus (Hanson et al., 2022). Siiski tile 100°C temperatuur
lihikest aega alles suudab tappa mikroorganismid ja ka nende spoorid ning kui hapniku tase on
sdilituskeskkonnas madal (0.05%), ei hakka seal {ldiselt enam uuesti mikroorganismid kasvama
(Santos et al., 2020).

Toitu tuleb hoiustada ehk pakendada, transportida ja sdilitada Oigetel tingimustel.
Mikroorganismid kasvavad soojas kohas, kus on niiske. Kui hoida toitu naiteks plastikkarbis, et
oleks lihtsam sealt koerale ette tdsta, vGib karbi pShja koguneda niiskus, kui ruumi temperatuur
on soe (iile 25°C) ja karbi kaas on (ldiselt suletud. Kaant avades aga satub hapnik toidu pinnale
ning soodustab mikrooragnismide kasvu (Kerns et al., 2021). Koeratoitu tuleb hoiustada ka poe
riiulitel Oigetel temperatuuridel, kaitstult otsese pdikese eest. Pakendi soojenemine seest
soodustab hallituste tekkimist. Seetéttu on parem osta korraga vdikemaid pakendeid, et toit ei
jadks liiga kauaks seisma. Veel parem oleks neid osta voi tellida oste tootjatelt tagamaks nende
véarskus (Kerns et al., 2021).

1.3.4 pH ja tiitritav happesus

pH mdddab lahuses vabade prootonite kontsentratsiooni. Need on vesinik+ ioonid, mis eralduvad
happest dissotsieerudes. pH mddtmine naitab lahuse happe tugevust ehk selle vdoimet alust
neutraliseerida. Lahus on happeline, kui pH vaartus on vaiksem seitsmest ning aluseline ehk
leeliseline, kui pH vaartus on suurem seitsmest (Pratt et al., 2021).

Mikroorganismid on jagatud kolmeks optimaalse kasvu alusel olenevalt pH-st, esimesed kasvavad
happelises keskkonnas alla pH 5, teised neutraalse pH lahedal 5 kuni 9 ning kolmandad aluselises
keskkonnas (le pH vaartuse 9. pH muutus juba the Uhiku vérra vGib m&jutada mikroorganismide
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metabolismi ning strukutuure, modulleerides redoksreaktsioonide termodiinaamikat ja kineetikat,
mis omakorda mdjutab mikororganismide kasvukiirust (Jin et al., 2018).

Varskes lihas peaks pH jaama vahemikku 5,5 kuni 6,2. Veiseliha puhul peaks pH tdpsemalt olema
5,4 kuni 6,0 (Horiba Ltd et al., 2022).

Tiitritav happesus ehk TTA mdddab lahuses hapete kogusummat ehk annab vabade prootonite ja
dissotsieerumata neutronite summa. Siiski ei ndita see kdiki lahuses sisalduvaid happeid, seega
nimetatakse seda ligikaudseks lldhappesuse arvuks. Mo&otihikuks on g/L ehk mitu grammi
happeid on ligikaudselt thes liitris lahuses (Pratt et al., 2021)

1.4 Pala petfoods koeratoit

Pala petfoods koeratoit on 100% looduslik, mis tdhendab, et sinna pole lisatud sinteetilisi
lisaaineid, varv- ega I6hnaaineid. Toidus sisaldub palju valke (keskmiselt 40-50g 100g kohta),
koerale piisavalt vitamiine ja mineraalaineid, mis sailivad tanu minimaalsele t66tlusele. Toitude
retseptid on valminud koostéds Helsinki Ulikooli uurimisriihmaga DogRisk, kus pannakse réhku
just koerte toitumisele ja tervisele. Koost6od tehakse ka Tallinna Tehnikatlikooli ning TFTAK-iga,
et olla kursis kdige uuemate ja paremate toidu valmistamise ning sailitamise vdoimalustega.

Kogu koeratoit valmistatakse ja pakendatakse nende oma tootmisiiksuses. Iga nadal tellitakse
uued liha ja kala kiilmutatud tooted, varsked puu-ja juurviljad. Retseptide valmistamiseks
moddetakse kindlad kogused igat koostisosa ning kogu mass segatakse hakkmasinas kokku.
Peenestatud segu kuivatatakse steriilses kuivatuskambris madalal temperatuuril 39°C juures, et
liha ja kala valgud ei denatureeruks. Tanu sellele jadvad kdik enstiiimid ja aminohapped toitu alles
ka parast toidu kuivatuskambrist valja vétmist ning pakendamist vakkumipakenditesse. Toitu
sailitatakse kuni kolm ja pool kuud toatermperatuuril (Palapetfoods et al., 2021).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Materjalid

Analtusimiseks kasutati Pala Petfoods koeratoidu retsepti number 3, mille koostises on 50%
veiseliha, 30% I6he ning lilejddnud osa moodustavad porgand, peet, seller, brokoli, pruunvetikas,
purustatud munakoored, kurkum, mustikad, jdhvikad, petersell, I1dhedli, nisuoras, must kislauk,
Olleparm ja must pipar (Palapetfoods et al., 2021).

Katseks voéeti 15 100-grammist toidukotti, 12 kotti olid valmistatud 3.02.2022 ning
aegumiskuupdev oli 17.05.2022, viimased kolm kotti olid valmistamiskuupdevaga 10.05.2022 ning
aegumiskuupdevaga 24.08.2022. Neid sdilitati toatemperatuuril ning maarati hallitus- ja
parmseente sisaldust nii kinnistes kui ka juba avatud ja taassuletud pakkides. Kuna toidu sailivus
oli 3,5 kuud, sooviti teada, kuidas muutub hallituste ja parmide arvukus selle aja jooksul.

2.2 Proovi ettevalmistamine

Proovideks kaaluti steriilselt 10g materjali Stomacheri kotti ning lisati autoklaavitud puhverdatud
peptoonvesi vahekorras 1:10. Puhverdatud peptoonvesi valmistati NEOGEN firma valmissegust
vastavalt instruktsioonile ja autoklaaviti 15 minutit 121°C juures.

Koeratoidu proove homogeniseeriti Seward Stomacher 400 circulator-is 30 sekundit 230 RPM.
Saadud suspensioonist valmistati 10 kordsete lahjenduste rida kasutades puhverdatud
peptoonvett.

2.2.1 Mikrobioloogiline analiiiis

Parmide ja hallituste maaramiseks kasutati pindkilve DRBC-le (Dichloran Rose-Bengal
Chloramphenicol, Biomaxima) ning MEA-le (Malt Extract Agar, VWR Chemicals BDH), viimasele
lisati parast autoklaavimist klooramfenikooli Idppkontsentratsioonis 25 uL/mL.

Koeratoidu proove analldsiti neljal korral alates valmistamisest kuni sdilivusaja [8puni.
Katseskeem on toodud Lisas 1.

Esimene proovi anallilis teostati kohe parast koeratoidu valmistamist ja pakendamist, seejarel 1
kuu moéodudes, 2 kuu moddudes ning sdilivusaja 10ppedes (3,5 kuu moddudes). Igal katsepaeval
avati kolm uut pakki ning I6puks oli avatud 12 pakki. Iga kord valja arvatud esimene proovivétt
analliUsiti ka eelnevalt avatud ja taassuletud pakke koos just avatud pakkidega.

Vajalikest lahjendustest kanti pindkilvina MEA ja DRBC s66tmetele 100 uL proovi. S66tmetega
tasse inkubeeriti 25°C juures. Kolooniate kasvu kontrolliti 48 tunni kuni 5 pdeva jooksul.
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Bakterite Uldarvukuse maaramiseks, mida tehti ainult katse viimasel pdeval koigist 3,5 kuud
seisnud proovidest ning kolmest uuest partii proovist, kasutati PCA (Plate Count Agar, Negoen
Culture Media) s66det. Vajalikest lahjendustest kandi pindkilvina 100 pL proovi s66tmele ning
tasse inkubeeriti tagurpidises asendis 30°C juures 48 tundi.

Keskmist bakterite arvukust pakendis arvutati valmi jargi, mis annab kolooniat moodustavad
Uhikud Ghes grammis proovis. N= C/[(n1+n2)*d] (pmi/g), kus C on loendatud kolooniate arv; n; on
tasside arv, mis kuulus loendamisele esimeses lahjenduses; n, on tasside arv, mis kuulus
loendamisele teises lahjenduses; d on esimese lahjenduse lahjendusfaktor.

Standardhalve arvutati jargmise valemi jargi: SD= sqrt [(E ( | X-m | )%)/n], kus E on hilvete summa, x
on konkreetne vairtus, m on kdikide vaartuste aritmeetiline keskmine, (x-m)? on konkreetse
vaartuse hélve, n on vaartuste arv.

Mikrobioloogilise arvukuse erinemist PCA proovidelt kontrolliti excelis statistilise anallitisi Anova
testi abil vorreldes igal kuul avatud pakkide keskmisi ning nende keskmisi ka uue partiiga. Selleks
kasutati ,,Anova:Singel Factor” testi ning vorreldi saadud p-vaartusi. Kui p-vaartus oli vaiksem kui
0.05, siis loeti proovid Uiksteisest eristuvateks.

2.2.2 pH ja tiitritava happesuse méotmine

Igast toiduproovist moddeti pH. Selleks kaaluti 10 g proovi ning lisati sellele 90 mL destilleeritud
vett ja homogeniseeriti Stomacheris. pH mdddeti 40 mL-sest proovist kasutades pH-meetrit Seven
Easy Mettler Toledo. Tiitirtava happesuse modtmiseks kasutati biiretti Titrette 20L82607 CE-M 20,
selleks kasutai 40 mL proovi, millest oli m&ddetud pH ja tiitriti 0,1 N NaOH lahuega kuni pH 8,2-ni.

Koeratoidu tiitritav happesus arvutati valemist: TTA (%) = [(titrandi kogus(g)* alkaali
normaalsus(N)* lahustatud proovi algne maht(g)* happe ekvivalentmass(g)* 100) / (proovi
kogus(g)* lahustatud proovi maht, mis voeti tiitrimiseks(mL)* 1000)] (Processing of Horticultural
Crops et al., 2012), kus 100 on llemineku tegur protsentidele ning 1000 on lleminekutegur liitrilt
milliliitrile. On leitud, et anaeroobne keskkond, mis inhibeerib aeroobsete roisubakterite kasvu,
vBib muuta piimahappe bakterid dominantseks liha mikroflooral, seega kui pakendada liha
gaasivaesesse vOi vaakumkeskkonda, voivad seal hakata kasvama piimahppebakterid ja see voib
toidule juurde tekidata hapu I8hna ja/v6i maitse (Egan et al., 1983). Seet6ttu kasutatakse valemis
piimhappe ekvivalentmassi, mis on 90.08 g (Dijkstra et al., 2016).

2.2.3 Bakterite, hallituste ja pdrmide identifitseerimine

Mikroorganismide identifitseerimine teostati mass-spektromeetriliselt, kasutades MALDI-TOF
siisteemis Bruker raamatukogu versiooni voérldemiseks. Viimasel katsepdeval vdeti iga kilvatud
proovi kohta (1 proov = 1 kott, kokku 15 kotti) kuus kolooniat PCA tassilt ja teostati Gmberkilv
samale s66tmele, et saada Uksikkolooniad. Sarnaselt teostati Umberkilvid kolooniatega, mis
kasvasid MEA ja DRBC tassidel. Tasse inkubeeriti vastvalt 30°C v&i 25°C juures 48 tundi.
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Mikroorganismide identifitseerimiseks MALDI-TOF abil ldhtuti kommertsiaalsest juhendist.
Lihidalt voeti igast kasvanud kolooniast hambatikuga vaike kogus biomassi target plaadile ning
lisati 0,25 pL 70%-list metaanhapet, mis lllsis rakkude membraani. Kuivanud proovilel lisati
Matrixit (Whatman) ning seejarel viidi plaat mass-spektromeetrisse.

Usaldusvaarse tulemuse puudumisel maarati bakterisolaate 16S rRNA geeni jarjestuse baasil ning
hallitus- ja parmseeni ITS (internarly transcribed spacer) piirkonna jarjestuse baasil. DNA isoleeriti
kasutades FTA paberit (Whatman) vastvalt instruktsioonile. Selleks kasvatati proovid vastavas
vedelas s66tmes ja 30 pL kultuuri kanti FTA paberile. Kuivanud paberist [8igati piiritusega
puhastatud |6ikamisalusel vélja spetsiaalse IGikajaga ringikujulised proovitiikkid ning asetati PCR-i
ependorfi tuubidesse. Proovid pesti kaks korda 150 pL FTA Purification reagentga ja 150 pL TE
puhvriga. Parast pesu lasti proovidel 1 tund lahtisetes eppendorffides toatemperatuuril kuivada.

Puhastatud DNA-d kasutati PCR reaktsioonides. PCR reaktsioon teostati ruumalas 25 pL ning
sisaldas peale DNA ka kahte erinevat Mastermix-i (Whatman), vastavalt 16F27 ja 16R1522
praimereid voi ITS1 ja ITS4 praimereid (1+1 pL), lisaks veel Hot FIREPol Blended Master Mix-i
(Whatman) (5 uL) ja destilleeritud vett (16puL). Suletud ependorfid asetati PCR-i masinasse, mis oli
programmeeritud vastavalt kolmele PCR-i etapile. Esimene etapp toimus temperatuuril 95°C, mille
kdigus DNA denatureerus ja kaheahelaline DNA muudeti (iheahelaliseks. Teine etapp toimus
temperatuuril  55°C, mille k&igus praimerid seondusid komplementaarsete aladega
amplifitseeritavas DNA-s. Kolmas etapp toimus temperatuuril 72°C ja seal DNA poliimeraas
seondus DNA-praimeri kompleksiga ning lisas praimerjarjestuse kolm-prim-otsa uusi nukleotiide
moodustades nii uue DNA ahela. Tsiiklit korrati 30 korda.

Jargnevaks analiiisiti PCR produkte geelelektroforeesil. 1%-lise agaroosgeeli valmistamistati TAE
puhvris (koostis: tris-(hlidroksimetuil)aminometaan, dadikhape, EDTA-etlileendiamiintetradadik-
hape). PCR produktide suurust maarati vordluses DNA suurusmarkeriga (1 Kb ladder).

Amplifitseeritud DNA puhastati PCR reaktsiooni komponentidest kasutades PCR clean-up kit-i
(Whatman). Selleks lisati amplifitseeritud DNA proovile MP puhvrit, segati ja puhastati kasutades
kolonni. Puhta DNA kontsentratsioon méaarati spektrofotomeetriga 260 nm juures.

Proovid saadeti sekveneerimisele Eesti biokeskuse tuumiklaborisse Tartusse. Saadud jarjestused
analtsiti BLAST programmiga (NIH et al., 2022).

2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Koeratoidu mikroobse arvukuse muutus sdilitamisel

Uheks aeg-ajalt esinevaks probleemiks Pala toortoidu kr&binatel on hallituste kasv. Antud katse
kdigus uuriti veiseliha-I6he-juurviljade baasil valmistatud toortoidus hallituste arvukust. Selleks
lahtuti standardist 1ISO 21527-1:2008 ning teostati valjakiilve hallitsu- ja parmseente spetsiifilisele
DRBC sootmele. Paralleelselt teostati valjakiilvide ka MEA s66tmele, mis on (ks levinumaid
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so6tmeid hallitus- ja parmseente kasvatamiseks (Black et al., 2020). Varskelt toodetud erinevate
partiide koeratoidu proovides tuvastati DRBC s66tmel 700-2500 pmi/g (Tabel 2). MEA s66tmel
saadud arvukus oli kdrgem ja jii vahemikku 8050-38000 pmii/g (Tabel 2). Uheski viljakiilvis ei
tuvastatud hallitusseentele omapdrast kasvu. Esimese partii (parim enne 17.05.2022)
valjakiilvides kasvanud kd&iki kolooniaid vaadeldi mikroskoobi all ja ndhti ainult pdrmidele omaseid
rakke.

Uks, kaks ja kolm ja pool kuud seisnud koeratoidu proovides ei tiheldatud mikroorganismide
kasvu DRBC ja MEA sootmetel soltumata sellest, kas pakk oli juba avatud ja taassuletud voi
avamata (Tabel 2). Sellest vGib jareldada, et Pala Petfoods koeratoidu retsepti number 3
sailitamisel toatemperatuuril kolme ja poole kuu jooksul ei kasva toidus veel hallitusi, kuid algne
parmide arvukus on langenud alla detekteerimis piiri, milleks on <100 pm{/g.

Varasemalt uuritud toddes, kus on anallisitud parmseente esinemist ja kasvu toores ja
toodeldud lihas, on leitud, et parmide kasvukiirus alaneb ning arvukus vaheneb sailivusajal vahese
hapnikuga ning korge susinikdioksiidiga keskkonnas toatemperatuuril v8i madalamal
temperatuuril. Teisest kiiljest, kui tingimused on soodsad ehk naiteks hapniku juurdepaas on hea,
siis see voimendab suuresti pdrmseente kasvu. Kdige enam leitakse lihast ja lihatoodetest Candida
perekonda kuuluvaid parmseeni, sest nad on k&ige vastupidavamad ning kohanemisvoimelisemad
ka madalamatel temperatuuridel (Nielsen et al., 2008). Lisaks on leitud, et vaakumpakend ei oma
véaga erilist toimet parmide kasvule vorreldes standardse kinnise mittevaakumpakendiga (Cabello-
Olmo et al., 2020). Uurimuste kdigus on valja tulnud, et hallituste kasvu prassimiseks on vaja
mitme teguri koosmdju, sealhulgas v&ib vialja tuua madala hapniku taseme, madala veeaktiivsuse,
erinevad termilised kuumtdétlusmeetodid, sailitustemperatuuri (22°C v8i madalam) ja lisaks
inhibeerivad hallituste kasvu ka antioksiidandid ning orgaanilised happed toidus (Santos et al.,
2019).

Kolmekuulise sailivuskatse viimasel proovivétu paeval ja uue partii proovidele teostati valjakilv ka
PCA s6otmele, et maarata lldine mesofiilsete bakterite arvukus. Kolm ja pool kuud sailinud
koeratoidu proovides tuvastati 1.2*10* kuni 1.9*10° pmii/g. Uue partii proovidel tuvastati 4.5*10’
kuni 9.8*%107 pmi/g. Siit ndeb, et arvukus on &dsja valmistatud partiis suurem. Kuid ei saa ka
vélistada erinevate partiide algset mikrobioloogilise kvaliteeti.

Tabel 2. Mikrobioloogiline arvukus — vaartused koos samade suurte tihtedega ei erine oluliselt
(p-vaartus suurem kui 0.05).

Proovi tahis Soode Kuupdev
8.02.2022 15.03.2022 13.04.2022 18.05.2022
pmii/g pmii/g pmii/g pmii/g
A DRBC 2000 * <100 <100 <100
MEA 87008 <100 <100 <100
PCA N/D ND ND 1.2*10%*P
B DRBC 7004 <100 <100 <100
MEA 110008 <100 <100 <100
PCA N/D ND ND 1.4*10%P
C DRBC 2500 * <100 <100 <100
MEA 94008 <100 <100 <100
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PCA N/D N/D N/D 1.2*%10°°

D DRBC - <100 <100 <100
MEA - <100 <100 <100

PCA = N/D N/D 2.4*10°°
E DRBC - 0 0 <100
MEA - 0 0 <100

PCA - N/D N/D 8.2%10*°
F DRBC - <100 <100 <100
MEA - <100 <100 <100

PCA = N/D N/D 1.3*10°°
G DRBC - - <100 <100
MEA - - <100 <100

PCA - - N/D 6.6%10°°
H DRBC = - <100 <100
MEA = - <100 <100

PCA = = N/D 1.1*10°°
| DRBC - - <100 <100
MEA - - <100 <100

PCA - - N/D 1.8*10°°
J DRBC = = - <100
MEA - - - <100

PCA = = = 9.7*10*°
K DRBC - - - <100
MEA - - - <100

PCA - - - 1.1*10°°
L DRBC = = - <100
MEA = = - <100

PCA = = = 1.9*%10°°
ul DRBC - - - 700 ©
MEA - - - 8050 ©

PCA - - - 9.6*107F
U2 DRBC = = = 800 ©
MEA = = = 8950 ©

PCA = = = 4.5*%10’¢
U3 DRBC - - - 1200 €

MEA - - - 3.8*10%¢

PCA - - - 4.8%¥10'F

Statistiline anallilis naitas, et kolm ja pool kuud seisnud proovide tulemused erinevad uue partii
tulemustest, sest kasutades , Anova: Singel Factor” testi excelis, tuli p-vaartus vaiksem kui 0.05.
Samas, kui kolm ja pool kuud seisnud proovid (A-L) olid avatud erinevatel aegadel kogu
sdilivuskatse valtel, siis nende vahel ei leitud statistilist erinevust. Proovide keskmised kolooniat
moodustavad Uhikud iga katse pdeva kohta ning nendele vastavad standardhdlbed on vilja
toodud tabelis 3.
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Tabel 3. Keskmine mikrobioloogiline arvukus ja standardhilbed — vaartused koos samade
suurte tihtedega ei erine oluliselt (p-vaartus suurem kui 0.05)

Proovi Soode Kuupdev
tahised 8.02.2022 15.03.2022  13.04.2022 18.05.2022
pmii/g +SD pmii/g +SD  pmii/g +SD pmii/g +SD
A+B+C DRBC 1.7*103+7.6*10%F <100 <100 <100
MEA 9.7*10%+9.6*102F <100 <100 <100
PCA N/D N/D N/D 4.9*10*5.0*10%¢
D+E+F DRBC - <100 <100 <100
MEA - <100 <100 <100
PCA - N/D N/D 1.5*%10°+6.6*10%¢
G+H+l DRBC - - <100 <100
MEA - - <100 <100
PCA - - N/D 3.2%10°+2.4*10°°
J+K+L DRBC - - - <100
MEA - - - <100
PCA - - - 1.0*%10%+7.4*10°¢
Ul+U2+U3 DRBC - - - 9.0*%10%+2.2*10%f
MEA - - - 1.8*%10%+1.4*10%F
PCA - - - 6.2*107+2.2*107°¢

Tabelist 3 naeb, et kolm ja pool kuud seisnud ning uue partii proovide DRBC ning MEA s66tmetel
kasvanud mikroorganismide keskmine arvukus ei erine Uksteisest, kuid uute proovide DRBC ja
MEA so6tmetel kasvanud mikroorganismide arvukus erineb (lksteisest (tabelis vaike ja suur f-
tidht). PCA sootmetel kasvanud mikroorganismide arvukus erineb kolm ja pool kuud seisnud
pakkide keskmisest vBrreldes uue partii pakkide keskmise tulemusega.

2.3.2 Koeratoidus leiduvate mikroorganismide Identifitseerimine

Euroopa komisjoni madarus naeb ette koeratoidus anallilisida Salmonella esinemist toiduproovis
ning enterobakterite arvukuse madaramist proovis. Katse kaigus ei tuvastatud valjakasvanud
kolooniate seast Uhtegi Salmonella liiki kuuluvat bakterit, kuid see ei vilista nimetatud bakteri
esinemist koeratoidus. Et kinnitada nende mitteesinemine, oleks vajalik rikastusséétme
inokuleerimine. Katse kaigus leiti enterobaktereid, kuid ei moddetud nende arvukust, kuna
eesmargiks oli Gldine mesofiilsete bakterite arvukuse md6tmine (Tabel 2-3). Tabelis 4 on vilja
toodud isolaadid, mis identifitseeriti Bruker Maldi biotyper identification-i raamatukoguga.
Osasid isolaate identifitseeriti 16s rRNA voi ITS piirkonna jarjestuse baasil, kuna neid ei dnnetunud
identifitseerida MALDI-TOF meetodil.

Tabel 4. Identifitseeritud mikroorganismid

Soode Proovi tahis Tulemus
DRBC uil.1 Pseudomonas spp*
MEA ul.3 Filobasidium oeirenes**
MEA Ul1.5 Pseudomonas fragi
MEA Ul.6 Candida krusei
MEA u2.1 Acinetobakter baumannii
MEA u2.2 Candida kefyr
MEA u2.3 Acinetobakter baumanni
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DRBC
DRBC
MEA
MEA
DRBC
MEA
MEA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA

u2.4
u2.5
u3.1
u3.2
u3s.4
u3.3
u3.5
ul.il
ul.3
ul.4
Ul.5
ul.6
u2.2
u2.3
u2.4
u2.5
u2.6
u3.1
u3.2
u3.3
u3.5
Al
Ad
A5
A6
B1
C1
c3
Cc4
c5
D1
El
E3
F2
F3
F4
F5
G2
G3
G4
G5
G6
H2
H3
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Saccharomyces spp**
Candida kefyr
Pseudomonas spp*
Candida zeylanoides
Acinetobacter baumannii*
Candida kefyr
Enterococcus durans
Lactococcus garvieae
Escherichia coli
Carnobacterium divergens
Staphylococcus sciuri
Acinetobacter baumannii
Enterococcus faecium
Lactococcus garvieae
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus sciuri
Enterobacter cloacae
Lactococcus garvieae
Staphylococcus hominis
Staphylococcus hominis
Echerichia coli
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Bacillus subtilis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Bacillus inaquosorum*
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Bacillus velezensis*
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Bacillus megaterium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecium



PCA H6 Enterococcus faecium

PCA J1 Enterococcus faecium
PCA J2 Enterococcus faecium
PCA 13 Bacillus spp*

PCA K1 Enterococcus faecium
PCA K2 Enterococcus faecium
PCA K3 Enterococcus faecium

*-identifitseerimine 16s rRNA geeni jarjestuse baasil
**_identifitseerimine ITS jarjestuse baasil

MEA ja DRBC s66tmete isolaatidest identifitseeriti ainult uue partii proovidel kasvanud kolooniaid.
Esimese partii DRBC ja MEA valjakilvidest saadud isolaadid vaadeldi mikroskoopiliselt. M&lemates
partiides domineerisid nendel s66tmetel parmseened. Uue partii identifitseeritud parmseened
kuulusid Filobasidium oeirenes, Candida krusei, Candida kefyr, Saccharomyces spp ja Candida
zeylanoides liikidesse. Lisaks kasvasid MEA s66tmel ka Pseudomonas fragi, Acinetobakter
baumannii ja Enterococcus durans liikidesse kuuluvad bakterid. MEA s66tme selektiivsus bakterite
vastu on klooramfenikool ja osadel bakteritel on tema vastu loomulik resistentsus (Vazquez-Lépez
et al., 2020; Fernandez et al., 2012). Gramnegatiivsetel bakteritel esineb lipopolisahariide sisaldav
valismembraan, mis kaitseb neid keskkonna eest ning takistab selektiivselt antibiootikumide
sisenemist labi membraani (Silhavy et al., 2010).

Filobasidium on seente riiki kuuluv mikroorganism. Enamik liike kuulub parmseente alla ning on
imetejatele ohutud (Liu et al., 2015)

Candida krusei on parmseen, kes omab oportunistlikku patogeensust ehk tekitab infektsioone
Uldiselt immuunpuudulikkusega patsientidel. Teda leidub k&aritatud toiduainetes ja
piimatoodetes, samuti kasutatakse teda ensliimide tootmiseks. C. krusei on resistentne
Uldkasutatavatele seeneravimitele ja seet6ttu kaheldakse tema ohutuses t66stlikult kasutamiseks
(Yadav et al., 2012).

Candida kefyr on laktoosi fermenteeriv parm, mis stimuleerib Lactobabillius kefyri kasvu, et koos
sellega toota etanooli (Ramos et al., 2021). Neid on isoleeritud veest, taimedelt, puuviljadelt,
loomadelt, mereveest, valmistoidust ning inimestelt (Belloch et al 2002). Sel ajal kui teda
konkreetselt ei kasutata toidu tooOstuses fermenteerimiseks, siis vdib ta pdhjustada toidu
riknemist (Sessou et al., 2022).

Saccharomyces on parmseente alla kuuluv perekond, keda kasutatakse Uldiselt pagaritdostuses
kergitajana ja keda tuntakse ka nime all dlle- vGi pagariparm (Alsammar et al., 2020). Seda sama
Olleparmi kasutatakse ka selle retsepti (veiseliha ja I6he) valmistamises, milles parme uuriti.

Candida zeylanoides on inimesele patogeenne seen, tekitades koos Candida kefyr-i ja teiste
parmidega valge- ja sinihallitust juustule ning ka teistele toodetele (Desmasures et al., 2014). Vaga
suures hulgas (103-107 cfu/g) on C. zeylanoides-t uuringute kaigus leitud purustatud veise-, lamba-
ja linnulihast. Nad kasvavad madalatel temperatuuridel (alla 5°C), kuid liha soolamine,
naatriumnitriti/nitraadi, vaaveldioksiidi ja erinevate hapestajatega tdd6tlemine parsib
mikroorganismide kasvu (Fleet et al., 2011).
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Pseudomonas fragi on psiihrofiilne gram-negatiivne bakter, kes kasvab histi temperatuuridel 2°C
kuni 35°C ja vastutab aeroobselt siilitatava liha riknemise eest. Teda leidub taimses materjalis ja
pinnases. Soodustab Staphylococcus aureuse ja Lysteria monocytogenes-i arengut ja kasvu (Chen
etal., 2017).

Acinetobakter baumannii on aeroobne gramnegatiivne bastill, lisaks pleomorfne ning mitteliikuv
oportunistlik patogeen, kes pd&hjustab infektisioone vaid ndrga voi puuduliku immuunsusega
patsientidele (Howards et al., 2012). Teda on leitud toorestelt puu- ja juurviljadelt, reostunud
veest ning ka loomadelt. Nosokomiaalse patogeeni edule aitavad kaasa mitmed tegurid,
sealhulgas selle voime kohaneda ebasoodsate keskkonnatingimustega, kuivamisresistentsus,
multiresistentsus antibiootikumide suhtes ja genoomi plastilisus (Vazquez-Lépez et al., 2020).
Lisaks voib A.  baumannii ellu jadda  kokkupuutel regulaarselt kasutatavate
desinfitseerimisvahenditega, nagu fenoolid ja kloorheksidiin, ning talub kuiva keskkonda
(Ababneh et al., 2022).

Enterococcus durans on seedukulga grampositiivne bakter, kes p&hjastab noorloomadel (p6rsad,
varsad, kutikad) enteriiti (viiruslik soolepdletik). Kuid seda bakterit ei seostata enterotoksiinide
tootjana ning ta ei pGhjusta teadaolevalt limaskesta olulist kahjustust (Schaer et al 2014). On
leitud, et E.durans-i saaks kasutada ohutult potentsiaalse probiootikumina inimtoidus ja
taiskasvanudloomasdotades (Li et al., 2018). Nad levivad saastunud toidu ja veega ning saavad
kasvada ebasoodsates kasvutingimustes. Enim esineb neid fermenteeritud toitudes nagu juust,
jogurt, fermenteeritud lihatooted nagu vorstid, kus nad saavad hasti paljuneda. Nad levivad ka
looma viljaheitega ning seetottu leidub neid peale toore liha (eriti looma organite) ka pinnases
ning juur- ja koogiviljaadel. Tavalised td66stusprotsessid vahendavad nende arvu, kuid ei pruugi
neid taielikult havitada. Nad véivad biogeensete amiidide tootmise kaudu pd&hjustada
toidumirgistust ning olla oportunistlike infektsioonide kaasp&hjustajateks, kuid nende esmase
patogeenina tegutsemine on tanapdevani kiisimargi all (Giraffa et al., 2002).

Lisaks valjakilvidest, mis olid tehtud PCA sootmele uue partii proovidest identifitseeriti
Lactococcus garvieae, Escherichia coli, Carnobacterium divergens, Staphylococcus sciuri,
Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae ja Staphylococcus hominis
liikidesse kuuluvad bakterid.

Lactococcus garvieae on grampositiivne fakultatiivne anaeroob, kes vdib kasvada kuni 45°C juures
ja pigem aluselises keskkonnas. Ta on kaladest ja molluskitest leitud bakter, kuid teda vdib
esineda ka reovees, looma- ja linnulihas ning juurviljades. Nakatumine vdib p&hjustada erinevad
viirushaigusi nii sooltes kui hingamisteedes (Rubi et al., 2018). Siiski tema zoonootiline tunnus on
hetkel veel kaheldav (Gibello et al., 2016).

Escherichia coli on fakultatiivne gramnegatiivne anaeroob, elab tavaliselt terve inimese voi looma
soolestikus ilma seda kahjustamata, kuna enamik E.coli tiilipe on kahjutud. Toidud, kus vdib
bakterit esineda on toores- voi vahetdodeltdud veiseliha, pastoreerimata piim ning varsked ja
pesemata puu-, juur- ja koogiviljad (Mayoclinic et al., 2022). Mdned tlved, mis on patogeensed,
voivad pohjustada tdsist toidumiirgistust ning seetdttu nii soolesiseseid kui ka -valiseid
infektsioone (Tenaillon et al., 2010).
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Carnobacterium divergens on grampositiivne bakter. Ta ei ole patogeenne inimesele, kuid voib
pohjustada infektsioone kaladele. Teda leidub kalas, lihas ja osades piimatoodetes. Ta suudab
kasvada madalatel temperatuuridel, anaeroobsetes ning isegi vaakumtingimustes. Siiski ei ole
leitud, et ta pGhjustaks toidu riknemist (Casaburi et al., 2011). On leitud, et C. divergens avaldab
parssivat mGju patogeensetele bakteritele nagu naiteks Lysteria monocytogenes (Brillet et al.,
2005).

Staphylococcus sciuri on grampositiivne koagulaasnegatiivne, novobiotsiiniresistentne ning
okslidaaspositiivne patogeenne bakter. Teda esineb peamiselt kodu- ja metsloomade nahal ning
limaskestadel, samuti loomsetes toiduainetes. Teadaolevalt voib teda leida ka keskkonnast,
sealhulgas pinnasest, veest, liiva seest, rohu seest. Teda seostatakse sliidame ja kuseteede
poletikega (Dakic et al., 2005).

Enterobacter cloacae on gramnegatiivne fakultatiive anaeroob, tavaline imetaja mikrofloora
bakter soolestikus, inimestele ja loomadele ei ole ohtlik patogeen. Siiski on ta oportunistlik ja
multiresistente bakter (Davin-Regli et al., 2015).

Staphylococcus hominis on grampositiivne mesofiilne aeroobne bakter, keda leidub imetejate
mikroflooras, tavaliselt ohutu, kuid véib mdjuda negatiivselt, kui esineb ndrk immuunsussiisteem.
Bakteriga nakatumine vdib toimuda tarbides toorest vGi viahe toddeltdud veiseliha (Singh et al.,
2019).

Viljakulvidest, mis olid tehtud PCA sootmetele kolme ja poole kuulise sailituskatse viimane
proovivdtu pieval domineerisid Enterococcus faecium liiki kuuluvad bakterid. Uksikud bakterid
kuulusid ka Bacillus subtilis, Bacillus inaquosorum, Bacillus velezensis, Bacillus megaterium
liikidesse ning Bacillus spp perekonda, nad on grampositiivsed mittepatogeensed bakterid, keda
leidub pinnases, juurviljades ning mereandides (Martinez et al.,, 2013). Kuna esimese partii
esimesel katsepdeval ei teostatud PCA sootmetele kiilve, ei ole teada nende proovide algne
mikrobioloogiline mitmekesisus. Samas on kdik esindatud bakteri liigid grampositiivsed ning
Uldiselt on grampositiivsed bakterid ja nende spoorid vastupidavad pikka aega ekstreemsetele
tingimistele tanu peptiidogliikaani kihtidele rakkude tGimber (Silhavy et al., 2010). Tanu millele
voisid nad olla toidus juba algselt valmistades ning jadda kasvamisvdimeliseks kuni sailivusaja
[Gpuni.

Enterococcus faecium on grampositivne kommensaalne baker, elades inimese vG&i looma
seedetraktis, uldiselt tugeva immuunsusega inimesel/loomal ei p&hjusta haigusi, kuid siiski on
leitud, et ta vGib pdhjustada kuseteede ja slidame infektsioone. Ta on resistentne mitmetele
antibiootikumidele (Fiore et al., 2019), teda leidub toores lihas ning liha toodetes (Hanchi et al.,
2019).

Bacillus on spoore moodustav aeroobne voi fakultatiivne anaeroobne grampositiivne bakter,
mone liigi puhul voib ta muutuda gramnegatiivseks. Nende moodustatud spoorid on vastupidavad
kuumusele, kilmumisele, kiirgusele, kuivamisele ning desinfektsioonivahenditele. Neid on
looduses igal pool, kuid vaid vahesed liigid on patogeensete omadustega (Baron et al., 1996).
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Kokkuvdtteks voib oelda, et katse kaigus ei tuvastatud ohtlike patogeenide esinemist kolm ja pool
kuud seisnud koeratoidu proovides. Sellest voib jareldada, et toit on loomale ohutu kuni
sailivusaja 16puni hoides seda kinnisena voi taassuletuna toatemperatuuril.

2.3.3 Koeratoidu pH ja tiitritava happesuse muutus sdilitamisel

Koeratoidus anallilisiti peale mikroobse arvukuse ka pH-d ja tiitritavat happesust, et naha, kas
nende vahel on seost mikroorganismide kasvuga. Avamata pakendis oli pH keskmiselt 5.9 (5.48-
6.12). Pakendi sailitamisel peale avamist langes pH keskmiselt 0.1 Ghikut kuus (Tabel 5).

Tabel 5. pH ja tiitritava happesuse tulemused

Proovi Kuupdev
tahis 14.02.2022 23.03.2022 13.04.2022 18.05.2022
pH TTA pH TTA pH TTA pH TTA
A 5.92 1.76 5.78 1.11 5.71 0.56 5.51 0.73
B 5.8 1.88 5.83 1.45 5.77 0.65 5.59 0.73
C 5.91 2.36 5.84 1.51 5.77 0.65 5.58 0.82
D - - 5.92 1.57 5.75 0.75 5.75 0.77
E - - 5.91 1.71 5.75 0.76 5.79 0.72
F - - 5.95 1.80 5.93 0.75 5.77 0.84
G - - - - 5.92 0.53 5.82 1.08
H - - - - 5.83 0.79 5.74 0.84
| - - - - 5.94 0.75 5.76 0.91
J - - - - - - 5.77 0.72
K - - - - - - 5.93 1.10
L - - - - - - 5.95 0.95
Ul - - - - - - 5.48 1.07
u2 - - - - - - 5.92 1.56
u3 - - - - - - 6.12 0.92

Tabeli 5 pdhjal ndeb, et esimesel ja teisel proovivotupdeval tiitritav happesus tdusis iga prooviga.
Esimesel pdeval 1.76-st kuni 2.36-ni, teisel pdeval 1.11-st kuni 1.80-ni. Asjaolu tulenes sellest, et
kdik proovid valmistati korraga ning hakati siis jarjest mddtma. Kolmandal ja neljandal
proovivotupdeval oli kdikumine vaiksem, kuna proovid tehti Ukshaaval ning peale iga proovi
tegemist teostati kohe anallilis ning alles seejarel valmistati jargmine proov. Kolmandal paeval jai
tiitritav happesus vahemikku 0.53 kuni 0.79 ning neljandal paeval 0.73 kuni 1.56.

Et tapsustada proovi valmistamise ja TTA mG&6tmise ajalist efekti vorreldi TTA méddetud tulemusi
erinevate ajavahemike tagant (Tabel 7). Tabelist naeb, et teisel pdeval valmistatud proovi TTA
suurenes poole tunniga umbes 0.3 (hikut. Samas kolmandal pdeval valmistatud proovide TTA
suurenes 1.5 tunni moéddudes umbes kaks korda. Viimasel paeval valmistatud proovides, mis
seisid kaks tundi, enne kui TTA uuesti mdddeti, oli see tdusnud keskmiselt kolm ja pool korda.
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Tabel 6. pH ja tiitritava happesuse keskmised ning nendele vastavad standardhélbed

Proovi

tahised

A+B+C

D+E+F

G+H+l

J+K+L

U1+U2+U3

Kuupdev

14.02.2022
TTA
+SD

pH +SD

5.88
+0.05

2.00
+0.26

23.03.2022
pH+SD TTA
+SD
5.82 1.35
+0.03 +0.17
5.93 1.70
+0.02 +0.11

13.04.2022
pH+SD TTA
+SD
5.75 0.62
+0.03 +0.05
5.81 0.75
+0.08 +0.01
5.90 0.69
+0.05 +0.14

18.05.2022
pH+SD TTA
+SD
5.56 0.76
+0.04 +0.05
5.77 0.78
+0.02 +0.06
5.77 0.95
+0.03 +0.12
5.88 0.92
+0.08 +0.19
5.84 1.18
+0.27 10.34

Kogu katse véltel pH pigem langes avatud ja taassuletud pakkides ning just avatud proovides oli

see jalle kérgem. Tiitritav happesus varieerus nii sama paeva proovide vahel kui ka erinevatel

pdevadel teostatud proovides. Asjaolu tulenes arvatavasti sellest, et proovid valmistati erineva

kiirusega arvestades inimlikku viga. Varasemalt labi viidud uuringus, kus analtisiti pH-d ja

tiitritavat happesust kuiv-fermenteeritud vorstides, moddeti tiitritavat happesust kuni pH 7-ni 0,1
N NaOH-ga, ning saadi tulemuseks keskmiselt 0.86 + 0.19 (%piimhapet). pH vdartuseks saadi 5.07

+0.25 kuni 5.63 + 0.51 (Capita et al., 2006).

Tabel 7. pH ja tiitritava happesuse muutused aja méédudes

Proovi
tahis

~ R =« = I 6O mOUO® >

cC C C
W N =

23.03.2022
Algne TTA  TTA +0.5h
1.76 2.08

Kuupaev
13.04.2022 18.05.2022 + 2h
Algne TTA TTA+1.5h  Algne TTA TTA + 2h
0.56 2.83 0.73 3.16
- - 0.73 3.49
0.65 2.78 0.82 3.56
- - 0.77 3.18
- - 0.72 3.20
- - 0.84 3.59
- - 1.08 3.69
- - 2.65 3.68
- - 0.91 3.81
- - 0.72 3.61
- - 1.10 4.29
- - 0.95 3.48
- - 1.07 3.74
- - 1.56 2.57
- - 0.92 3.15

Tabelit 7 vaadates ndeb, et mida kauem proov seisis, seda enam suurenes TTA. Sellest voib

jareldada, et vees leotades eraldus lihast lahusesse piimhappeid.
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2.4 Jdreldused

Antud t60 tulemused naitasid, et analllsitud Pala Petfoods koeratoidu partiides ei detekteeritud
hallituste kasvu margitud sailivusaja jooksul, kuid uues partiis leidus parmseeni. Siiski vdahenes
parmseente Uldarv juba esimese kuuga alla detekteerimispiiri. Oigetes tingimustes
(toatemperatuuril, otsese padikese eest kaitstult) mikroorganismide lldarvukus vahenes, kui pakk
tehti lahti ning jaeti seisma. Samuti vdhenes tuvastavate mikroorganismide mitmekesisus. Peale
kolme ja poolt kuud séilitamist domineerisid grampositiivsed Enterococcus faecium liiki kuuluvad
bakterid, samuti esines valjakilvides erinevaid Bacillus spp perekondadesse kuuluvaid baktereid.
Uldiselt bakterid, mis leiti toidust olenemata sellest, kas toit oli virskelt valmistatud v&i juba
sailivusaja I6pus olid kas ohutud voi oportunistlikult patogeensed ehk need ei pShjusta tervete
loomade haigestumist.

pH langes minimaalselt sdilivusaja jooksul avatud pakendites ja jai avatud ning taassuletud
pakendites vahemikku 5.51 kuni 5.84, avamata pakendites jai pH vahemikku 5.48 kuni 6.12 seega
ei ilmnenud riknemise marke. Tiitritava happesuse usadusvdadarne médtmine oli mojutatud vees
lahustuvatest ainetest ja nGuab lisa standardiseerimist. Katsetulemuste p&hjal ei leitud seost pH ja
TTA ning mikroorganismide arvukuse vahel.
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3. KOKKUVOTE

Too eesmark oli maarata Pala Petfoods koeratoidu retseptis number 3 mikroobse kvaliteedi
muutust sdilitamisel. Resultaadid naitasid, et sdilivusaja valtel ei kasvanud toidus hallitusi, sellest
voib jareldada, et paki avamine ei mdjuta hallituste kasvu. Parmide arvukus jai vahemikku
9.0%10%+2.2*10%> pmi/g kuni 1.8*10%+1.4*10° pmii/g ja langes esimese kuuga alla
deketkteerimispiiri. Isolaadid, mis maarati olid jargnevad: Filobasidium oeirenes, Candida krusei,
Candida kefyr, Saccharomyces spp ja Candida zeylanoides. Anallilsi kdigus tuli valja, et toit oli
loomadele ohutu, bakterite tildine arvukus kahanes olles uue partii avatud pakis 6.2*107+2.2*10’
pmii/g ning sailivusaja 16ppu jdudnud pakkides 4.9*10%+5.0*10* kuni 1.0*10°+7.4*10° pmii/g.
Bakterite mitmekesisus vdahenes vorreldes tootmise alguses ning sailivusaja 10pus avatud pakke.
Varskelt toodetud pakkides leiti jargnevad bakterid: Pseudomonas spp, Pseudomonas fragi
Lactococcus garvieae, Escherichia coli, Carnobacterium divergens, Staphylococcus sciuri,
Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae, Staphylococcus hominis.
Kolm ja pool kuud seisnud bakterite mitmesesisuse uurimisel leiti, et valdav enamus kuulus
Enterococcus faecium liiki, esines ka Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus inaquosorum ja
Bacillus velezensis liike ning lisaks kuulus Uks tulemus Bacillus spp perekonda. Katse kaigus
identifitseeritud mikroorganismid olid loomale Uldiselt ohutud voi oportunistliku isemloomuga
ehk tekitavad kérvalmdjusid vaid nérga immuunsusega loomadele.

Tiitritav happesus katse valtel Gldiselt ei muutunud erinevatel aegadel avatud proove vorreldes,
kuid suurenes toidu leotamisel vees. Selle suurenemine toidus naitab, kui palju happeid toidust
lahusesse eraldub. pH langes avatud ja taassuletud pakkides, kuid mitte markimisvaarselt, olles
suletud kottides vahemikus 5.48-6.12 ning avatud ja taassuletud kottides 5.51-5.84.

Tulevikus tuleks analiiGsida tdpsemalt Enterobakterite arvukuse muutust koeratoidus sailivusaja
valtel, kuna seda kontorollitakse Euroopa Komisjoni mdaruse alusel ning sellega saaks ettevote
endale tagasisidet, kui kaua oleks mdistlik hoida koeratoidu pakki lahtisena enne, kui selles
olevate mikroorganismide arvukuse maar Gletab lubatud piirmaara.

Kuna katse kdigus ei tuvastatud hallitusseentele omast kasvu, kuid ettevottest oli teateid selle
kohta on tuleviku plaanideks analiilisida toidukomponente eralid erinevats partiides, et tuvastada,
mis on hallituse algallikas. Samut oleks vaja teha keskkonna anallilse, sealhulgas Ghu- ja
pinnaanaliils ning Ule vaadata tdotajate isiklik hiigieen.
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TANUAVALDUS

Soovin abi eest tdnada t60 juhendjat, Inga Sarandit suureparaste nduannete eest t66 katseehituse
vdlja motlemises. Samuti tdnan Viiu Paalmet Keemia ja Biotehnoloogia instituudist ning
toidutehnoloogia doktorant Atefed Asadit, kes aitasid katseid ldbi viia ja seletasid nende
vajalikkust t66 eesmargi saavutamisel.
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SUMMARY

The aim of this work was todetermine the microbiological quality durnig storage in Pala Petfoods
dog food recipe number 3 (beef-salmon-vegetabeles). Our results detected no growth of mold in
the analyzed batch samples upon storage for three and a half months. Also regular package
opening has no effect on the growth of molds. The number of culturable yeast in the freshly
packed food was around 9.0%10%+2.2*10% pmi/g until 1.8*10%*+1.4*10* pmii/g and it decreased
blow detection limit during the first storage month. The yeast isolates were represented by
species Filobasidium oeirenes, Candida krusei, Candida kefyr, Saccharomyces spp ja Candida
zeylanoides. The bacterial total numbers in the freshly packed food was 6.2*107+2.2*10” pmii/g.
The number of bacteria at the end of shelf life was decreased and was around 4.9*10*+5.0*10*
pmi/g until 1.0*10%+7.4*10° pmi/g. Only gram positive bacteria belonging to species
Enterococcus faecium, Bacillus subtilis, Bacillus inaquosorum, Bacillus velezensis, Bacillus
megaterium were detected in the end of storage. The vast majority were from Enterococcus
faecium spieces. In difference the bacteria diversity in the begining of storage wass significantly
higher. Both gram positive and negative bacteria were isolated. They were identified as
Lactococcus garvieae, Escherichia coli, Carnobacterium divergens, Staphylococcus sciuri,
Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae, Staphylococcus hominis.
Non of them was pathogenic but some belong to opportunistic pathogens, i.e. they cause side
effects only in animals with weak immunity. The changes in microbial community was not
significantly reflected in the pH dynamic. It slightly decreassed in closed bags from 5.48-6.12 to
open and reclosed bags 5.51-5.84. The measurement of TTA during the experiment generally did
not change when comparing the samples opened at different times, but increased when the food
was soaked in water. Its increase in food indicates how much acid is released from the food into
the solution.

In the future, the change in the number of Enterobacteriaceae during the shelf life of dog food
could be analyzed more precisely, as it is recorded on the basis of the European Commission
regulation, and with this the company could get feedback on how long it would be reasonable to
keep the dog food package open before the number of microorganisms in it exceeds the
permitted limit.

Since the test did not detect molds growth, but there were reports of it from the company, the
levels of various mycotoxins in the dog food will need to be measured in the future to identify
where the molds are coming from.
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Kuupdev Proovi tahistus Lahjendus
8.02.22 A, B, C 1071ja 102
15.03.22 A B, C 102%ja 103
D,E F 10%ja 102
13.04.22 A B, C 10tja 10
D,EF
G, H,I
18.05.22 A B, C 107,102,104 10°®
D,EF
G, H,I
J,K, L
Ui, Uz, U3

Proovid A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K, L — parinesid partiist, mis ol valmistatud 3.02.2022, aegumis-
kuupdev oli 17.05.2022.

Proovid U1, U2, U3 — parinesid partiist, mis oli valmistatud 10.05.2022, aegumiskuupdev oli
24.08.2022.



LISA 2. Lihtlitsents

Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja 18putdd lldsusele kittesaadavaks tegemiseks!
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IGppemiseni;

Uldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tallinna Tehnikallikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
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