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SAZETAK

Osnovni zadatak ovog rada bio je ispitivanje uticaja dodataka biljnog ekstrakta na svojstva
prirodnog omotaca i odrzivost domace fermentisane kobasice (sudzuk).

Ekstrakti biljaka sa antimikrobnim 1 antioksidativnim djelovanjem zadovoljili bi danasnjeg
potroSaca u potrazi za zdravom hranom bez upotrebe hemijskih konzervanasa. Dodavanjem
biljnih ekstrakata u omotace dobija se aktivni jestivi materijal za pakovanje optimalnih
svojstava, koji doprinosi o¢uvanju stabilnosti kvaliteta kobasica i efikasno $§titi od nezeljenih
oksidativnih 1 mikrobioloskih promjena.

IzvrSena je procjena antimikrobnog i antioksidativnog djelovanja etanolnih i vodenih
ekstrakata razli¢itih biljaka (trnjina, drenjina, aronija, crvena treSnja), da bi se utvrdilo
djelovanje biljnih ekstrakata. Nakon toga, biljni ekstrakti sa pokazanim najboljim
antimikrobnim i antioksidativnim svojstvima, su korisSteni, potapanjem prirodnih omotaca u
optimalne koncentracije, za proizvodnju fermentisanih kobasica. Prirodni biljni ekstrakti
predstavljaju dobru alternativu u cilju poboljSanja kvaliteta i bezbjednosti trajnih kobasica.
Ispitivanjem biljnih ekstrakata utvrdeno je da oni imaju razli¢ito antioksidativno 1
antimikrobno djelovanje, 1 da su etanolni ekstrakti pokazali jacu aktivnost od vodenih.
Omotaci tretirani rastvorima biljnih ekstrakata pokazali su razli¢ito antioksidativno dejstvo, a
koristene koncentracije ekstrakata u koje su bili potopljeni omotaci, iako su bile vise od
izmjerenih MIC vrijednosti za pojedine ekstrakte, nisu bile dovoljne da oni pokazu znacajnije
antimikrobno dejstvo. Efekat primjene biljnih ekstrakata na pokazatelje kvaliteta kobasice
ispitan je praéenjem promjena fizi€ko-hemijskih i mikrobioloskih parametara proizvedenih
kobasica, kao 1 mjerenjem lipolitickih promjena tokom odredenog vremena skladiStenja.
Upotreba omotaca tretiranih ekstraktima nije negativno uticala na senzorne osobine
ispitivanih fermentisanih kobasica, a imala je uticaj na smanjenje kiselinske vrijednosti,
peroksidnog broja i sadrzaja MDA, kao i na smanjenja ukupnog broja bakterija u toku
skladiStenja u odnosu na kontrolni uzorak. To potvrduje da odabrani omotaci posjeduju

antioksidativnu aktivnost koja je pokazala pozitivno djelovanje u sprecavanju oksidativnih



promjena u mastima, i antimikrobnu aktivnost koja je uticala na smanjenje ukupnog broja
bakterija.
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ABSTRACT

The main aim of this dissertation was to examine the influence of plant extract supplements
on the properties of the natural casing and the viability of home-fermented sausage (sudzuk).
Plant extracts with antimicrobial and antioxidant activity would satisfy today's consumer in
search of healthy food without the use of chemical preservatives. By adding plant extracts to
the casings, an active edible material is obtained for optimal packaging properties, which
contributes to preserving the stability of sausage quality and effectively protects against
unwanted oxidative and microbiological changes.

The antimicrobial and antioxidant activity of ethanolic and aqueous extracts of various plants
(thorns, dogwood, chokeberry, red cherry) was evaluated to determine the effect of plant
extracts. After that, plant extracts with best antimicrobial and antioxidant properties shown
were used, by immersing natural casings in optimal concentrations, for the production of
fermented sausages. Natural plant extracts are a good alternative in order to improve the
quality and safety of dry sausages.

Examination of plant extracts showed that they have different antioxidant and antimicrobial
activity, and that ethanol extracts showed stronger activity than aqueous ones. Casings treated
with plant extract solutions showed different antioxidant effects, and the concentrations of
extracts used in which the casings were immersed, although higher than the measured MIC
values for individual extracts, were not sufficient to show significant antimicrobial activity.
The effect of application of plant extracts on the indicators of sausage quality was examined
by monitoring changes in physico-chemical and microbiological parameters of produced
sausages, as well as by measuring lipolytic changes during a certain storage time. The use of
casings treated with extracts did not negatively affect the sensory properties of the tested
fermented sausages, and had the effect of reducing the acid value, peroxide value and MDA
content, as well as reducing the total number of bacteria during storage compared to the
control sample. This confirms that the selected casings possess antioxidant activity that has
shown a positive effect in preventing oxidative changes in fats, and antimicrobial activity that

has reduced the total number of bacteria.
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Uvod

UvOD

Fermentisane kobasice na naSim prostorima imaju dugu proizvodnu tradiciju. Dobijaju se od
usitnjenog mesa i masnog tkiva, zacina, Secera, aditiva, starter kultura i drugih dodataka, koji
se poslije punjenja u omotace konzervisu suSenjem, sa ili bez dimljenja, pri ¢emu kobasice
sazrijevaju, dobijaju karakteristicne osobine, postaju mikrobioloski i hemijski stabilni
proizvodi (Vukovi¢, 2012).

Kvalitet fermentisanih kobasica kao 1 promenjene koje nastaju tokom procesa fermentacije,
suSenja 1 zrenja, pored osnovnih komponenata nadjeva, zavise i od dodataka koji uti¢u na
proces prelaska nadjeva u fermentisan proizvod.

Medu faktorima koji bitno uticu na formiranje gotovog fermentisanog proizvoda je i izbor
omotaca (Medi¢ 1 sar., 2009). UceS¢e omotaca u procesu proizvodnje kobasica pocinje
punjenjem, a nastavlja se volumetrijskim, strukturnim i hemijskim promjenama u kobasicama
u toku procesa proizvodnje. Omotaci sluze kao mikrobioloska barijera koja stiti kobasicu u
toku proizvodnje, skladiStenja i distribucije (Savi¢ i Savi¢, 2004).

Jedan od najces¢ih uzroka smanjenja kvaliteta i kvara proizvoda od mesa je oksidacija masti
(Bystricky 1 sar., 2004; Milanovi¢-Stevanovi¢ 1 sar., 2006). Za vrijeme zrenja 1 skladiStenja
fermentisanih kobasica hidrolizu masti katalizuju lipaze masnog tkiva 1 mikroorganizama.
Lipoliza je intenzivnija u mesu svinja nego u mesu goveda 1 u nadjevu finije usitnjenih
kobasica. Finijim usitnjavanjem vise se oStecuju ¢elije miSi¢nog i masnog tkiva §to olakSava
lipolizu (Vasilev i sar.,, 2010). Oksidativne promjene pocinju na fosfolipidima celijskih
membrana. Prilikom smrzavanja, usitnjavanja i mehanickih postupaka sa mesom, fosfolipidi
podlijezu djelovanju kiseonika, enzima, hem-pigmenata i metalnith jona (Milanovi¢-
Stevanovic 1 sar., 2006).

Razna istrazivanja su pokazala da voce, povrée, zacinsko i ljekovito bilje, Zitarice i druge
namirnice biljnog porijekla, kao i njihovi ekstrakti, sadrze prirodne antioksidanse (Scalbert 1
Williamson, 2000), zahvaljuju¢i kojima pokazuju antiinflamatorna, antialergijska 1
antioksidativna svojstva (Capasso 1 sar., 2005). Prirodni antioksidanti mogu se nac¢i u
dijelovima biljaka kao $to su sjemenke, lis¢e, korijen i kora.

Antioksidanti su materije koji spre¢avaju reakcije oksidacije i tako neutraliSu slobodne
radikale. NajcesSce se koristi za spreCavanje uzeglosti, a time se utice na odrzivosti namirnica.
U ekstraktima odredenih biljnih vrsta nalazi se veliki broj razli¢itih reaktivnih grupa koje

imaju antimikrobno djelovanje. Kako se patogeni mikroorganizmi mogu naéi u razli¢itim
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vrstama namirnica, koriS¢enje prirodnih antimikrobnih supstanci, kao Sto su biljni ekstrakti,

mogu biti vazni za oCuvanje kvaliteta razliCitih namirnica. Antimikrobne materije pokazuju
fiziolosku aktivnost prema mikroorganizmima tako da sprec¢avaju njihov rast ili potpuno
zaustavljaju njihov razvoj. Zbog sve ces¢e pojave bakterijske rezistencije, kao i tendencije
smanjenja upotrebe soli 1 hemijskih aditiva, javila se potreba za novim antimikrobnim
sredstvima

U posljednje vrijeme, prehrambena industrija je u potrazi za prirodnim, sigurnim, ali i
ekonomski isplativim antioksdansima i antimikrobnim agensima u pokusaju da se zamjene
postojeci sinteticki dodaci. Biljni ekstrakti se uglavnom dodaju da bi se sprijecila oksidacija
masti 1 proteina, i/ili inhibirao rast i razvoj bakterija, kvasaca i plijesni, odnosno da bi se
sprijecilo kvarenje proizvoda. Antimikrobno i antioksidativno djelovanje ovih materija
uglavnom se pripisuje visokom sadrzaju fenolnih jedinjenja (Botsaris i sar., 2015).

Tokom posljednjih decenija, mnogi istrazivaci su testirali biljke i biljne ekstrakte, kao $to su
origano, kadulja, ruzmarin, sjeme grozda (Economou i sar., 1991; Yanishlieva i Marinova,
1995; Man i Jaswir, 2000), timijan, bijeli, crveni i planinski bozur, rehmania ili angelika, $as,
mazuran, divlji mazuran, kim, bosiljak, dumbir, §ljiva, aloe vera (Namiki, 1990; El-Alim i
sar.. 1999; Han 1 Rhee 2004; Fiorentino i sar.; 2008).

Mnoge biljne vrste su zanimljive jer sadrZze hemijska jedinjenja koja mogu uticati na
produZenje roka trajanja, poboljSavaju otpornost na oksidaciju 1 usporavaju rast
mikroorganizama 1 plijesni, a time pozitivno djeluju na osobine proizvoda (Shahdidi 1 sar.,
1992; Brannan, 2008; Abdel-Hamied i sar., 2009; Cottone, 2009; Alhijazeen, 2014).

Posto biljni ekstrakti ¢esto imaju jak, prepoznatljiv ukus, pored antioksidativnih sposobnosti
veoma je bitno ispitati senzorne karakteristike koje se mogu prenijeti na sam proizvod
(Cottone, 2009).

Jasno je, takode, da prirodne alternative nisu uvijek efikasne kao postojeée hemijske
supstance. Zacini, aromati¢no bilje, kao 1 mnoge druge vrste biljaka, odnosno prirodna
antimikrobna jedinjenja izolovana iz ovih biljaka (organske kiseline, fenoli, eteri¢na ulja 1 sl.)
predstavljaju dobro poznate inhibitore rasta bakterija, kvasca i plijesni 1 tradicionalno nalaze
primjenu u ocuvnju hrane kao i za medicinske svrhe (Veskovi¢-Moracanin i sar., 2015).

U izradi jestivih filmova radi poboljSanja zaStitnih, nutritivnih i senzornih svojstava
proizvoda moze se koristiti veliki broj dodataka. ZaStitna svojstva mogu se poboljsati
dodatkom antimikrobnih agenasa ili antioksidanasa. KoriStenjem vanjskog sloja prevlake sa

visokom koncentracijom antimikoti¢kih ili antioksidativnih agenasa moguce je odrzati
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izvorni integritet hrane ili, kao alternativa, moguce je koristiti manje koli¢ine kao dodatak

hrani (u odnosu na ukupnu koli¢inu proizvoda). Tehnike u proizvodnji jestivih prevlaka
moraju se prilagoditi samim karakteristikama materijala. Jestivi filmovi 1 prevlake
predstavljaju moguénost za poboljSanje kvaliteta hrane, produzavanje trajanja, sigurnosti i
funkcionalnosti. Mogu se koristiti kao pojedinacni ambalazni materijali, prevlake za hranu i

kao nosioci aktivnih sastojaka (Gali¢, 2009).
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1. PREGLED LITERATURE

1.1. Meso i proizvodi od mesa

Meso je veoma znacajna namirnica u ishrani ljudi. Predstavlja izvor lako svarljivih i bioloski
1 energetski vrijednih sastojaka. Nutritivna vrijednost mesa u najvec¢oj mjeri se vezuje za
visok sadrzaj proteina koji sadrze sve esencijalne aminokiseline u optimalnom odnosu, pa ih
ljudski organizam moze u potpunosti iskoristiti. Pored proteina, masti su najvaznija hranjiva
komponenta mesa, poSto pored energetske vrijednosti, posjeduju i biolosku vrijednost zbog
esencijalnih masnih kiselina (Rede 1 Petrovi¢, 1997). Sadrzaj i vrsta masnih kiselina varira, pa
su tako tjelesne masti mnogo mekse od onih unutrasnjih, koje okruzuju organe, posto sadrze
vece koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina (Heinz i Hautzinger, 2007; Daley i sar., 2010).
Meso i proizvodi od mesa predstavljaju jedan od najbogatijih izvora vitamina B. Vitamini
mesa relativno su stabilni i ostaju prisutni i u proizvodima od mesa. Meso je, takode, vrlo
vazan izvor Zeljeza (najvise konjsko i govede, a ne§to manje svinjsko i pileée meso). Zeljezo
iz mesa ljudski organizam mnogo bolje usvaja od Zeljeza iz biljaka, a potpomaze i1 usvajanje
zeljeza biljnog porijekla. Pored toga, meso je bogato i drugim bitnim mineralima znacajnim
za pravilno funkcionisanje organizma (cink, fosfor, selen) (Vukovi¢ 1 sar., 2009).

Danas se na trZiStu nalazi veliki broj razli¢itih proizvoda od mesa koji su prema Pravilniku o
usitnjenom mesu, poluproizvodima i proizvodima od mesa (Sluzbeni glasnik BiH, br.82/13)
podijeljeni na sljedece kategorije: proizvodi od svjezeg mesa, kobasice, dimljeni proizvodi
(polutrajni suvomesnati proizvodi), suvomesnati proizvodi (trajni suvomesnati proizvodi),

jela od mesa, konzerve i slanina.

1.2. Kobasice

Kobasice su proizvodi od razli¢itih vrsta 1 koli¢ina mesa, maSinski otkoStanog mesa,
iznutrica, krvi, masnog 1 vezivnog tkiva, razli¢itog stepena usitnjenosti i drugih dodatnih
sastojaka koji se poslije razli¢itih vidova obrade, prerade i punjenja u prirodne ili vjeStacke
omotace ili drugu ambalazu konzerviSu odgovaraju¢im postupcima (Sluzbeni glasnik BiH,
br.82/13). Kobasice se prema navedenom Pravilniku dijele na fermentisane kobasice,
toplotno obradene kobasice, kuvane kobasice, ostale toplotno obradene kobasice i svjeze

kobasice.
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1.3. Fermentisane kobasice

Fermentisane kobasice su proizvodi od razli¢itih vrsta mesa i ¢vrstog masnog tkiva domacih
papkara 1 kopitara prve i druge kategorije, mesa peradi prve kategorije i mesa divljaci,
razliCitog stepena usitnjenosti 1 dodatnih sastojaka, koji se poslije punjenja u odgovarajuce
prirodne ili vjeStacke omotace konzerviSu postupcima fermentacije i susenja, s dimljenjem ili
bez dimljenja (Sluzbeni glasnik BiH, br.82/13).
Na svjetskom trzi$tu nalazi se veliki broj razli¢itih vrsta fermentisanih suvih kobasica, ¢ija
raznovrsnost zavisi od zemlje/regiona, klime, naslijeda i kulture (Toldré i sar., 2001; Lebert i
sar., 2007; Talon i sar., 2007; Roseiro i sar., 2011; Santos i sar., 2011). Za proizvode pod
istim imenom Cesto postoji viSe receptura, a neke od njih se ¢uvaju u strogoj tajnosti. Na
kvalitet gotovog proizvoda Cesto uticu i parametri procesa proizvodnje kao $to su vrijeme,
temperatura, vlaznost pri suSenju, kao i postupak dimljenja (Ockerman i Basu, 2007;
Tabanell i sar., 2012).

1.3.1. Osnovni sastojci u proizvodnji fermentisanih kobasica

Meso. Za proizvodnju fermentisanih kobasica ¢esce se koristi meso zrelih Zivotinja, sa ve¢im
sadrzajem suve materije, intenzivnijom bojom i ¢vrS§¢om strukturom. Koristi se meso koje
poti¢e od zdravih Zivotinja, ¢iji premortalni tretman (ishrana, drzanje, transport, odmor prije
klanja) treba da bude takav da obezbjedi pravilan tok postmortalnih promjena (Rede i
Petrovi¢, 1997; Petrovi¢ 1 sar., 2007). Kao posljedica razli¢itog toka, odnosno brzine slozenih
biohemijskih procesa u misicu post mortem nastaje meso razlic¢itog kvaliteta. Vrsta mesa koje
se koristi zavisi od navika, obicaja, tipa kobasice ili od zastupljenosti odredenih vrsta i rasa
zivotinja u geografskom podrucju proizvodnje. Kod nas se najc¢esce koristi svinjsko meso,
kojem se ponekad moze dodati govede ili ov¢ije meso u manjem procentu, a rjede samo meso
goveda (Radeti¢, 1997; Vukovié, 2012; Pecanac, 2013). Za proizvodnju fermentisanih
kobasica prednost ima meso sa nizim vrijednostima pH, u koje soli bolje difunduju, vlaga
lako isparava tokom suSenja, povoljni su uslovi za formiranje stabilne boje i povezivanje
nadjeva, dok je razmnoZavanje nepozeljnih bakterija otezano (Vukovi¢, 2012).

Masno tkivo je tradicionalan i nuzan sastojak kobasica, jer pomaze u vezivanju razlicitih
sastojaka 1 ucCestvuje u stvaranju specificnog ukusa kobasice. Pored toga, bez odredene
koli¢ine masti, kobasice se brze suSe 1 postaju pretvrde, posebno ako se skladiste vise nedjelja
radi proizvodnje trajnih kobasica. Smatra se da je za proizvodnju domacih kobasica

optimalna koli¢ina masnog tkiva od 10% do 20% (Pavici¢ i Ostovi¢, 2008), ili da odnos mesa
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1 masnog tkiva u svjezem nadjevu vecine industrijski izradenih fermentisanih kobasica iznosi

2:1 (Fontana i sar., 2005, Lebert i sar., 2007), dok kod tradicionalnih proizvoda ovaj odnos
moze varirati u zavisnosti od sadrzaja masti, koji se kre¢e u rasponu od 10% do 40%.

Za proizvodnju fermentisanih kobasica najces¢e se koristi svjeze i ohladeno, ¢vrsto masno
tkivo svinja sa vrata, grebena i leda, tj. zrnasta ledna slanina koja je suva, ¢vrsta i bogata
vezivnim tkivom, dok se u muslimanskim zemljama, gdje se svinjetina ne konzumira, za
izradu kobasica u tipu sudzuka koristi ov¢ije masno tkivo (Toldra, 2002; Demeyer, 2004;
Lebert i sar., 2007; Ruiz, 2007; Vukovié i sar., 2011/a; 2011/b ; Vukovi¢, 2012).

Kvalitet fermentisanih kobasica kao i promjene koje nastaju tokom procesa fermentacije,
suSenja 1 zrenja ne zavise samo od osnovnih komponenata nadjeva kobasice, ve¢ i od
dodataka koji uti¢u na proces prelaska nadjeva u fermentisan proizvod. Kao dodaci
proizvodima od mesa najc¢es¢e se koriste zacini, aditivi, arome, enzimski preparati, Seceri,
ugljeni hidrati, vlakna, bjelancevinasti proizvodi i namirnice.

Zacini su proizvodi biljnog porijekla, karakteristicnog mirisa i ukusa ili boje. Spadaju u
osnovne dodatke fermentisanih suvih kobasica, koriste se u prvom redu radi postizanja
karakteristi¢nog ukusa, mirisa i boje fermentisanih proizvoda (Petrovi¢ i Tasi¢, 2012). Kao
zaCini koriste se aromati¢ni dijelovi zaéinskih biljaka, neki se koriste u prirodnom obliku,
dok se drugi pripremaju nakon suSenja, sitnjenja, pretvaranjem u prah i ekstrahovanjem
aromati¢nih sastojaka. Najznacajnije komponente hemijskog sastava zacina pripadaju grupi
isparljivih i ¢vrstih ulja, smola, estera, fenola, terpena, alkohola, organskih kiselina, alkaloida
1 jedinjenja sa sumporom (Savi¢ i Popovi¢, 2008). U proizvodnji fermentisanih kobasica
zaini se koriste ne samo zbog specifi¢nog ukusa, ve¢ i zbog antioksidativnog djelovanja i
stimulativnog efekta na fermentaciju. Poznato je da mnogi zacini inhibisu mikroorganizme, a
pod odredenih uslovima neki zacini mogu da stimuliSu bakterije da stvaraju mlijeCnu
kiselinu. Pri proizvodnji suvih fermentisanih kobasica najcesce se koriste crvena mljevena
zacinska paprika (slatka i ljuta), bijeli luk 1 biber, kao mjesavina u koli¢ini od 3 do 5 g/kg
(Vukovi¢, 2012).

Aditivi koji se dodaju u proizvode od mesa pripadaju Kkategoriji konzervanasa, boja,
emulgatora 1 emulgujuc¢ih soli, regulatora kiselosti, stabilizatora, zgruSnjivaca, pojacivaca
arome. U proizvodnji fermentisanih kobasica koriste se kuhinjska so, nitrati i nitriti, zaini 1
starter kulture.

Kuhinjska so (NaCl) se od davnina dodaje u meso pri izradi trajnih proizvoda. Dodatkom

soli povecava se rastvorljivost miofibrila i omogucava vezivanje mesa, vode i masti i
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formiranje gela pozeljne teksture, uvecava se emulgujuéi kapacitet, produzava odrzivost

snizavanjem aktiviteta vode (aw vrijednosti). Dodatak soli uti¢e na ukus i smanjuje gubitak
teCnosti u termicki obradivanim proizvodima, ¢ime se povecava ekonomicnost proizvodnje, a
postize se mekoca i so¢nost (Zlender i Gasperlin, 2009; Kuréubi¢ i sar., 2011), a postoje
dokazi da pozitivno uti¢e na boju gotovih proizvoda (Perey-Alvares i sar., 1999). So
poboljsava i poja¢ava aromu mesnih proizvoda, a zajedno sa masno¢om pridonosi senzornim
svojstvima proizvoda. U viSe masnim proizvodima povecana koli¢ina soli dodatno povecava
slan okus u poredenju s manje masnim proizvodima (Zlender i Gasperlin, 2009). Sposobnost
vezivanja vode mesa povecava se dodavanjem kuhinjske soli u koli¢inama do 5 %.

Uticaj kuhinjske soli na mikrobioloske procese u kobasici povezan je sa uticajem soli na
koli¢inu vode koja je na raspolaganju mikroorganizmima. Dodavanjem kuhinjske soli
nadjevu, povecava se osmotski pritisak i snizava vrijednost aktiviteta vode (aw). Ispod
odredene aw vrijednosti mikroorganizmi prestaju da se razmnozavaju, ali ne izumiru potpuno
(Heinz i Hautzinger, 2007; Vukovi¢, 2012).

U proizvodnji fermentisanih kobasica uobicajena praksa je upotreba nitrita i/ili nitrata u
obliku soli za salamurenje (mjeSavina kuhinjske soli i nitrita/nitrata). Homogena smjesa
nitrita i kuhinjske soli sadrzi 0.5 %-0.6 % nitrita i 99.4 %-99.5 % natrijum-hlorida i naziva se
,Hhitritna so za salamurenje. Nitriti (kalijumove-E 249 i natrijumove soli-E 250) su jedinjenja
koja u reakciji sa mioglobinom stvaraju specificnu crvenu boju salamurenog mesa,
ispoljavaju bakteriostatsko i baktericidno djelovanje i1 uti¢u na miris i ukus mesa, odnosno
proizvoda od mesa (Honikel, 2008). Nitriti pored uticaja na formiranje i stabilnost boje,
predstavljaju bakteriostatske i1 baktericidne agense, inhibiraju rast truleznih i patogenih
bakterija, usporavaju oksidaciju masnih kiselina 1 uticu na formiranje karakteristicne arome
salamurenog mesa (Marco i sar., 2006). Dodaje se u salamuru da obezbjedi stvaranje
nitrozilmioglobina (NOMb), nosioca prijatne crvene boje salamurenog mesa koja nastaje
vezivanjem veoma reaktivnog azot monoksida (NO), koji nastaje iz nitrita, za gvozde u hemu
porfirinskog prstena mioglobina (Freixanet, 2007; Honikel, 2008; Vukovi¢, 2012). U
proizvode od mesa, zavisno od vrste, dodaje se 100 do 200 mg nitrita na kg proizvoda (Marco
i sar., 2006). Nitriti su vrlo nepostojani, u mesu reaguju sa gotovo svim sastojcima, nastaju
brojna jedinjenja, a koli¢ina nitrita tokom skladiStenja stalno opada i najéesce se nitriti nalaze
samo u tragovima (Vukovi¢, 2012). Koristenje nitrita u proizvodima od mesa ¢esto dovodi u

pitanje Stetnost njihove upotrebe po zdravlje ljudi. Prihvatljivi dnevni unos (Acceptable Daily
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Intake) za nitrite iznosi 0.2 mg/kg, a za nitrate 5 mg/kg tjelesne mase, $to znaci da je koli¢ina

rezidualnog nitrita od 5-40 mg/kg daleko ispod toksi¢ne doze (Gruji¢, 2005).

Sezdesetih godina proslog vijeka, na osnovu rezultata istrazivanja, u SAD-u je doslo do
komercijalizacije starter kultura i njihove primjene u industriji mesa (Martinovi¢ i Veskovié-
Moracanin, 2006). To su kultivisani sojevi odabranih vrsta bakterija, kvasaca i plijesni, koji
ucestvuju u zrenju fermentisanih kobasica i1 uticu na formiranje karakteristicnih osobina
gotovih proizvoda. Starter kulture se Cesto koriste u proizvodnji trajnih kobasica u cilju
dobijanja kvalitetnijeg proizvoda. Upotrebom starter kultura uti¢e se na snizavanje pH tokom
fermentacije, formiranje boje salamurenog mesa, formiranje arome i ukusa trajnih kobasica,
poboljSanje teksture gotovog proizvoda, te spre¢avanje pojave uzeglosti. Starter kulture ¢ine
bakterije mlije¢ne kiseline, i to najéesc¢e predstavnici roda Lactobacillus i Pediococcus, zatim
gram-pozitivni, koagulaza-negativni koki — Staphylococcus spp. i Micrococcus spp. (Lopez i
sar., 2006; Casaburi i sar., 2007; Zdolec i sar., 2007; Nezak i sar., 2011; Danilovi¢ i sar.,
2011), te kvasci 1 plijesni (Martinovi¢ 1 Veskovi¢-Moracanin, 2006). Koriste se u cilju
upravljanja procesom fermentacije, smanjenja varijabilnosti u kvalitetu proizvoda,
spreCavanja rasta patogenih mikroorganizama ubrzavanjem fermentacije i poboljSanja
senzornih svojstava fermentisanih proizvoda od mesa (Lembeck, 2009). Koriste se u obliku
liofilizovanih i smrznutih kultura.

U proizvodnji fermentisanih kobasica ¢esto se koriste ugljeni hidrati kako bi se bakterijama
mlije¢ne kiseline obezbijedio odgovarajuéi supstrat potreban za rast i razvoj. Seceri se u
procesu fermentacije prevode u mlije¢nu kiselinu, §to dovodi do pada pH vrijednosti. Od
vrste upotrijebljenih ugljenih hidrata (dekstroza, glukoza, saharoza, laktoza, kukuruzni sirup,
razliciti skrobovi, sorbitol) zavisi brzina i koli¢ina nastale mlije¢ne kiseline. Prosti Seceri se
brZe razlazu 1 brze dolazi do pada pH vrijednosti, dok je razlaganje sloZenih Secera sporije, a
s tim je sporija i fermentacija (Radeti¢, 1997; Heinz i Hautzinger, 2007). Koli¢ina ugljenih
hidrata koja se koristi u zavisnosti od vrste samog Secera, ali i od tipa kobasice koja se
proizvodi, odnosno duzine procesa proizvodnje, krec¢e se od 0.3 % do 0.7 % (Toldra, 2002;
Demeyer, 2004; ; Ruiz, 2007; Vignolo i sar., 2010; Vukovi¢, 2012). Prema Vukoviéu (2012),
ugljeni hidrati se dodaju u koli¢inama od 0.5 % do 1.0 % u fermentisane polusuve kobasice,
odnosno od 0.2% do 0.5 % u fermentisane suve kobasice.

Askorbinska kiselina ili natrijum-askorbat imaju uticaja i na odrzivost boje fermentisanih
kobasica jer sprecavaju okisidaciju mioglobina u met-mioglobin (Vukovié, 2012).

Askorbinska kiselina se koriste u proizvodnji trajnih kobasica posto sprecavaju formiranje N-
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nitrozamina u proizvodima od mesa (Rywotycki, 2007; Honikel, 2008) Brzina reakcije

izmedu mioglobina i nitrita zavisi od pH, temperature i redoks-potencijala (Vukovi¢, 2012).
Kako reakcija tece brze pri nizem pH, ona se moze ubrzati dodatkom askorbinske kiseline ili
od nje stabilnije soli natrijum-askorbata, a koli¢ina askorbinske kiseline mora biti mala (0,05

%), tek tolika da obezbijedi blago kisele uslove potrebne za redukciju NaNO2 u NO.

1.4.  Sudzuk

Sudzuk je proizvod od usitnjenog govedeg mesa, masnog tkiva goveda, kuhinjske soli ili
zamjene za kuhinjsku so, Secera, aditiva, zacina ili ekstrakata zacina i starter kultura. Nadjev
za sudzuk puni se u tanka goveda crijeva ili u druge govede prirodne ili vjeStatke omotace
odgovaraju¢eg promjera. Sadrzaj proteina mesa u proizvodu ne smije biti manji od 16%, a
relativan sadrzaj proteina vezivnog tkiva u proteinima mesa (sadrzaj kolagena) ne smije biti

veci od 20 % (Sluzbeni glasnik BiH, br. 82/13).

1.4.1. Proizvodnja sudZuka

Sudzuk je fermentisana kobasica koja vodi porijeklo iz Turske, a popularna je i u veéini
zemalja Srednjeg istoka i Evrope. (Kurcubi¢ i sar., 2016). Tradicija proizvodnje i
konzumiranja sudzuka na podru¢ju Bosne i Hercegovine i Sire duga je vise od pola vijeka, jo§
od vladavine Otomanskog carstva. Danas u Bosni i Hercegovini proizvodi se kao jedan od
autohtonih proizvoda od mesa. Proizvodnja se obavlja na tradicionalan ali i komercijalan
nacin (Operta 1 sar., 2012). Posljednjih godina samostalne zanatske radnje koje se bave
proizvodnjom i prodajom mesa, kao i mesna industrija, daju sve znacajnije mjesto bosanskom
sudzuku, koji se moze kupiti u gotovo svakoj mesnici, kao i u svim velikim trZznim centrima
(JaSi¢ 1 sar., 2012).

Sudzuk se pravi od krupno mljevenog govedeg mesa, prepoznaje se po specificnom obliku
polukruzne potkovice i karakteristtnom okusu (Jahi¢ i Praci¢, 2018). Bosanski sudzuk
proizvodi se isklju¢ivo od mesa prezivara, a prvenstveno od govedeg i ov¢ijeg mesa. U
tradicionalnoj 1 zanatskoj tehnologiji za proizvodnju bosanskog sudzuka upotrebljava se meso
IT 1 11T kategorije, sa dodatkom 1 do 3% loja (Jasi¢ i sar., 2012).

Tehnoloski proces proizvodnje bosanskog sudzuka, fermentisane suve kobasice, prikazan je
na Slici 1. Nakon hladenja u rashladnoj komori na temperaturi od 4°C u toku 24h, meso se
rasijeca na kategorije, usitnjava na manje komade 1 dodaje od 3 do 5% kuhinjske soli. Meso
se stavlja na zrenje, na temperaturu od 4°C u periodu od 24h, a zatim se usitnjava na

odredenu veli¢inu. Poslije mljevenja, mesu se dodaje zaCini, u zavisnosti od recepture.

9
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Pripremljeni nadjev se ¢vrsto puni u omotace, podvezuje se u kolutove. Potkovice se slazu na

okrugle Stapove sa dovoljnim razmakom, da ne bi doSlo do medusobnog dodirivanja, i cjede

se.
i GOVEDE MESO MASNO TKIVO
Drobilica, vuk, kuter Usitnjavanje i meSanje &= smesa soli, zatini
i ostali dodaci
Punilica Punjenje ™ omotadi
Uredaj za uvrtanje Uvrtanje ili podvezivanje @ Kklipse, kanap
Stapovi i kolica Slaganje na Stapove i Kolica
Cedenje
Pusnica sa dimnim S -
Dimljenje em 1522°C
generatorom
Kl k T = 10-18 °C
Sl Susenjei zrenje -

RV 95-60%; V = 0,1m/s

Skladistenje (+10do+15°C)

Stavljanje banderola i s banderole, folije za
pakovanje pakovanje, kutije
Etiketiranje e ctikete
Podna vaga Vaganje
Ekspedicija

Fermentisane suve kobasice

Slika 1. Tehnoloska sema procesa proizvodnje fermentisanih suvih kobasica
(sudzuka)(Skaljac, 2014)

Slijede dimljenje 1 zrenje. Za dimljenje se uglavnom koriste strugotine ili komadi tvrdog
drveta (bukva, hrast, jasen, grab), ali bez stvaranja plamena. Temperatura hladnog dimljenja

se krec¢e oko 18°C, u trajanju od 21 do 28 dana. SuSenje se odvija pri temperaturi 15-20°C, uz

10
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relativnu vlaznost 80-90% 1 blagu cirkulaciju vazduha. SuSenje 1 zrenje sudzuka zavrSeno je
kada gubitak mase bude 30-35% od prvobitne mase. SudZzuk se zatim ostavlja na dozrijevanje
u trajanju od 10 dana, pri tom konzistencija postaje ¢vrsca (Jasic¢ i sar., 2012).

Posto se sudzuk svrstava u trajne fermentisane kobasice mora da ispunjava sljedece zahtjeve:
a) da povrsina gotovog proizvoda nije deformisana i da omota¢ dobro prilijeze uz nadjev;

b) da nadjev na presjeku ima izgled mozaika sastavljenog od priblizno ujednacenih komadica
misi¢nog tkiva crvene boje i ¢vrstog masnog tkiva bjelicaste boje;

C) da su sastojci nadjeva ravnomjerno rasporedeni i medusobno ¢vrsto povezani,

d) da na presjeku kobasica nema Supljina i pukotina;

e) da imaju stabilnu boju i prijatnu aromu zrelog proizvoda;

f) da se mogu lako narezivati (Sluzbeni glasnik BiH, br.82/13).

1.5. Omotaéi

Omotac je proizvod u koji se puni nadjev kobasica, a moze biti prirodni ili vjesStacki. Pod
prirodnim omota¢ima podrazumijevaju se: zeluci, beSike, crijeva i1 drugi Suplji dijelovi
zeludac¢no-crijevnog trakta goveda, teladi, svinja, ovaca i konja, koji su podvrgnuti obradi,
kao $to je usoljavanje, zagrijavanje ili suSenje nakon Sto su ocis¢eni. Vjestacki omotaci od
prirodnih materijala su omotaci proizvedeni od kolagena, biljnih vlakana, celuloze i
polimernih (plasti¢nih) materijala (SluZbeni glasnik BiH, br.82/13).

Prirodni omotaci su najceS¢e Cuvaju suvo usoljeni, te se prije punjenja so mora isprati.
Ovakvi omotaci se prije punjenja potopaju u vodu na nekoliko sati (3-5 sati u mlakoj vodi ili
preko no¢i u hladnoj vodi) ¢ime se uklanja preostala so i vlakna vezivnog tkiva omotaca
(kolagena vlakna) postanu elasti¢nija. Ovome doprinosi i dodavanje organskih soli, posebno
mlijecne kiseline (2%). Drugi nacin skladiStenja prirodnih omotaca je u zasi¢enom slanom
rastvoru, 1 ovako pripremljeni omotaci su odmah spremni za punjenje, samo zahtjevaju kratko
potapanje (par minuta do jednog sata) i temeljno ispiranje. Veoma vazna osobina prirodnih
crijeva je elasti¢nost, dolazi do izraZzaja za vrijeme susenja, kada crijevo treba da prati obim
kobasice koji se suSenjem postepeno smanjuje (Mitrovi¢, 2016). Prirodni omotaci su
dovoljno jaki da podnesu pritisak u toku punjenja, propustljivi za vodenu paru, gasove i1 dim,
elasticni 1 ¢vrsto nalijezu na nadjev kobasica, te se mogu podvezivati ili klipsovati na
krajevima (Heinz i Hautzinger, 2007).

Znacaj crijeva u procesu proizvodnje kobasica je veoma slozen. PoCinje punjenjem nadjeva,

zatim ucestvuje u volumetrijskim, strukturnim i hemijskim promjenama tokom procesa
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proizvodnje 1 zavrSavaju se konzumacijom kobasica. Pored toga, omotaci imaju ulogu

mikrobioloske barijere, $titi kobasice tokom proizvodnje, skladiStenja 1 distribucije (Mandi¢ i

sar., 2018).

1.6. Greske u proizvodnji fermentisanih kobasica

NajceS¢e greSke u proizvodnji fermentisanih kobasica ispoljavaju se u izgledu, boji,
konzistenciji 1 aromi gotovog proizvoda, umanjuju vrijednost proizvoda ili dovode u pitanje
upotrebljivost za ishranu ljudi (Maji¢ i Filipovi¢, 2006).

Do promjena u izgledu najcesce dolazi zbog prebrzog susenja (nabori na omotacu), visoke
relativne vlaznosti (odvajanje omotaca od nadjeva), neadekvatnog dimljenja (promascenost),
slabe regulacije vlaznosti vazduha tokom zrenja 1 neadekvatnog skladiStenja (pojave
nezeljenih plijesni na omotacu) (Maji¢ i Filipovi¢, 2006).

Boja gotovog proizvoda predstavlja jedan od najznacajnijih vizuelnih pokazatelja kvaliteta.
Stabilna boja nadjeva fermentisanih kobasica poti¢e od nitrozilmioglobina (Mb-NO), koji
nastaje reakcijom izmedu nitrita i mioglobina (Ikoni¢, 2013). Upotreba neadekvatnih
sirovina u procesu proizvodnje moze dovesti do nepozeljnih promjena boje (nedovoljna
koli¢ina nitrita u solima za salamurenje, upotreba uzeglog masnog tkiva dovodi do oksidacije
mioglobina, prevelika koli¢ina masnog tkiva ili upotreba mesa mladih Zivotinja dovodi do
pojave boje slabijeg intenziteta, upotreba nedovoljno odmascenih prirodnih crijeva)
(Vukovié, 2012). Proces proizvodnje, takode, moze da utic¢e na boju proizvoda. Do izostanka
formiranja boje moze do¢i ukoliko je temperatura zrenja suviSe niska. Taman rub moze biti
posljedica previsoke temperature, niske relativne vlaznosti u komori tokom zrenja,
neodgovarajuc¢eg dimljenja, razvoja plijesni i drugih mikroorganizama na omotacima. Crvene
diskoloracije nastaju usljed upotrebe velike koli¢ine zacinske paprike, pri niskoj pH
vrijednosti nadjeva u toku zrenja 1 tokom skladiStenja fermentisanih kobasica na viSim
temperaturama. Do pojave sive 1 zelene boje u centru kobasica najceS¢e dolazi usljed
prisustva bakterija koje izazivaju kvar (dodatak male koli¢ine kuhinjske soli i nitrita, visok
pH koriStenog mesa, upotreba dugo skladiStenog smrznutog mesa itd.) ( Maji¢ 1 Filipovi¢,
2006; Vukovi¢, 2012).

Najcesca greska u konzistenciji trajnih fermentisanih kobasica je suvi rub. Nastaje usljed
prebrzog suSenja, niske vlaznosti vazduha, visoke temperature 1 jake cirkulacije tokom
procesa proizvodnje. Nastali suvi rub sprecava dalje suSenje proizvoda §to dovodi i do
razmnozavanja mirkoorganizama u unutraSnosti nadjeva koji djeluju na promjenu boje,

mirisa, ukusa i konzistencije (Vukovi¢, 2012).
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Supljikavost i poroznost naj¢esce se javljaju zbog nepravilnog nadjevanja i zbog zaostajanja

vazduha, dok se kao posljedica nedovoljnog zrenja i cijedenja mesa, te veoma visoke pH
vrijednosti javlja slaba povezanost nadjeva (Maji¢ i Filipovi¢, 2006; Vukovi¢, 2012).

Do pojave meke konzistencije dolazi zbog slabe povezanosti nadjeva, otezanog susenja,
pojave truleznih procesa, suvise niskog pH ili nedovoljno ¢vrstog punjenja omotaca. Do
pojave sluzavosti dolazi usljed djelovanja mikroorganizama koji saharozu prevode u sluzave
dekstrane (bakterije roda Leuconostos i neki sojevi Bacillus subtilis) (Vukovi¢, 2012).

Trajne fermentisane kobasice treba da imaju prijatnu i karakteristicnu aromu posto miris i
ukus predstavljaju veoma znaajne senzorne osobine. Neodgovarajuca receptura ili
neodgovarajuéi parametri procesa proizvodnje mogu dovesti do problema i pojave greSaka u
mirisu i ukusu.

Upotrebom veée kolicine Secera i aditiva (glukono-delta-lakton), suvise usitnjenog mesa,
zrenja na visokim temperaturama moZze se dobiti proizvod veoma kiselog ukusa. Gor¢inu
kobasica moze izazvati koriS¢enje vece koliCine nitrita ili previSe Mg u kuhinjskoj soli, dim
od vlazne i pljesnjive strugotine, razmnozavanje plijesni na omotacu ili bakterija u nadjevu
(Skrinjar i sar., 2010).

Pojava plijesni moze da izvazove ukus i miris na bud i memlu, dok se aroma na trulez javlja
kod pokvarenih kobasica, kao posljedica zrenja na viSoj temperaturi i loSe higijene u
proizvodnji (Vukovi¢, 2012).

Ipak, najces¢a greSka arome je pojava uzeglosti, ranketljivosti. Do ovoga dolazi usljed
fizi€kih, hemijskih 1 mikrobioloSkih promjena na mastima. Enzimi tkiva i mikroorganizama
izazivaju hidrolizu masti koja se pri niskim pH odvija spontano. Usljed oksidacije masti
dolazi do promjena u senzornim osobinama proizvoda i1 mogu biti rizi¢ni po zdravlje
potrosaca (Bystricki 1 sar., 2004).

Do pojave sapunjavog ukusa dolazi prilikom nakupljanja nizih masnih kiselina (buterna,
kapronska, kaprilna). Slobodne masne kiseline se prvo prevode do peroksida, potom do
aldehida, 1 na kraju do ketona (ketonska uzeglost je prili¢no rijetka). Uzeglost se javlja
pretezno na povrsini kobasica, dok se u nadjevu javlja usljed upotrebe uzeglog masnog tkiva

(Vukovic, 2012).

1.7.  Mikroflora mesa i nadjeva fermentisanih kobasica

Meso koje je proizvedeno u uslovima dobre higijenske prakse na svojoj povrsini ima veoma
mali broj mikroorganizama, dok je unutrasnjost takvog mesa gotovo sterilna. U toku

hladenja, rasjecanja trupa, odvajanja mesa od kostiju i1 proizvodnje nadjeva, broj
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mikroorganizama se povecava (Mitrovi¢, 2016). Prisustvo mikroorganizama u mesu u

najve¢oj mjeri zavisi od fizioloskog statusa zivotinja prije klanja, Sirenja kontaminacije
tokom klanja i obrade, kao i uslova ¢uvanja. Bakterije koje se najeSée prisutne u mesu su
Pseudomonas spp., Micrococcus spp., Streptococcus spp., Sarcina spp., Lactobacillus spp.,
Salmonella spp., Escherichia spp., Clostridium spp. 1 Bacillus spp. (Boskovi¢, 2016;
Suvajdzi¢, 2018).

Mikrofloru nadjeva tradicionalnih fermentisanih  kobasica Cine razliCite vrste
mikroorganizama koje poti¢u od Zivotinje, iz sredine proizvodnog pogona, sa ruku radnika,
kao 1 sa upotrebljenih sirovina, tako da u nadjevu moze biti prisutan veliki broj razlicitih vrsta
patogenih mikroorganizama, medu kojima su koliformi, enterokoke, Sal/monella spp.,
Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica 1 dr. (Mitrovi¢, 2016; Suvajdzic, 2018).

Tokom pripreme nadjeva, u fazi usitnjavanja, dolazi do poveéavanja povrSine dostupne
mikroorganizmima i oslobadanja mesnog soka, $to dovodi do rasta i razmnoZzavanje prisutnih
mikroorganizama, a mijeSanjem se ve¢ prisutni mikroorganizmi rasporeduju po mesnom
tijestu. Rast mikroorganizama u ovom tipu proizvoda odvija se veoma sporo, poSto se zrenje
odvija na nizim temperaturama. Tip mikroflore koji ¢ée se razviti, dominirati i opstati u
proizvodu zavisi od sastava inicijalne mikroflore, kao i od faktora tokom zrenja proizvoda
(Mitrovi¢, 2016; Suvajdzié, 2018).

Bakterije mlije¢ne kiseline 1 koagulaza-negativne koke predstavljaju glavne grupe bakterija
znacajnih za procese fermentacije i1 zrenja kobasica (Ikoni¢, 2013). Pored bakterija znacajnih
za proces zrenja, u mikroflori nadjeva mogu da se nadu i mikroorganizmi koji kvare nadjev
(Pseudomanadaceae 1 Enterobacteriaceae), kao 1 neki patogeni mikroorganizmi (Sal/monella
spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 1 Staphylococcus aureus).
Poznavanje 1 kontrola prisutnih mikrorganizama ima izuzetan znacaj za mikrobioloski
kvalitet, ali 1 za senzorne osobine kao i bezbjednost gotovih proizvoda (Mitrovi¢, 2016;
Suvajdzi¢, 2018).

Za neke fermentisane kobasice (mediteranski tip) rast plijesni na povrsini je pozeljan, jer one
sprecavaju previSe intenzivno susenje, oksidativne promjene i doprinose razvoju tipi¢nog
ukusa, dok neke plijesni zbog toksi¢nih metabolita (mikotoksini) mogu imati negativne

posljedice na zdravlje covjeka (Ikoni¢, 2013).
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1.8. Oksidativne promjene u fermentisanim kobasicama

Oksidacija lipida i proteina predstavljaju jedan od velikih problema u industriji mesa. Ove
promjene mogu izazvati stvaranje neprijatnih mirisa i ukusa, diskoloracije, smanjenje
nutritivne vrijednosti, a s tim 1 kvaliteta, $to utice na ograni¢enu odrzivost proizvoda i dovodi
do akumulacije toksi¢nih jedinjenja (Boskovi¢, 2016). Prilikom smrzavanja, usitnjavanja i
nekih drugih mehanickih postupaka sa mesom, dolazi do naruSavanja integriteta Celijskih
membrana koji postaju podlozni oksidativnim promjenama (Milanovi¢-Stevanovi¢ i sar.,

2006).

]

Fgzogeni izyori ]

SLOBODNI
RADIKALI

==
b\

][ Proteini ]

fodifikacifs proteima
(karbonilacije)

EEZT Ry e

Lipidma peroksidacija

Oftecenje DNK
i mutacija

" Aldebidi 0

Slika 2. Mehanizam oksidativnog stresa (Jaganjac, 2012)

Lipidmni
hidroperoksidi

Hemijska jedinjenja koja u razli¢itim bioloSkim i hemijskim sistemima uzrokuju ili ubrzavaju
reakcije oksidacije nazivaju se prooksidansi. Djele se na slobodnoradikalna i neradikalna

jedinjenja (oksidaciona sredstva koja lako prelaze u slobodne radikale). Celije aerobnih
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organizama stalno su izlozene dejstvu prooksidanata Sto ima za posljedicu razaranje lipida,

proteina i DNK (Slika 2.) (Soji¢, 2013).

Slobodni radikali su vrlo nestabilne Cestice, u vanjskoj ljusci imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona zbog Gega su veoma reaktivni (Soji¢, 2013). Slobodni radikali u reakciji sa lipidima
dovode do lipidne peroksidaze, odnosno oksidativne destrukcije nezasi¢enih i polinezasi¢enih
masnih kiselina. U bioloskim sistemima lipidna peroksidacija se moze odigravati enzimskim
(pod dejstvom lipooksigenaza) i neenzimskim putem, ili usljed djelovanja atmosferskog

kiseonika (autooksidacija) (Misan, 2009).

H,O
2 I Lipidni radikal
Nezasi¢ene + "OH / .
02

masne Kiseline <
e promjena shulcmre
‘ Inicijacija | molelaile
D
R R
Propagacija
R> R
| Terminacija ‘
Lipid peroksid > ~
‘ Llpldnl
HOO _> peroksil-radikal
R R

Slika 3. Mehanizam lipidne peroksidacije (By Abylinn - Own work, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=95283595)

Opsti mehanizam lipidne peroksidacije (Sl/ika 3.) se sastoji od tri faze (Yanishlieva-
Maslarova, 2001):

(1) inicijacije, formiranja slobodnih radikala;

(2) propagacije, lan¢anih reakcija sa slobodnim radikalima; i

(3) terminacije, formiranje neradikalskog proizvoda. Primarni proizvodi lipidne peroksidacije

(lipidni peroksidi), dalje podlijezu oksidativnim promjenama uz nastajanje sekundarnih
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produkata oksidacije lipida (malondialdehid (MDA), heksanal, pentanal i dr). Nastali
sekundarni produkti oksidacije lipida su nosioci uZeglosti proizvoda (Soji¢, 2013).

Oksidacija proteina je znatno sporiji proces od peroksidacije lipida. Oksidacija proteina moze
dovesti do modifikacije aminokiselina, fragmentacije peptidnih lanaca i agregacija umrezenih
produkata reakcije. Oksidovani proteini su osjetljiviji i mogu uticati na njihovu
funkcionalnost i hranjive i senzorne osobine (Manal Azat Aziz i sar. 2019). Promjene fizic¢ko-
hemijskih osobina proteina ogledaju se i u smanjenju termicke stabilnosti i promjeni
viskoznosti (Zovko, 2017). Druge promjene koje izaziva oksidacija proteina mogu smanjiti

bioraspolozivost aminokiselinskih ostataka 1 modifikovati probavljivost proteina, S$to

negativno uti¢e na prehrambene vrijednosti proteina mesa (Krizanovi¢, 2017).

Protein

l

B

nakon procesa lipidne peroksidacije
reakcijom dvostruke veze «, f-nezasicenih
aldehida sa proteinskim grupama

oksidacija aminokiselinskih reakcija proteinskih amino
ostataka katalizovana grupa sa ugljikohidratima
metalima
A 4
oksidovani
proteini
(-CHO)

Slika 4. Mehanizam procesa karboksilacije proteina (Frank i sar., 2002)

Do oksidacije proteina moze do¢i prirodnim putem tokom skladiStenja u hladnja¢ama ili
usljed starenja mesa. Glavni proces oksidacije proteina odvija se Fentonovom reakcijom, gdje
se prelazni metal spaja sa specificnim aminokiselinskim ostatkom, i tako omogucava
stvaranje hidroksilnog radikala u prisustvu vodonikovog peroksida. Nakon procesa lipidne
peroksidacije, reakcijom dvostruke veze o, B-nezasi¢enih aldehida sa amino, sulthidrilnom 1
imidazolnom skupinom u proteinima ili reakcijom proteinskih amino grupa sa
ugljikohidratima, reakcijama glikacije i1 glikoksidacije, kao produkti oksidacije proteina
nastaju karbonilni derivati, ¢ija koli¢ina ukazuje na stepen oksidativnog oStecenja (Slika 4.)

(Frank 1 sar., 2002; Fellenberg i Speisky, 2006). Karbonilacija je proces u kojem dolazi do
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ireverzibilne modifikacije proteina §to dovodi do nastanka proteinskih karbonila, aldehida i

ketona, koji najc¢esce nastaju direktnom oksidacijom podloznih bo¢nih lanaca amino kiselina
(Estevez i Heinonen, 2010). Proizvodi s oksidovanim proteinima imaju smanjenu nutritivau
vrijednost uslijed promjene profila amino kiselina, posto formiranje proteinskih karbonila
dovodi do ireverzibilne oksidativne modifikacije esencijalnih amino kiselina kao Sto su lizin,

arginin i treonin (Estevez, 2011; Krizanovi¢, 2017).

1.9. Antioksidansi
Antioksidansi su supstance koje, prisutne u malim koli¢inama u odnosu na supstrat koji je
podlozan oksidaciji (lipidi, proteini, ugljeni hidrati, DNK), znacajno inhibiraju ili potpuno

sprecavaju njihovu oksidaciju (Misan, 2009).

ANTIOKSIDANSI Organosumporne
komponente
(alil sulfidi, indoli)

Enzimski
antioksidansi Niskomolekularni Vitamini
antioksidansi (A,C,E, K)
Neenzimski
tioksidansi inerali
Primarni Sekundarni it Minerali
(SOD, katalaza, (glukoza-6-fosfat, \ (Zn, Se)
glutation dehidrogenaza, Kar di
peroksidaza) glutation reduktaza) (B- kmzf:)ft:gxtlf,:l;ioklo;en,
lutein, zeaksantin)
Izoflavonoli Polifenoli
(genistein)
N / \ Fenolna kiselina
Flavonoidi / \
/ Flavanoidi Hidroksicimetna Hidroksibenzoeva
Flavonoidi (katehin, EGCG) kiselina kiselina
(kvercetin, rutin, (p-kumarinska i (galna i vanilinska
kaempferol) kafeinska kiselina) kiselina)
Flavanoni
I y (hesperidin,
EVIGHEL naringenin)

Slika 5. Podjela antioksidanasa (Mehta i Gowder, 2015)

Ameri¢ka uprava za hranu i lijekove (US FDA - United States Food and Drug
Administration) 1 Pravilniku o prehrambenim aditivima (Pravilnik o prehrambenim aditivima,

Sluzbeni glasnik BiH, broj 33/18, Pravilnik o izmjenama Pravilnika o prehrambenim
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aditivima, Sluzbeni glasnik BiH, broj 6/21) definiSe antioksidanse kao prehrambene aditive,

koji produzavaju rok trajanja hrane Stiteci je od kvarenja uzrokovanog oksidacijom, kao Sto

su uzeglost masti i promjena boje (Savanovic¢, 2019).

ANTIOKSIDANS

Slobodni radikal

doniranje
elektrona g

~

+
doniranje H
(SOD)
H>0;
R katalaz] \GIIS-pcloksidaza
H>O H>O

stvaranje kompleksa
lipid-antioksidans

Slika 6. Mehanizam djelovanja antioksidanasa (Bosnjakovic, 2017)

Antioksidansi se razlikuju po hemijskoj strukturi i razli¢itom mehanizmu djelovanja. Glavna
uloga antioksidanasa je uklanjanje slobodnih radikala i njihovo pretvaranje u manje reaktivne
vrste. Mehanizam sprecavanja oksidacije makromolekula moze se odvijati antioksidativnom
donacijom vodonika, antioksidativnom donacijom elektrona ili vezanjem lipida na

antioksidans pri cemu se formira kompleks lipid-antioksidans (Slika 6.) (Mijatovi¢, 2019).

1.10. Antimikrobna sredstva

Antimikrobna sredstva koriste se za sprecavanje rasta mikroorganizama u nekoj sredini.
Efekat ovih sredstava u najveCoj mjeri =zavisi od veliCine pocetne populacije
mikroorganizama 1 njihove raznovrsnosti, intenziteta antimikrobnog sredstva, duZzine

tretmana 1 faktora okoline.
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Mehanizam djelovanja antimikrobnih sredstava na mikroorganizme sastoji se u razaranju

¢elijske ovojnice, denaturaciji proteina, inhibiciji enzima i1 oSte¢enju DNK (Slika 7.).

Biosinteza celijskog zida
Inhibicija sinteze proteina

azaranje ¢elijske membrane

Ostecenje DNK

Slika 7. Djelovanje antimikrobnih sredstava na bakterijske celije (Khameneh i sar. 2019)

Razarajanjem celijskog zida ili sprecavanjem sinteze uniStava se osmotska barijera Sto dovodi
do lize ¢elije. Razaranje lipida 1 denaturacija membranskih proteina, kao i enzima ukljuc¢enih
u biosintezu komponenti membrane je efikasan mehanizam antimikrobnog djelovanja koji

dovodi do uginu¢a éelije (Topali¢-Trivunovié¢ i Zabié, 2015).

1.11. Aktivna ambalaza

Pod pojmom “aktivna” ambalaza, definiSe se material koji je dizajniran da otpuSta aktivne
komponente u hranu ili ih apsorbuje iz hrane sa ciljem produzenja odrZivosti hrane, kao i
odrzavanja ili poboljSanja uslova pakovanja. U posljednje vrijeme pojacana je upotreba
jestivih premaza 1 filmova koji bi pomogli u ouvanju kvaliteta hrane (Hromis 1 sar., 2013;
Ozvural 1 sar., 2016). Ovi premazi djeluju kao prepreka tranzitu kiseonika i vode, usporavaju
reakcije oksidacije 1 zadrzavaju vlagu (Tyburcy 1 sar., 2010). To su prehrambene suspenzije
koje se nanose prskanjem ili potapanjem, koje nakon suSenja formiraju prozirni tanki sloj
preko povrSine hrane. Premazi su poseban oblik filmova koji se direktno nanose na povrsinu
materijala i smatraju se dijelom gotovog proizvoda (Sanchez-Ortega i sar., 2014). Tanki sloj

materijala se moze konzumirati, film moZze potpuno da prekrije proizvod ili da se primjenjuje
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kao sloj izmedu komponenti hrane. Materijali koji se koriste imaju dobra jestiva svojstva,

topivi su u vodenom ili uljnom mediju, fleksibilni su i ne smiju pucati prilikom prerade ili
skladiStenja (Tkalec i sar., 2018). Najpoznatije i najceS¢e koriSc¢ene tehnologije aktivnog
pakovanja u industriji hrane su emiteri (antimikrobnih agenasa, antioksidativnih agenasa,
etilena 1 CO») 1 apsorberi (vezuju etilen, vlagu, CO2 1 Oy ). Aktivne komponente: emiteri ili
apsorberi se mogu primjeniti u obliku kesice/kapsule koja se ubacuje u ambalazu ili se mogu
inkorporirati u sam ambalazni materijal (Hromis, 2015).

Rastvaraci koji se prvenstveno koriste za proizvodnju jestivih filmova sadrze vodu, etanol ili
kombinaciju oboje. Poznato je da mnoge prirodne supstance, posebno fenolne strukture poput
katehina, prisutne u biljnim tkivima, imaju antimikrobno djelovanje. Postoji trend odabira
antimikrobnih sredstava iz prirodnih izvora tako da bi se zadovoljila potrebe potrosaca za
zdravom hranom bez hemijskih dodataka. Antimikrobna sredstva koja se najc¢esce koriste su
organske kiseline, polisaharid hitozan, neki polipeptidi kao nisin, sistem laktoperoksidaze, te
neki biljni ekstrakti 1 njihova etericna ulja. U razvoju antimikrobnih jestivih filmova 1
prevlake Siroku upotrebu imaju etericna ulja od zacinskog bilja i zacina (Campos i sar.,
2010). Dodavanjem biljnih ekstrakata ili nekih prirodnih bio konzervanasa, mogu se dobiti
filmovi koji posjeduju antimikrobna 1 antioksidativna svojstva (Krki¢ i sar., 2012a; Adzaly i

sar., 2015; Raesi i sar., 2016; Krol i sar., 2017).

1.12. Antimikrobna i antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata

Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata se, ¢esto, povezuje sa prisustvom frakcija etericnog
ulja ili prisustva sumpornih jedinjenja u vodenoj fazi. Sastav i struktura funkcionalnih grupa
u uljima igraju vaznu ulogu u odredivanju njihove antimikrobne aktivnosti. Rezultati
razli¢itih studija pokazuju da biljni bioaktivni spojevi mogu djelovati kao dobra zamjena za
sinteticke antioksidanse 1 konzervanse (Sahari 1 Asgari, 2013; Mékinen 1 sar., 2020).
Ugradnja antioksidativnih bioaktivnih jedinjenja u formulaciju proizvoda, na povrSinu u
obliku filma ili u materijal za pakovanje, moZe uticati na inhibiranje rasta nepozeljnih
mikroorganizama, kao i na smanjenje oksidacije lipida i proteina u hrani. U tu svrhu se
provode mnoga istrazivanja da bi se pronasla nova prirodna jedinjenja koja bi oCuvala
senzorni 1 mikrobioloski kvalitet proizvoda od mesa.

Prirodni antioksidansi imaju veliki potencijal primjene u mesnoj industriji. Biljni ekstrakti
mogu biti veoma korisni u prehrambenoj industriji zbog antimikrobnog i antioksidativnog
potencijala, jer su prepoznati kao sigurni (GRAS, Generally Recognized as Safe). Biljni

ekstrakti bi trebali ispuniti slijede¢e zahtjeve (Nikmaram i sar., 2018):
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1. ne bi trebali imati negativan uticaj na senzorna svojstva (npr. boju, miris ili aromu);

2. pokazati efikasnost pri niskim koncentracijama (0.001-0.01%) 1 biti jednostavni za

upotrebu;

3. zadrzati stabilnost tokom obrade i skladistenja;

4. trebaju biti ekonomski isplativi.
Da bi se sprijecio rast patogenih mikroorganizama i smanjilo mikrobiolosko kvarenje, uvodi
se nova alternativa - biokonzervisanje, koje je zasnovano na upotrebi mikroorganizama i/ili
njihovih metabolickih proizvoda sa ciljem inhibiranja rasta mikroorganizama u hrani.
U Brazilu je odobrena primjena nizina, metabolickog proizvoda mlije¢no-kiselinskih
bakterija, potapanjem ili prskanjem povrSine hrenovki nakon termicke obrade, u koncentraciji
od 200 mg/L u 0.1% rastvoru fosforne kiseline. Istrazivanja su pokazala da nizin u
koncentraciji od 5.0 mg/L, koji je inkorporiran u prirodna crijeva prije punjenja, utice na
smanjenje broja nezeljenih bakterija mlijecne kiseline u vakuum pakovanim kobasicim
skladiStenim na niskim temperaturama (Barros i sar., 2010). Kombinacija nizina sa
kuhinjskom solju znatno inhibira rast L. monocytogenes u prirodnim crijevima ovaca
(Hammou i sar., 2010).
U posljednje vrijeme javlja se sve veca potreba za prirodnim antioksidantivnim i/ili
antimikrobnim sredstvima kao efikasne alternative u spre¢avanju kvarenja i oksidativnih
promjena hrane. Prirodni antioksidanti koji se nalaze u biljkama imaju znacajnu ulogu u
sprecavanje autooksidacije ulja i masti koje sadrze prehrambeni proizvodi.
Antioksidativna svojstva biljaka cesto se povezuju sa sadrzajem fenola, Sto ukazuje na
antioksidativno djelovanje slicano djelovanju sintetickih antioksidanata. Biljke se smatraju
vaznim prirodnim izvorima prirodnih antioksidanasa i/ili antimikrobnih sredstva (Ibrahim i
sar., 2011). Najvaznije grupe prirodnih antioksidanata u vocu i povréu su tokoferoli,
flavonoidi, fenolne kiseline, terpenoidi i kateronoidi. Pored prirodnih, postoje i sinteticki
antioksidansi, za koji su ta¢no odredeni uslovi pod kojima se mogu dodati nekom
prehrambenom proizvodu. To su BHT (butil hidroksitoluen) 1 BHA (butil hidroksianizol), te
galati, koji se u hranu dodaju u vrlo malim koli¢inama (Burdock, 1997) 1 njihova upotreba u
zadnje vrijeme sve viSe se osporava.
Mnoge biljne vrste kao aktivni bioloski izvori sadrze fitohemikalije sa antimikrobnim,
antioksidativnim, antimutagenim 1 antikancerogenim djelovanjem. Fitohemikalije koje
pokazuju antioksidativna i antimikrobna svojstva mogu se koristiti za o€uvanje 1 produzenje

roka trajanja namirnica. Pored antimikrobnog djelovanja, biljke i zaini bogati fenolnim
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jedinjenjima, koji imaju znacajnu antioksidativnu aktivnost, mogu uticati na o¢uvanje hrane,

smanjenjem oksidacije lipida. U mnogim slucajevima bioaktivna jedinjenja se mogu dobiti
koriStenjem poljoprivrednog otpada ili nusproizvoda u biljnoj proizvodnji, i kao takvi mogu
pruziti ekonomsku isplativost (Sahari i sar., 2013).

Zbog Cinjenice da slobodni radikali mogu biti odgovorni za pojavu raznih bolesti, a u¢estvuju
1 u procesu starenja, interes za antioksidativnu aktivnost biljnih ekstrakata su postali veci.
Biljni ekstrakti ili esencijalna ulja nekih biljaka klasifikovani su kao sigurni (GRAS-
Generally Recognized as Safe), bez negativnih uticaja na ljudsko zdravlje i u velikoj mjeri se
proucava njihov uticaj i primjena u raznim namirnicama, naroc¢ito u mesu i proizvodima od
mesa (svinjetina, govedina, jagnjetina) (Ibrahim 1 sar., 2011). U proizvodnji 1 preradi mesa
kao potencijalni prirodni dodaci ¢esto se koriste neki zacini (origano, ruzmarin), voce (ljive,
borovnice, nar).

Kombinacija prirodnih antimikrobnih i antioksidativnih supstanci: hitozana 1 etarskih ulja
biljaka moZe dati odli¢ne rezultate. Inkomporiranjem etarskih ulja u hitozanski omotac
usporava se isparavanje aktivnih komponenti, a hidrofobna priroda ulja moze doprinijeti
pobosanju mehanickih i barijernih karakteristika omotaca.

Jedan od mogucih pristupa u rjeSavanju pitanja ocuvanja kvaliteta u toku skladiStenja
fermentisanih kobasica je prirodno, ekoloski prihvatljivo rjeSenje u vidu upotrebe jestivog,
biorazgradivog aktivnog filma na bazi hitozana, uz dodatak etarskih ulja biljaka (Krkic 1 sar.,
2012b). Dodatkom etarskih ulja origana 1 kima, kao 1 pcelinjeg voska, dobija se aktivni jestivi
ambalazni materijal optimalnih svojstava. koji doprinosi ocuvanju boje presjeka kobasice, 1

efikasno $§titi od nepoZeljnih oksidativnih promjena (Hromis, 2015).

1.13. Bobicasto voée

U posljednje vrijeme samoniklo Sumsko voce, pretezno bobicasto, predstavlja jednu od
najomiljenijih 1 najzastupljenijih grupa jestivih divljih biljaka. Pored uloge u ishrani, za ove
darove prirode zainteresovani su i prehrambena i farmaceutska industrija. Upotrebljavaju se
listovi, cvjetovi, plodovi i kora posto je dokazano da posjeduju antimikrobne i antioksidativne
osobine (Baji¢-Ljubici¢, 2018). Od fitohemikalija prisutnih u bobi¢astom vocu, najznacajnije
mesto zauzimaju polifenolna jedinjenja koja pokazuju snaznu antioksidativnu, a pored toga i

znacajnu antimikrobnu aktivnost (Sarié, 2016; Tarik 1 sar., 2016).
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1.13.1. Trnjina

Carstvo: Biljke
Divizija: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Red: Rosales
Porodica: Rosaceae

Potporodica: Prunoideae
Rod: Prunus

Vrsta: P, spinosa

Slika 8. Trnjina (https://www.plantea.com.hr/trnina/)

Trnjina je viSegodi$nja biljka iz porodice ruza (Rosaceae), rod Prunus (Slika 8.), pripada
grupi listopadnih grmolikih biljaka, sa veoma gustom i granatom kro$njom i trnjem. Dostize
visinu od 1 do 5 m. NajceS¢e se moze nac¢i uz rubove Suma, na neplodnim zemljiStima 1
paSnjacima, rasprostranjena je vrsta u pojasu hrastovih Suma. MozZe se naé¢i i do 1500 m
nadmorske visine, a podnosi temperature i do -30°C. Cvjeta pocetkom proljeca, cvjetovi
dvopolni, petoclani, rastu pojedina¢no na kratkim drSkama i bjele su boje. Sazrijeva u perodu
juli-avgust, a plod je tamnoplava, okrugla koStunica, veli¢ine oko 1.5 cm, oporog i kiselog
ukusa.

Trnjina se, zbog svojih ljekovitih osobina, ubraja u ljekovite biljke. Koristi za pravljenje soka,
sirupa, vina, ali i kao ukrasna biljka za zive ograde i za spreCavanje erozije tla.

Trnjina sadrzi vitamine (C, A, B1, B2, B6, E), ugljene hidrate (glukozu, fruktozu, saharozu),
fenolna jedinjenja (antocijane, tanine) i organske kiseline (jabu¢nu i dr.) i vodu. Od
mineralnih materija zastupljeni su natrijum, kalijum, kalcijum, magnezijum, gvozde i fosfor.
U plodu 1 kori ima tanina 1 gorkih materija (Milenkovi¢, 2013;
https://hr.wikipedia.org/wiki/Trnina).

Trnjina kao bogat izvor fenola, ukljucujuéi fenolne kiseline, antocijane i flavanole, je
prepoznata u litaraturi kao izvor antioksidanata. Pored toga, trnjina pokazuje selektivnu
inhibiciju rasta nekih potencijalno patogenih sojeva bakterija. Smatra se da trnjina ima
znacajnu bioloSku vaznost kao antioksidans i mikrobiolosko sredstvo, te lako moze naci
razli€itu primjenu u prehrambenoj i1 farmaceutskoj industriji (Veli¢kovi¢, 2013; Ruiz-

Rodriguez i sar., 2014; Tahirovi¢ i sar., 2018; Pozzo i sar., 2019).
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1.13.2. Drenjina

Crveni drijen (tvrdi drijen, drijenak, lat. Cornus mas) je vrsta cvjetnica u porodici Cornaceae
(Slika 9.). To je samonikla jestiva biljka, a u posljednje vrijeme se uzgaja i u voénjacima u
razli¢itim zemljama juzne 1 isto¢ne Evrope 1 centralne 1 jugozapadne Azije. Uglavnom raste
u Sumi, a najcesce se sre¢e na nadmorskim visinama od 100 do 1000, pa i do 1300 m.
Najbolje mu odgovaraju topliji tereni i poloZaji, kao i otvorene visoravni. Cesto se javlja i po
obodu kotlina. To je listopadni grm ili nisko drvo, 5 do 12 m visine, sa zaobljenom gustom
kro$njom. Cvjetovi su zuti. Javljaju se rano, prije listanja, sakupljeni u Stitasti cvat, pravilni
su 1 Cetvoro€lani. Cvijeta u u kasnu zimu. Drenjine su plod drijenka, duguljastog su oblika
duga 2 cm, dijametra 1.5 cm, sadrzi jednu sjemenku. Zrele drenjine su tamnocrvene boje i
vrlo ukusne za jelo. Spadaju pod jesenske plodove. Drenjine se koriste kao suvo voce, za

pravljenje pekmeza i soka (https://hr.wikipedia.org/wiki/Crveni_drijen).

Carstvo: Biljke
Divizija: Magnoliophyta
Klasa: Magnoliopsida
Red: Cornales
Porodica: Cornaceae
Rod: Cornus
Podrod: Cornus

Vrsta: Cornus mas

\ S
Slika 9. Drenjina (https://www.narodnilijek.com/web/dren-biljka/)

Dren je od davnina poznat kao ljekovita biljka, jo§ u starom vijeku je koriS¢en kao lijek
protiv mnogih bolesti u vidu ¢ajeva, obloga i melema, ali i kao poslastica (Bijeli¢ i sar.,
2011).

Svjeza drenjina sadrzi mnogo nutritivnih i bioaktivnih spojeva. Pored visoke koliCine
vitamina C (106.3 mg/100 g), bogata je Secerima (7.2-8.5%), organskim kiselinama,
celulozom (0.75-1.00%), pektinom (0.5-1.12%) i1 taninom (Petkova 1 Ognyanov, 2018).
Drenjina je prepoznata kao izvor polifenola, tanina, antocijanina i iridoida. Takode, smatra se
prirodnim izvorom protuupalnih i antitoksi¢nih sredstava za uklanjanje prirodnih radikala

(Cornescu i Cosmulescu, 2017). Primarne supstance identifikovane i obiljeZene u plodovima
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kornelijske treSnje (koje su odgovorne za njihovo biolosko djelovanje) su vitamin C,

antocijani, flavonoidi i iridoidi (Szczepaniak i sar., 2019).

Zbog svog sastava posljednjih godina istrazivanja su se uglavnom fokusirala na
antioksidativnu aktivnost drenjka i njegovu upotrebu kao potencijalnog izvora prirodnih
antioksidansa (Stankovi¢ 1 sar., 2014; Yigit, 2018). Neke studije su potvrdile da drenjak ima
antimikrobno, antiparazitsko, protuupalno i antioksidativno dejstvo (Ja¢imovi€ 1 sar., 2020).
U Evropi je zabiljezeno da plodovi drenjka nalaze primjenu kao prirodni aditiv u

prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Moldovan i David, 2014; Piryaei i sar., 2019).

1.13.3. Divlja treSnja, crvena

Divlja tresnja (lat. Prunus avium), listopadna je vrsta drveca iz porodice Rosaceae (Slika 10.).
Drvo raste visine od 15 do 32 m, pre¢nika do 1.5 m. Bijeli cvjetovi se formiraju gusto zbijeni,
rastu prije listanja, na proslogodi$njim izbojcima. Plodovi su sitniji 1 malibrojniji nego kod
pitomih sorti treSnje, bobica je 1-2 cm promyjera, svijetlo crvene do tamno ljubicaste boje kad
sazrije usred ljeta. Imaju kiselo-slatko-gorak ukus. Sadrzi 80% vode, celuloze, pektina,
organskih kiselina (jabu¢na, limunska, vinska), vitamina C, B i karotena, bogata je kalijem.

Plodovi divlje treSnje (Prunus avium L.) posebno su bogati polifenolima (posebno
flavonoidima, antocijaninima i hidroksicinaminskim kiselinama), 1 sadrze visok nivo

askorbinske kiseline i kalijuma (Commisso i sar., 2017; Gongalves i sar., 2019).

Carstvo: Biljke
Divizija: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Red: Rosales
Porodica: Rosaceae

Potporodica: Prunoideae
Rod: Prunus

Vrsta: Prunus avium

Slika 10. Divlja crvena tresnja (http://bioekokozlinger.hr)

Poznato je da divlja treSnja sadrzi znacajne koliine antocijanina i drugih polifenolnih
jedinjenja koji uti¢u na ukupnu antioksidativnu aktivnost (Gonzalez-Gomez 1 sar., 2010;
Serra 1 sar., 2011; Hayaloglu i Demir, 2015; Iglesias-Carres i sar., 2019). U poslednje vrijeme

doslo se i1 do saznanja o efikasnosti ekstrakata tresnje na rast mikroorganizama (G(+) 1 G(-)
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bakterija), odnosno o saznanju da pored antioksidativnog, treSnja ima i antimikrobna svojstva

(Hanbali 1 sar.,, 2012). Divlja treSnja moZe da se smatra perspektivnom funkcionalnom
hranom za ljudsko zdravlje (Serra i sar, 2011), ali i da se koristi u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti, raka i drugih bolesti povezanih sa oksidativnim stresom (Krstic,

2018).

1.13.4. Aronija

Aronija je grmovita listopadna biljka koja pripada porodici Rosaceae, porijeklom s istoka
Sjeverne Amerike. Najpoznatija i najviSe uzgajana je Aronia melanocarpa tzv. crnoplodna
aronija Ciji grm doseze visinu oko 1 metra (Slika 11.). Zbog visokog stepena otpornosti na
mraz, izdrzi zimu i do -47°C. Zato je mnogi nazivaju sibirska borovnica. Cvjetanje bijelih
cvjetova pocinje u maju i traje 10-ak dana. Ljubicasto-crveni plodovi dozrijevaju polovinom

avgusta, sitni su, jabucastog oblika, tezine 1.0-1.5 g. Ima kiseo i opor ukus (Krizi¢, 2016;

https://hr.wikipedia.org/wiki/Aronija).

" Carstvo: Biljke

Divizija: Angiospermae
Red: Rosales
Porodica: Rosaceae

Potporodica: Amygdaloideae

Tribus: Maleae

Rod: Aronia

Vrste: Aronia melanocarpa
(Michx.) Elliott

Slika 11. Aronija (https://hipokrat.com.hr/aronija/)

Zahvaljuju¢i ljekovitom djelovanju hemijskih komponenti (antioksidativna aktivnost,
antikancerogenost, antibakterijsko djelovanje, kardioprotektivnost, hepatoprotektivnost,
neuroprotektivnost itd.), aronija se danas sve viSe koristi u prehrambenoj industriji u
proizvodnji sokova, €ajeva, dzemova, vina i kao prirodna boja za prehrambene proizvode
(Mijatovi¢, 2019).

Plod 1 sok od aronije dobri su izvori vitamina C, organskih kiselina, karotenoida, tanina, a
sadrZe 1 prirodne Secere 1 pektine, vitamine B grupe i minerale (kalijum, cink, magnezijum,

natrijum, gvozde) (Cuji¢, 2017). U poslednje vrijeme mnoge studije potvrduju pozitivno
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djelovanju aronije. Aronija ima veliki sadrzaj bioaktivnih jedinjenja poput antocijanina,

karotenoida, masnih kiselina, flavonoida, fenolnih jedinjenja, vitamina, Sto se odrazava na
antioksidativno djelovanje. Aronia melanocarpa moze da se primjenjuje kao antimikrobno
sredstvo, a takoder moze biti korisna kao funkcionalni materijal u prehrambenoj industriji.

Pored toga, plod aronije i njen ekstrakt imaju blagotvorne efekate na ljudsko zdravlje
(Liepina i sar., 2013; Kim 1 sar., 2018; Milutinovi¢ i sar., 2019). Brojne studije su pokazale da
ekstrakti aronije iz zrelih plodova imaju antikancerogena, antidijabeticka i protuupalna
svojstva, uticu na smanjenje krvnog pritiska i ublazavaju toksi¢nost teskih metala (Gralec,

2019; Shahin i sar., 2019).
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2. ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je ispitivanje uticaja dodataka biljnih ekstrakata na svojstva prirodnog omotaca i
odrzivost fermentisane kobasice tipa ,,sudzuk®.
U tu svrhu postavljene su pomoc¢ne (H1-H4) i glavna hipoteza (H).
» HI1: Biljni ekstrakti imaju razli¢ito antioksidativno djelovanje,
» H2: Biljni ekstrakti imaju razli¢ito antimikrobno djelovanje,
» H3: Prirodni omotaci potopljeni u biljne ekstrakte imaju razli¢ito antioksidativno
djelovanje,
» H4: Prirodni omotaci potopljeni u biljne ekstrakte imaju razli¢ite antimikrobno
djelovanje,
» H: Upotreba omotaca tretiranog biljnim ekstraktom uti¢e na ocuvanje kvaliteta i

produkciju trajnosti fermentisanih kobasica tokom skladistenja.
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3. MATERIJAL I METODE RADA

3.1. Materijal

Za potrebe ovog rada, testirane su sljedece biljne vrste: trnjina (Prunus spinosa), drenjina
(Cornus mas), crvena divlja tresSnja (Prunus avium) i aronija (Aronia melanocarpa). Zreli
plodovi ispitivanih biljnih vrsta su prikupljeni u vrijeme njihove pune zrelosti. Svjezi plodovi su
odmah nakon branja smjesteni u plasticne vre€ice 1 obiljezeni prema vrsti. Svjez materijal je
transportovan u laboratoriju u prenosivom frizideru i preko no¢i smjeSten u frizideru, da bi
sutradan bio sortiran (odbaceni su oSteeni, nagnjeceni plodovi) i o¢is¢en od sjemenki nakon
Cega se pristupilo proceduri ekstrakcije.

Nakon analize antioksidativnih i antimikrobnih svojstava ekstrakata i omotaca tretiranih
rastvorima ekstrakata, izabrani ekstrakti su koriSteni za inkorporiranje na prirodne omotace

(potapanje, 24h) u koje su punjene fermentisane kobasice, tipa sudzuk.
3.1.1. Priprema biljnih ekstrakata

Plodovi su isprani, a peteljke i sjemenke uklonjene. Uzeto je 40 g plodova i homogenizovano sa
160 ml rastvaraca (80% (v/v) etanol, destilovana voda). Homogenizacija je obavljena pomocu
homogenizatora (Polytron PT 3100, Kinematica AG, Switzerland), 10 minuta pri 8000 rpm,
zatim 30 minuta u ultrazvuénom kupatilu WUC-AO03H (Witeg, Germany), i 30 minuta na
magnetnoj mjesalici (ARE, Velp Scientifica, Usmate, Italy). Smjesa je filtrirana 1 dobiveni filtrat
je uparen do suva, prvo na vakuum uparivacu (Devarot, Elektromedicina, Ljubljana, Slovenia), a

zatim u suvom sterilizatoru (VIMS elektrik, Republika Srbija) na 50°C.

Tabela 1. Biljni ekstrakti

biljka sredstvo za ekstrakciju ekstrakt

it 80% (v/v) etanol TE
voda TV

drenjina 80% (v/v) etanol DE
voda DV

e 80% (v/v) etanol AE
voda AV

80% (v/v) etanol TrE

crvena treSnja
J voda TrV
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Pripremljeni su biljni ekstrakti prikazani u Tabeli 1. Ovako pripremljeni suvi ekstrakti uvani su

na tamnom mjestu do momenta analize.

Nakon toga, vrSena su antioksidativna i antimikrobna testiranja pripremljenih ekstrakata, radi
utvrdivanja najboljeg antioksidacionog sredstva kao i odredivanje koncentracije koja ima
najbolje antimikrobno djelovanje potrebne za dalje analize. Uporedo sa ekstraktima vrSeno je
testiranje vitamina C, kao standardnog antioksidacionog sredstva i1 etanola kao antimikrobnog
sredstva. Za potrebe odredivanjivanja antimikrobne aktivnosti pripremljeni suvi biljni ekstrakti
su rastvoreni u 80% (v/v) etanolu i u destilovanoj vodi te su dobijeni rastvori biljnih ekstrakata

prikazani u Tabeli 2.

Tabela 2. Rastvori biljnih ekstrakata

ekstrakt rastvarac rastvor
TE 80% (v/v) etanol TEE
voda TEV
TV 80% (v/v) etanol TVE
voda TVV
DE 80% (v/v) etanol DEE
voda DEV
DV 80% (v/v) etanol DVE
voda DVV
AE 80% (v/v) etanol AEE
voda AEV
AV 80% (v/v) etanol  AVE
voda AVV
80% (v/v) etanol TrEE
Tk voda TrEV
80% (v/v) etanol TrVE
v voda Trvv

3.1.2. Priprema crijeva i potapanje u ekstrakte

Prirodna usoljena goveda crijeva (Mesnica ,,Kod Laze“, Banja Luka), potopljena su u vodu i
isprana od soli. Za potrebe mikrobioloskih analiza, crijevo je sjeCeno na komade povrSine
3.5x2.4 cm, 1 prije potapanja u ekstrakte izlozeno djelovanju UV zraka (na 254nm), 30 minuta. U
sterilnim uslovima komadi crijeva su potopljeni u ekstrakte i drzani 24h na tresilici (SHO-2D,

Witeg, Germany), pri 120 o/min. Nakon 24h treSenja, crijeva su izvadena iz ekstrakta i osuSena
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na sobnoj temperaturi, u sterilnim uslovima. Ovako pripremljeni crijeva koriStena su za

mikrobiolosku analizu.
Za antioksidacione testove crijeva su isjecena na komade duzine 5 cm, te potopljena u ekstrakte
na isti nacin, kao i kod pripreme za mikrobioloske metode. Ostatak postupka je isti kao i kod

pripreme za mikrobioloske analize.
3.1.3. Proizvodnja kobasica

Suvo fermentisana goveda kobasica, tipa ,,sudzuk® koriS¢ena je u eksperimentu kao model-
proizvod. Uzorci su proizvedeni u industrijskim uslovima (MI ,,Njam-njam®, Banja Luka),

prema specifikaciji proizvodaca (Tabela 3).

Tabela 3. Proizvodacka specifikacija za izradu sudzuka

Komponente u nadjevu %
junece meso II kategorije 80
govedi loj 16
nitritna so 2.5
zadini

-crni biber 0.3
-bijeli biber 0.15
-granule bijelog luka 0.35
-aditiv - komposal P3” 0.6
-starter kulture 0.01

*Komposal P3 —dekstroza, so, saharoza, askorbinska kiselina,
konzervans E252 (2.5%)

Smrznuto govede meso 1 goveda mast rezani su na manje komade. Nakon usitnjavanja i
mijeSanja u kuteru, uz dodatak svih komponenti, nadjev je punjen u prirodna juneca crijeva.
Tretman crijeva prije punjenja sastojao se od pripreme crijeva (ispiranje soli) i potapanja (24h) u
izabrane ekstrakte, 1 to:

C1 - kontrolni uzorak, crijeva potopljena u vodu,

C2 - kontrolni uzorak, crijeva potopljena u rastvor vitamina C, koncentracije 5 mg/mL,

C3 - kontrolni uzorak, crijeva potopljena u rastvor etanola, koncentracije 6 vol%,
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DEE - uzorak, crijeva potopljena u rastvor etanolnog ekstrakta drenjine, koncentracije 22.5

mg/mL, u 6 vol% etanolu,

AEE - uzorak, crijeva potopljena u rastvor etanolnog ekstrakta aronije, koncentracije 45 mg/mL,
u 6 vol% etanolu.

Kondicioniranje kobasica je vrseno na 18-20°C 8h, nakon Cega slijedi dimljenje u trajanju od 3
dana, na 23'C i 92-95% RH, i susenje, u trajanju od tri dana (18-20 C, 84-88% RH). Nakon toga
slijedi zrenje i susenje (8 dana) pri temperaturi od 16-18C i 77-82% RH.

Gotove kobasice pakovane su u vakuumu, a upakovani uzorci su ¢uvani na temperaturi od +4°C,
Sto je uobicajena temperatura za skladiStenja ove vrsta proizvoda. Rok trajanja ovog proizvoda je
Sest mjeseci 1 analize su vrSene u tom periodu. Fizicke, fizicko-hemijske i hemijske analize,
senzorna analiza, antioksidativne analize, kao i promjene na mastima (kiselinski stepen,
peroskidni broj i TBARS test) radene su u nadjevu i neposredno nakon proizvodnje, te nakon 3 i
6 mjeseci, dok su mikrobioloSke analize radene u nadjevu, nakon proizvodnje 1 svaki mjesec do
isteka roka trajanja od 6 mjeseci.

Kobasice su usitnjene na masini za mljevenje mesa (“Lupo Marshall”), provlacenjem svakog
uzorka dva puta kroz masinu. Iz zbirnog uzorka uzimano je 300 + 10 g za analize.

Crijeva skinuta sa 5 kobasica koriStena su u ispitivanju antioksidativnih osobina.
3.2.  Metode rada
3.2.1. Priprema uzoraka za testiranje antioksidativnih svojstava

Pripremljeni suvi ekstrakti rastvarani su u metanolu, u koncentraciji 10 mg/mL 1 koriSteni za
analize (ukupni fenoli, neflavonoidi, flavonoidi, flavonoli, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil),
ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonil)) 1 FRAP (ferric reducing antioxidant
power)).

Crijeva potopljena u ekstrakt nakon suSenja se vazu (~5g), preliju sa 25mL 80% etanola, stave u
ultrazvuénu kadu (15 minuta), a zatim se vrsi ekstrakcija kuvanjem uz povratno hladilo, 10
minuta od trenutka klju¢anja. Nakon hladenja na sobnu temperaturu, uzorci se filtriraju u tikvicu
(50 ml), a preostali talog zajedno sa filter papirom vrac¢a nazad u tikvicu, uz dodatak 25 ml 80%
tnog rastvora etanola i ekstrahuje jo§ 10 minuta. Filtrira se u tikvicu u kojoj se nalazi prvi filtrat i
dopuni 80% tnim rastvorom etanola do oznake. Ovako pripremljen ekstrakt se koristi za

odredivanje ukupnih fenola, DPPH, ABTS i FRAP.
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Za svaki uzorak vrSena je priprema tri ekstrakta i rezultati su dati kao srednja vrijednost +

standardna devijacija tih mjerenja.
Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Ukupni fenoli (TPC) odreduju se spektrofotometrijski, modifikovanom metodom Folin-
Ciocalteu (Wolfei sar., 2003), koja se zasniva na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteau
reagensom, te mjerenjem nastalog inteziteta obojenja na A = 765 nm.

Kvantifikacija se vr$i na osnovu kalibracione krive standarnog rastvora galne kiseline (20-200
mg/L). Rezultat se izrazava kao miligram-ekvivalenata galne kiseline po gramu uzorka (mg

GAE/g) (Naveena i sar., 2008).
Odredivanje neflavonoida

Sadrzaj neflavonoida (TN) se odreduje prema formaldehidskoj metodi Alberto 1 sar. (2006). Za
talozenje flavonoidnih jedinjenja primjenjuje se formaldehid, koji reaguje s C-6 ili C-8 na 5,7-
dihidroksi flavonoidu stvaraju¢i metilol derivate, koji dalje reaguju s drugim flavonoidnim
spojem takode na C-6 ili C-8 polozaju itd. U epruvetu se otpipetira 1 mL uzorka, 1 mL 1:4
hlorovodonic¢ne kiseline (HCI) 1 0.5 mL rastvora formaldehida koncentracije 8 mg/mL. Rastvor
se ostavi 24 sata na sobnoj temperaturi, nakon cega se filtracijom odstrane kondenzovane
molekule. Preostali fenolni spojevi (neflavonoidi) u filtratu se odreduju Folin-Ciocalteu

metodom (Wolfe i sar., 2003), a rezultati se izraZzavaju u mg GAE/g.
Odredivanje ukupnih flavonoida

Udio flavonoida (TF) se racuna iz razlike sadrzaja ukupnih fenola 1 neflavonoida, prema formuli

vode¢i racuna o faktoru razrjedenja i nacinu pripreme reakcijske smjese.
TF (mg GAE/g)=TPC-TN
Odredivanje ukupnih flavonola

Sadrzaj ukupnih flavonola se odreduje spektrofotometrijski pomoc¢u aluminijevog hlorida,
prema metodi Kumaran i Karunakaran (2007). PomijeSa se 1 mL rastvora uzorka, 1 mL AICI3 i

1.5 mL natrijum acetata, ostaviti da stoji 2.5 sata na sobnoj temperaturi i mjeri apsorbancija na
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A=440 nm uz slijepu probu (destilovana voda i reagensi). Kvantifikacija se vrSi na osnovu

kalibracione krive standarnog rastvora kvercetina, a rezultati se izrazavaju kao mg kvercetina/g

uzorka.
Odredivanje antocijana (ukupni i monomerni)

Za odredivanje antocijana koristi se pH diferencijalna 1 ,,singl*“ pH metoda (Sun 1 sar., 1998). U
rastvor za ekstrakciju (85 mL 95%-tnog rastvora etanola 1 15 mL 1.5 M rastvora HCL) doda se
uzorak u odnosu 1:1 1 ostavi 24h na temperaturi 0°C. Smjesa se filtrira i dobijeni rastvor koristiti
za dalju analizu. Odmjerena zapremina od 0.25 mL ekstrakta prenijeta je u dva odmjerna suda od
10 mL, koji su zatim dopunjeni puferom pH 1, odnosno pH 4.5. Nakon 15 minuta izmjerene su
apsorbancije na A=515 nm 1 A=700 nm (zbog korekcije zamucenja).

Koncentracija monomernih i ukupnih antocijana (Cmon 1 Cuk) u ekstraktima racuna se kao

ekvivalent cijanidin-3-glukozida (mg/g uzorka) prema formuli:
Amon = (As15—A700)pH1—(As15—A700)pH4.5
Cmon = (Amon*MxFx1000)/ex1 (mg/L)
Auk = (As15—A700)pH 1
Cuk = (AuxMxFx1000)/ex1 (mg/L)

gde je:

M =449.2 g/mol (molekulska masa cijanidin-3-glukozida)

F = faktor razblaZenja ekstrakta

& = 34300 Lmol-1cm ™! (molarni koeficijent apsorpcije cijanidin-3-glukozida)

1 =1 cm (debljina kivete)
Odredivanje ukupne antioksidativne vrijednosti FRAP metodom

Odredivanje ukupne antioksidativne vrijednosti FRAP (ferric reducing antioxidant power)
metodom se vrsi po metodi koju su razvili Benzie 1 Strain (1996). Metoda se bazira na reakciji

redukcije Zzuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje
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plavo obojeni produkt. Reakcija se odvija u kiselom mediju, pri pH=3.6 kako bi se zadrzala

dobra topivost Zeljeza.

Uzorak (koncentracije 500 pg/mL) zapremine 0.2 mL se pomijesa sa 1.8 mL FRAP radnog
reagensa, inkubira 10 min na 37°C 1 mjeri se apsorbancija na A=593 nm uz slijepu probu. Kao
slijepa proba koristi se 1.8 mL FRAP radnog rastvora 1 0.2 mL destilovane vode.

Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija standardnih
rastvora FeSO4x7H>0 (0.1-1 mM) se konstruiSe kalibraciona kriva. Iz jednacine pravca se ocita
koncentracija FeSQO4, koja odgovara apsorpciji ispitivanog antioksidansa (uzorka). Nakon toga
vr$i se preracun antioksidativnog kapaciteta na pocetnu masu uzorka, a rezultati se predstavljaju

kao pmol Fe?*/g uzorka.
Odredivanje antioksidativnih osobina DPPH metodom (Trolox ekvivalent)

Odredivanje antioksidativnih osobina DPPH metodom vrSi se po metodi Liyana-
Pathiranan i Shahidi (2005). Metoda se temelji na upotrebi stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikala (DPPH) za odredivanje antioksidativnog kapaciteta u hrani. DPPH posjeduje nespareni
elektron koji postize apsorpcijski maksimum na 517 nm i ljubicaste je boje. Rezultat sparivanja
nesparenog elektrona DPPH radikala sa vodonikom antioksidansa je prelaz ljubicaste boje u
Zutu, te stvaranje redukovanog DPPH-H. Promjena boje je u stehiometrijskom odnosu sa brojem
sparenih elektrona (Lisica, 2016).

Za odredivanje antioksidativnog kapaciteta u epruvetu se otpipetira 2 mL pripremljenog
razrjedenog ekstrakta, 2 mL metanola 1 1 mL 0.5 mM rastvora DPPH. U drugu epruvetu
otpipetira se 4 mL metanola i 1 mL 0.5 mM rastvora DPPH, $§to predstavlja kontrolni uzorak.
Epruvete sa sadrZzajem se ostavljaju da stoje 20 minuta u mraku, na sobnoj temperaturi, nakon
¢ega se mjeri apsorpcija na A=517 nm, uz metanol kao slijepu probu. Koriste¢i bazdarni pravac
oc¢itava se koncentracija Troloxa koja odgovara apsorpciji ispitivanog antioksidansa (uzorka).
Nakon toga vrSi se preraCunavanje antioksidativnog kapaciteta na pocetnu masu uzorka.

Rezultati se izrazavaju kao pmol Trolox-a/g.
Odredivanje antioksidativne aktivnosti (DPPH metoda) 1c50%

Pomijesa se 2 mL uzorka (rastvor ekstrakta u metanolu, koncentracije od 10 do 80 pg/mL) sa 2

mL 0.135 mM DPPH u d¢istom metanolu. Kontrolni uzorak priprema se mjeSanjem 2 mL

36



Materijal i metode rada
metanola 1 2 mL 0.135 mM DPPH. Nakon mijeSanja stoje na tamnom mjestu pri sobnoj

temperaturi 30 min. Apsorpcija se mjeri na 515 nm uz slijepu probu (2 mL metanola + 2 mL
uzorka).

Antiradikalska aktivnost za pojedinacne koncentracije ekstrakta, (1%), izraCunava se pomocu
jednacine:

I% — (Akontrol— Auzorak) ><100

Asontrol
gdje je:
1% - postotak inhibicije DPPH radikala
Axkontrol - apsorbancija DPPH radnog rastvora + metanol,
Auzorak - apsorbancija DPPH radnog rastvora + uzorak (ili standardni rastvor).
Na osnovu rezultata za 1% za razli¢ite koncentracije uzorka (ili referentnog jedinjenja) konstruiSe
se bazdarni pravac 1 odreduje 1c50%. Vrijednosti Ic50% predstavljaju koncentraciju ekstrakta ili

referentne supstance koja je potrebna za inhibiranje 50% DPPH radikala.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti ABTS metodom (Trolox ekvivalent i
1c50%)

ABTS metoda se u literaturi naziva i TEAC metoda (engl. Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), a njen mehanizam je slican mehanizmu DPPH metode. Kod ABTS metode se koristi
plavo-zeleno obojeni radikal 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonske kiseline ABTS2-)
(Miskovi¢, 2016).

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ABTS+ radikal katjonskom metodom se zasniva na
kolorimetrijskom mjerenju stepena obezbojavanja ABTS+ radikala u prisustvu antioksidanasa.
ABTS+ radikalski katjon se dobija oksidacijom ABTS sa K2S:Og (kalijum persulfat) prije
dodavanja antioksidanasa. Relativno stabilan ABTS+ radikal je zelene boje i odreduje se
spektrofotometrijski na A=734 nm. ABTS test se radi po metodi koju su prvobitno opisali Re 1
sar. (1999).

Pomijesa se 2mL uzorka (rastvor ekstrakta u metanolu koncentracija od 10 do 80 pg/mL) sa 2
mL radnog rastvora ABTS, ostavi da reaguje 7 minuta u tami, na sobnoj temperaturi i mjeri se

njegova apsorbancija na A=734 nm.
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Za svaku novu koncentraciju uzorka potrebno je imati novu slijepu probu tj. 2 mL metanola 1 2

mL uzorka te koncentracije.

Procenat inhibicije slobodnog radikala se racuna prema formuli:

Ak — Auzorak
I% = ik =100

Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija troloxa,
konstruiSe se kalibraciona kriva na osnovu koje se vrsi proracun. Rezultati se predstavljaju kao
pumol Trolox-a/g (Trolox ekvivalent antioksidativne aktivnosti).

Na osnovu rezultata za 1% za razliCite koncentracije uzorka (ili referentnog jedinjenja) crta se
bazdarni pravac i odreduje 1c50%. Vrijednosti 1c50% predstavlja koncentraciju ekstrakta ili
referentne supstance koja je potrebna za inhibiranje 50% ABTS radikala.

Analize odabranih paramatra kvaliteta domacih fermentisanih kobasica vrSene su na dan

uzorkovanja. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
3.2.2. Fizicke metode
Instrumentalno odredivanje boje

Za odredivanje parametara boje koris¢en je spektrofotometar Konica Minolta CM 2600d (Osaka,

Japan) (Slika 12.).

g
£
1
0
§

Slika 12. Spektrofotometar Minolta CM 2600d
Spektrofotometar je opremljen sa standardnim izvorom svjetlosti Des, sa standardnim uglom
zaklona od 10°. Kalibracija se vrs$i koriS¢enjem bijele kalibracione ploce. Instrumentalni

parametri boje mjere se po CIE L* a*, b* sistemu (L* = intenzitet svjetlosti, a* = udio crvene
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boje, b* = udio Zute boje). Vrijednosti se prikazuju numericki i opisuju sve boje koje moze

razlikovati ljudsko oko. Mjerenja su vrSena na povrSini omotaca (6 mjerenja) i na svezem

presjeku uzoraka kobasica (10 mjerenja).
Odredivanje tvrdoée/mekoce

Tvrdo¢a/mekoca kobasica se odreduje wuglavnom mehanicki, pomocu univerzalnog
teksturometra, Texture Analyser TA.XT plus Texsture Analyser Stable Micro Systemsn
(Godalming, UK), odredivanjem sile (kg) potrebne za presijecanje uzoraka fermentisanih
kobasica. Prilikom testiranja koriSten je aparat Warner-Blatzler sa ¢elijom za sjeCenje (knife
blade HDP/ BSK). Opterecenje Celije je 25 kg, a brzina noZa tokom testa 4,0 mm/s, rastojanje
20,0 mm. Uzorci za ispitivanje pripremani su tako Sto se iz svake kobasice pomocu kalupa
isjeCeno po osam pravougaonih oblika (I1x1 cm duzine oko 5 cm) na kojima je obavljeno

mjerenje (12 mjerenja).
3.2.3. Fizi¢ko-hemijske metode
Odredivanje pH vrijednosti

Odredivanje pH vrijednosti vrsi se prema referentnoj metodi ISO 2917:1999. Mjerenja su vrSena
pomocu digitalnog pH-metra sa ubodnom kombinovanom elektrodom za proizvode od mesa
(HANNA HI 99161, Cluj-Napoca, Romania), nakon kalibracije standardnim fosfatnim puferima
(pH=7.00 1 pH=4.00 na 20°C) i podeSavanja na izmjerenu temperaturu uzoraka. IzvrSeno je po

10 mjerenja svakog uzorka.
Odredivanje aktiviteta vode — ay

Aktivitet vode (aw), u ispitivanim uzorcima odreduje se pomocu higrometra NOVASINA
labMASTER- aw (Switzerland), pri konstantnoj temperaturi od 25°C. Mjerenje je vrSeno na

usitnjenim, homogenizovanim uzorcima (3 mjerenja po uzorku).
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3.2.4. Hemijske metode
Odpredivanje sadrZaja vode

Sadrzaj vode u kobasicama odreduje se referentnom metodom ISO 1442:1997. Princip
odredivanja se sastoji u potpunom mijesanju dijela homogenizovanog uzorka za ispitivanje sa
kvarcnim pijeskom 1 suSenju do konstantne mase na 103 = 2°C. Sadrzaj vlage u uzorcima

kobasica je izrazen u g/100g, odnosno u procentima (%).
Odpredivanje sadriaja ukupne masti

Sadrzaj ukupnih masti odreduje se referentnom metodom, ISO 1443:1973. Princip odredivanja
zasniva se na hidrolizi uzorka sa razblazenom hlorovodoni¢nom kiselinom i1 na filtriranju
dobijene mase uz ispiranje vru¢om destilovanom vodom do neutralne reakcije. Nakon zavrSenog
filtriranja zaostale masti na filter papiru se suse i zatim ekstrahuju petroletrom u aparaturi po
Soxhlet-u u trajanju od Sh. Po zavrSetku procesa ekstrakcije obavljeno je suSenje ekstrahovanog
uzorka do konstantne mase u suSioniku na temperaturi 103 + 2°C. Sadrzaj ukupne masti u

uzorcima kobasica izraZen je u g/100g, odnosno u procentima (%).
Odredivanje sadrZaja ukupnih proteina

Sadrzaj proteina utvrduje se na osnovu sadrzaja ukupnog azota, odredenog metodom po
Kjeldahl-u 1SO 937:1992, i mnozenjem sa faktorom 6.25. Princip odredivanja se sastoji u
digestiji uzorka koncentrovanom sumpornom kiselinom, uz katalizator, kako bi se ukupni azot
preveo u amonijum jone ((NH4)2SO4). Zatim slijedi alkalizacija sa natrijum-hidroksidom,
destilacija oslobodenog amonijaka u viSak rastvora borne kiseline 1 titracija hlorovodoni¢nom
kiselinom da bi se odredio amonijak vezan za bornu kiselinu. Sadrzaj proteina u uzorku je

izrazen u g/100g, odnosno u procentima (%).
Odredivanje sadriaja ukupnog pepela

Sadrzaj ukupnog pepela u uzorcima kobasica, odreduje se referentnom metodom ISO 936:1998.
Princip metode sastoji se u suSenju uzorka za ispitivanje, zatim ugljenisanju i na kraju zarenju na
550 + 25°C, dok suvi ostatak ne postane sivo-bijele boje. Poslije hladenja odredi se masa ostatka.

Sadrzaj ukupnog pepela u uzorcima kobasica je izrazen u g/100g, odnosno u procentima (%).
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Odpredivanje sadrZaja natrijum hlorida

Sadrzaj hlorida odreduje se referentnom metodom po Volhard-u, JUS ISO 1841-1:1996. Ova
metoda zasniva se na ekstrakciji uzorka vruéom vodom i taloZenju proteina. Po zavrSetku
filtracije 1 zakiSeljavanja, ekstraktu se dodaje rastvor srebro nitrata u viSku, koji se titrira
rastvorom kalijum tiocijanata. Sadrzaj hlorida je izrazen kao sadrzaj natrijum hlorida u uzorcima

kobasica i to u g/100g, odnosno u procentima (%).
Sve hemijske analize vrSene su u tri ponavljanja.

Odredivanje kiselinske vrijednosti

Kiselinska vrijednost se odreduje ekstrakcijom lipida iz uzorka i daljim odredivanjem po metodi
SRPS ISO 660 (2000). Kiselost se odreduje na osnovu zapremine 0.1 M NaOH potrebne za
neutralizaciju uzorka pomijeSanog sa neutralisanim etanolom, uz dodatak fenolftaleina. Rezultati

su izrazeni kao mg NaOH u 1 gramu uzorka.
Peroksidni broj

Odredivanje peroksidnog broja zasniva se na metodi 1SO 3960 (2001). Oko 5 g uzorka odvaze se
u Erlenmajer tikvicu sa bruSenim ¢epom od 250 mL 1 grije u vodenom kupatilu na 60°C 3 min.
da se otope masti, zatim dobro izmjeSa sa 30 ml smjese sir¢etne kiseline i hloroforma (3:2 v/v),
oko 3 min. Uzorak se filtrira. Doda se 0.5 mL zasi¢enog rastvora kalijum jodid. Ostavi da
reaguje 1 minut, doda se oko 30 mL destilovane vode 1 1 mL rastvora skroba (1%). Titrira se

0.01 M standardnim rastvorom natrijum tiosulfata do nestanka plave boje.
Odredivanje oksidacije lipida tiobarbiturnim (TBARS) testom

TBARS vrijednost odreduje se spektrofotometrijskom metodom (Botsoglou i sar., 1994; Mandic¢,
2007) koja se zasniva na mjerenju apsorbancije kompleksnog obojenog jedinjenja nastalog
reakcijom malondialdehida (MDA) 1 tiobarbiturne kiseline (TBA).

Za pripremu uzorka oko 10 g uzorka sa 97.5 mL destilovane vode i 2.5 mL HCIl (1:2) predestilise
se u tikvicu od 50 mL. U epruvetu se otpipetira 2.5 mL alikvota (serije standarda ili vode za
slijepu probu), doda 1.5 mL vodenog rastvora TBA 0.8% 1 stavi na vodeno kupatilo na 70°C, 30

minuta. Nakon toga se ohladi pod hladnom vodom 1 mjeri se apsorbancija na A=521.5 nm u
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odnosu na slijepu probu. Kalibraciona kriva se konstruiSe na osnovu zavisnosti koncentracije

MDA i ocitanih vrijednosti apsorbancija. Koncentracija MDA se racuna prema formuli:
MDA (mg/kg)=80ct/OK

gdje je:
c- vrijednost o€itana sa krive (ug/mL)
f- razblazenje

OK-odvaga uzorka (g)
3.2.5. Senzorna analiza

Ukupan senzorni kvalitet fermentisanih kobasica vr$i se po metodi kvantitativne deskriptivne
analize (ISO 6564:1985) kako bi se identifikovao nivo kvaliteta odabranih svojstava proizvoda.

Svaka vrsta kobasica je isjeCena pomocu masine za sjecenje na kolutice debljine 4 mm i
posluzena ocjenjiva¢ima. VrSeno je ocjenjivanje spoljnog izgleda, izgleda presjeka, boje
presjeka, mirisa, arome 1 ukusa, te konzistencija kobasica, kao 1 ukupna prihvatljivost na skali od
1 (minimalna ocjena) do 5 (maksimalna ocjena), prema prethodno pripremljenom Uputstvu za

senzornu ocjenu domacih fermentisanih kobasica.

Spoljasnji izgled, boja, miris, ukus 1 boja omotaca kobasica ispitani su 1 koris¢enjem ,,difference-
from-control” testa. Ova metoda pokazuje da li postoji razlika izmedu ispitivanih uzoraka i

kontrole i kolika je ta razlika (Whelan, 2017).
3.2.6. Metode za ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Podloge:

Mueller Hinton agar (MHA); Mueller Hinton bujon (MHB)
Hranjivi agar (HA); Hranjivi bujon (HB)

Sabouraud agar (SA)

Ljubicasto crveni Zu¢ni agar (VRBGA)

Slani bujon (SIB)

Baird-Parker(RPF) agar

Sulfitni agar (B)
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Kulture:

Za eksperimente su koriStene Cetiri kulture bakterija i jedna kultura plijesni.
Bakterije:

1. Escherichia coli ATCC 25922

2. Salmonella enterica ATCC 13076

3. Staphylococcus aureus ATCC 25923

4. Bacillus cereus ATCC 7004

Plijesan:

Penicillium expansum izolat sa jabuka, Tehnoloski fakultet Univerziteta u Banjoj Luci
Priprema kultura

Bakterijske kulture za testiranje su pripremane iz logaritamske faze rasta i direktnom
suspenzijom kolonija (Ortez, 2005; Wiegand i sar. 2008).

a) Priprema standardnog inokuluma iz logaritamske faze rasta (Escherichia coli, Salmonella
enterica, Bacillus cereus)

Kulture se nasijavaju na agarne ploce (MHA) sa kosog agara (HA) i stavljaju na inkubaciju 24h
na 37°C. Nakon inkubacije, sa agarne ploCe ezom je preneseno 3-5 izolovanih kolonija (sa svake
po malo) u epruvetu sa 5 mL Mueller Hinton bujona (MHB). Epruvete sa nasijanim bakterijama
se zatim ostavljaju na inkubaciju 2-6h. Kod svakog eskperimenta vrijeme inkubacije kulture u

MHB je isto.

b) Priprema standarndog inokuluma - direktno (Staphylococcus aureus)
Kultura S. aureus se sa kosog agara nasijava ezom na hranljivi agar (HA). Agarne ploce se zatim
stavljaju na inkubaciju 24h na 37°C. Nakon inkubacije pokupe se dvije-tri kolonije direktno u

Mueller-Hinton bujon (MHB).
Priprema razrjedenja bakterijskih kultura za nasijavanje

Nakon inkubacije od 3h ili nakon pripreme suspenzije kolonija (za stafilokoke), gustina kultura
se odreduje spektrofotometrijski (na 625 nm), u poredenju sa 0.5 McFarland standard (1.5 x 10®
cfu/mL). Kulture se zatim razrjeduju i gustina im se podesava na 1.5 x 10° cfu/mL i koriste za

testiranja.
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Priprema kulture Penicllium expansum

Petrijevke sa SA su nasijavane kulturom P. expansum 1 stavljaju se na inkubaciju (na 25°C, 7-10
dana), dok se ne razviju kolonije sa sporama. Za testiranje antimikrobne aktivnosti ekstrakata,
preko inhibicije rasta micelijuma, kultura se precjepljuju na petrijevke precnika 90 mm sa novom
sterilnom podlogom (SA), koje su inkubirane na 25°C, 48 do 72h dok se ne razvije bijeli
micelijum bez spora. Za testiranje antimikrobne aktivnosti omotaca priprema se suspenzija spora
tako Sto se na povrsinu petrijevke, na kojima je kultura P. expansum razvila spore, dodava 5 mL
sterilne destilovane vode sa 1% TWEEN 20 (Aberkane i sar., 2002). Spore se lagano struzu
sterilnim staklenim Stapi¢em u pripremljenu sterilnu erlermajer tikvicu. Tikvica se ostavi pola
sata da se izdvoji tecnost sa sporama, a zatim se filtrira kroz sterilnu gazu. Gustina spora se
odreduje brojanjem pod mikroskopom u Thoma komorici i gustina spora se pode$ava na 5 x 10*

cfu/mL.
Antimikrobna aktivnost ekstrakata (odredivanje MIC i MBC za bakterije)

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata koristi se metoda razrjedivanja u agaru, da bi
se dobile minimalne inhibitorne (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracije
(EUCAST, 2000; Wiegand i sar., 2008; Balouri 1 sar., 2016).

Pravi se serija dvostrukih razrjedenja u agaru tako $to se u otopljenu, i na 45°C ohladenu podlogu
(MHA), dodaje odgovarajuca koli¢ina ekstrakta da bi konac¢na koncentracija ekstrakta u podlozi
bila u rasponu od 3.75 do 120 mg/mL (3.75; 7.5; 15; 30; 60 1 120). Podloge sa ekstraktima se
dobro promijesaju i izlivaju u sterilne petrijevke. Nakon stezanja podloge, kulture se nasijavaju
na povrSinu agarnih ploca u kapima po 10 pL i stavljaju na inkubaciju 24h na 37°C. Nakon
inkubacije posmatra se rast kultura na podlozi sa ekstraktima. NajniZa koncentracija ekstrakta u
podlozi (najvece razrjedenje ekstrakta), na kojoj nije bilo golim okom vidljivog rasta kulture, je
odredena kao MIC. Sa svih petrijevki na kojima nije bilo vidljivog rasta kultura vrsi se
precjepljivanje, lagano prelazenje sterilnom ezom nekoliko puta preko mjesta na kojima su
nasijane kulture i precjepljivanje na hranjivi agar. Petrijevke sa hranjivim agarom ponovo se
stavljaju na inkubaciju 24h na 37°C. NajniZza koncentracija ekstrakta na kojoj nije bilo izrasta

presijjanih kolonija je odredena kao MBC. Kao pozitivna kontrola koristi se podloga bez
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ekstrakta, a kao negativna rastvarac (etanol) u koncentraciji koja se nalazi u ekstraktu 1 antibiotik

diskovi (erythromycin 15 pg; gentamicin 10 pg; ciprofloxacin 5 pg, ampicillin 10 pg).
Antimikrobna aktivnost ekstrakata (inhibicija rasta micelijuma)

Za testiranje inhibicije rasta micelijuma plijesni Penicillium expansum Xkoristi se metoda
razrjedivanja u agaru (Poisoned food method) (Balouiri i sar., 2016). Odredena koli¢ina ekstrakta
doda se u otpoljeni i na 45°C ohladeni SA. Konac¢na koncentracija ekstrakta u podlozi je slijedila
dvostruko razrjedenje u rasponu od 7.5 do 120 mg/mL. Sterilnim borerom, pre¢nika 5 mm,
isjecaju se diskovi bijelog micelijuma i u izvrnutom polozaju stavljaju na sredinu petrijevki sa
podlogom u koju je dodan ekstrakt. Kao pozitivna kontrola koristi se podloga bez ekstrakta i
podloga sa rastvaracem (etanol) u koncentraciji koja se nalazi u ekstraktu. Petrijevke se stavljaju
na inkubaciju na 25°C i svaki dan (5 dana) se mjeri pre¢nik izraslih kolonija. Inhibicija rasta

micelijuma se odreduje prema formuli:
IM (%) = Dc-Dt/Dc x 100

gdje je: IM (%) - procenat inhibicije rasta micelijuma

Dc - pre¢nik kolonija na kontrolnoj podlozi (podloga bez ekstrakta koja se poredi sa podlogom
sa rastvaracem (etanol) i1 sa tretmanom ekstrakata rastvorenih u vodi) 1 podloga sa rastvara¢em u
koncentraciji kao u ekstraktu koja se poredi sa odgovaraju¢im ekstraktom).

Dt - pre¢nik kolonija u podlozi sa ekstraktom ili pre¢nik kolonija u podlozi sa rastvaratem

(etanol).
Antimikrobna aktivnost omotaca (crijeva) sa inkorporiranim ekstraktom

Crijeva su isjecana na komade dimenzija 3.5x2.4cm, osuSena i sterilisana UV lampom u trajanju
od 30 minuta.

Za testiranje antimikrobne aktivnosti omotaca sa ekstraktom korist se metoda difuzije u agaru,
prema modifikovanom ISO 20645 standardu (Pinho 1 sar., 2011). Uzorci omotaca se stavljaju
izmedu dva sloja podloge koja sadrzi oko 6x10° ¢elija bakterija ili oko 5x10* spora P. expansum.
Prvi sloj podloge (10 mL) izlijeva se u sterilnu petrijevku i ostavi da se stegne. Na povrSinu
stegnute podloge sa odredenom kulturom stavljaju su uzorci omotaca, preko kojih se nalijeva

novih 10 mL podloge sa kulturom iste koncentracije kao 1 u prvom sloju. Petrijevke se stavljaju
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na inkubaciju za bakterije na 37°C, a za P. expansum na 25°C. Nakon inkubacije od 24h

(bakterije) 1 48h (P. expansum) mjere se zone inhibicije oko uzoraka omotaca. Kao kontrola
koriste se uzorci omotaca bez inkorporiranog ekstrakta. Modifikacija ISO 20645 standarda je
samo u segmentu gornjeg sloja (zapremine) podloge sa kulturom (10 mL), koja je prema ovom

standardu 5 mL.

MikrobioloSka kontrola mesa (sirovina) i kobasica u  omotalu sa

ekstraktom

U testovima mikrobioloske kontrole mesa i kobasica radi se analiza broja aerobnih mezofilnih
bakterija (AMB), enterobakterija (BE), aerobnih sporogenih bakterija (ASB), kvasaca i plijesni
(KiP) i prisustvo (odsustvo) suflitoredukujuc¢ih klostridija (SRK) i koagulaza pozitivnih
stafilokoka (SK™).

Priprema uzoraka mesa

Odvaze se 10 g mesa i stavlja u 90 mL sterilnog fizioloSkog rastvora. Uzorak se usitnjava u
homogenizatoru BagMixer 400P blender (Interscience, France). 1z dobijenog rastvora pravi se
serija odgovarajuc¢ih razrjedenja. Za odredivanje broja ASB 1 prisustva suflitoredukujucih
klostridija 2 mL osnovnog razrjedenja zagrijava se 10 minuta na 80°C, hladi, i iz ohladenog

rastvora se pravi serija razrjedenja.
Pripema uzoraka kobasica

Kobasice se lagano obriSu vatom natopljenom u 70% etanol 1 ostave da se osuSe. OStrim
sterilnim noZem skida se sloj debljine 1mm sa povrSine kobasice sa omotatem. Za uzorkovanje
se uzima sloj od 4-5 mm kobacica ispod omotaca. Odvaze se 10 g tako isjecene kobasice u 90
mL sterilnog fizioloSkog rastvora i wusitni u homogenizatoru BagMixer 400P blender
(Interscience, France). Od dobijenog rastvora priprema se serije razrjedenja. Za odredivanje

broja ASB i prisustva suflitoredukujucih klostridija postupa se kao kod uzoraka mesa.
MikrobioloSka analiza

Broj bakterija odreduje se nasijavanjem 10 kapi odredenog razrjedenja na HA (AMB i ASB),
VRBG agar (enterobakterije), SA (kvasci 1 plijesni). Podloge se stavljaju na inkubaciju 24h
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(bakterije) 1 48 do 72h (KiP), nakon Cega se vrsi brojanje kolonija izraslih u nasijanim kapima.

Kapi sa brojem kolonija ispod 3 i iznad 30 se ne broje. Izracuna se prosjecan broj kolonija po
kapima izrazen kao log cfu/g mesa ili kobasice (Herigstad i sar.. 2001)

Za odredivanje prisustva koagulaza pozitivnih stafilokoka, 1mL osnovnog razjredenja se dodaje
u Slani bujon 1 inkubira 24h na 37°C, a zatim se vrsi precjepljivanje na Baird-Parker (RPF) agar.
Nakon inkubacije, oCitava se prisustvo crnih kolonija sa odredenom prozirnom zonom.

Za odredivanje prisustva sulfitoredukujucih klostridija ImL osnovnog razrjedenja (predhodno
zagrijanog na 80°C i ohladenog) dodaje se u epruvetu u koju se zatim, lcm do vrha, dodaje
sulfitni agar (B). Epruvete se stavljaju na inkubaciju na 37°C, 48 do 72h. Posmatra se pojava

crnih kolonija, kao i pucanje podloge.

47



Rezultati i diskusija

4. REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati istrazivanja su podijeljeni na slijedece dijelove:
v' Analiza ekstrakata — antioksidativa i antimikrobna aktivnost.
v Analiza prirodnih omotaca — antioksidativna i antimikrobna aktivnost prirodnih omotaca
tretiranih ekstraktima.
v’ Analiza fizi¢kih, hemijskih, fizi¢ko-hemijskih i mikrobioloskih parametara gotovog
proizvoda, antioksidativni testovi, pracenje lipidnih promjena na mastima i senzorna
ocjena odabranih osobina fermentisanih kobasica.

4.1. ANALIZA EKSTRAKATA

U ovom poglavlju su predstavljeni rezultati antioksidativnog i antimikrobnog ispitivanja
ekstrakata. U ispitivanjima antioksidativnih osobina koristeni su suvi biljni ekstrakti (T-trnjina,
D-drenjak, A-aronija i Tr-treSnja) pripremljeni ekstrakcijom u 80% (v/v) etanolu (E) 1 u vodi (V).
Za ispitivanje antimikrobnih osobina, pripremljeni suvi ekstrakti odredenih koncentracija su
rastvoreni u 80% (v/v) etanolu (E) i u vodi (V). Kao kontrolni uzorci koristeni su destilovana
voda (C1), vitamin C - kao kontrola antioksidativnih osobina (C2) i etanol - kao kontrole
antimikrobne aktivnosti rastvaraca (C3)

Rezultati istraZivanja su statisticki analizirani kako bi se $to bolje uporedile osobine ispitivanih

ekstrakata 1 izabrali biljni ekstrakti za dalju primjenu.
4.1.1. Prinos ekstrakcije ispitivanih biljnih vrsta

Za ekstrakciju biljnih fenolnih materija i drugih antioksidanata, koriste se razlicite tehnike
(ekstrakcija rastvarac¢ima, ekstrakcija na cvrstoj fazi, superkriticna ekstrakcija itd.). Prinos
ekstrakcije zavisi od nacina ekstrakcije, temperature i vremena ekstrakcije, tipa i polarnosti
rastvaraca, hemijskog sastava i fizickih karakteristika uzoraka.

Jedan od najstarijih naina ekstrakcije je klasicna maceracija, mijeSanje rastvaraca sa biljnim
materijalom uz stalno mijeSanje, sa ili bez zagrijavanja. NajceS¢e koriSceni rastvarali za
ekstrakciju fenolnih materija iz biljnih materijala su: metanol, etanol, aceton, etil-acetat i njihove
kombinacije sa razli¢itim udjelom vode. Izbor pravog rastvaraca (polarnost, pH vrijednost,

sposobnost za stvaranje vodoni¢nih veza itd.) uti¢e na koli¢inu i brzinu ekstrakcije, U zavisnosti
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od tipa biljnog materijala. Izbor rastvaraca zavisi i1 od dalje upotrebe ekstrahovanih polifenola, pa

se Cesto koristi etanol jer je bezbjedan za ljudsku ishranu (Purovi¢ i sar., 2018).

Nove tehnike ekstrakcije, poput ekstrakcije ultrazvukom, privlace sve viSe paznje zbog brzine i
efikasnosti ekstrakcije. Ova metoda je i ekoloski prihvatljivija, u odnosu na konvencionalne
metode ekstrakcije, jer koristi manju koli¢inu ekstrakcionih rastvara¢a (Purovié¢ i sar., 2018;
Dadi i sar., 2019).

U ovom radu izbor rastvaraca za ekstrakciju, voda i smjese etanol:voda (80:20, v/v), je obavljen
prvenstveno zbog moguénosti primjene u prehrambenoj industriji.

U Tabeli 4.1. prikazani su dobijeni prinosi ispitivanih ekstrakata. Dobijene vrijednosti su se
kretale od 10 do 19%. Velickovi¢ 1 sar. (2020) u svom radu navode korisStenje rastvaraca razlicite
polarnosti za ekstrakciju trnjine, pri ¢emu su dobijeni prinosi od 18.45% za vodeni i 11.09% za
etanolni ekstrakt, $to je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju. Simi¢ (2018),
koriste¢i razlicite koncentracije etanola, navodi prinos ekstraktivnih supstanci iz aronije u opsegu

od 11.1% do 20.3%, $to se slaZe sa vrijednostima dobijenim u ovom istrazivanju.

Tabela 4.1. Prinosi ekstrakcije ispitivanih biljnih ektrakata izrazeni u %

rastvarac
voda 80% etanol
trnjina 18.73 11.86
drenjina 13.82 11.62
aronija 10.62 15.83
crvena treSnja 13.05 15.57

Prinos ekstrakcije 1 kvalitet ekstrakta u najvecoj mjeri zavise od osobina rastvaraca, od nacina
ekstrakcije, kao 1 od vrste rastvorljivih materija prisutnih u biljnom materijalu. Uobicajena
ekstrakcija se obi¢no provodi na temperaturama od 20-50°C, dok temperature iznad 70°C nisu

pozeljne i mogu dovesti do brze razgradnje antocijana (Brglez Mojzer 1 sar., 2016).
4.1.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata

Sadrzaj ukupnih fenola (TPC), ukupnih neflavonoida (TN) i ukupnih flavonoida (TF)
predstavljeni su u Tabeli 4.2. Na osnovu prikazanih rezultata, vidi se da postoji statistiCki
znacajna razlika (p<0.05) izmedu ispitivanih biljnih ekstrakata.

TPC u ispitivanim biljnim ekstraktima kretao se od 14.83 do 31.87 mg GAE/g suvog ekstrakta

(s.e.) u vodenim, i 38.34-54.11 mg GAE/g s.e u etanolnim ekstraktima. U etanolnim ekstraktima
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dobijen je ve¢i sadrzaj TPC kod svih ispitivanih biljaka, Sto je rezultat bolje rastvorljivosti

polifenolnih komponenti u razblazenom etanolu u odnosu na vodu, zbog selektivne ekstrakcije

pojedinih fenolnih jedinjenja (Velickovi¢, 2013).

Tabela 4.2. Sadrzaj ukupnih fenola, neflavonoida i flavonoida u vodenim (V) i etanolnim (E)
ekstraktima izrazen u mg GAE/g suvog ekstrakta (s.e.)

mg GAE/g

TPC TN TF
S.C.
A% E A% E A% E

trnjina 14.83*  54.11* | 14.08*  17.28° 0.75% 33.21%
+0.38 £5.14 +0.17 £6.05 +0.26 +5.43

drenjina 23.01°  41.77° | 21.11%  32.87° 1.90° 8.91°
+1.00 +0.44 +1.88 +1.12 +0.88 +0.81
aronija 26.10%  51.30% | 25.25°  26.75% | 0.69° = 24.55%
+0.07 £1.79 +0.57 +0.97 +0.69 +2.32
crvena 31.87°  38.34° | 18.74%™  2091* | 13.13%>  17.43%
tre$nja £1.55 +1.43 +1.80 +3.22 +1.02 +1.15

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Neki autori za TPC u trnjini navode vrijednosti od 8 do 20 mg GAE/g svjezeg ploda
(Radovanovi¢ 1 sar., 2013; Baji¢-Ljubaci¢, 2018). Mnogi autori kao glavne fenolne komponente
u trnjini navode rutin, galnu kiselinu, kvercetin, prokatehinsku i kofeinsku kiselinu (Pinacho i
sar. 2015; Pozzo 1 sar., 2019; Velickovi€ i sar., 2020). Analizom ekstrakata trnjine pomo¢u HPLC
identifikovani su galna kiselina kao dominanatna, kao 1 kofeinska kiselina (Ruiz-Rodriguez,
2014).

U literaturi se mogu naci razni podaci za drenjinu: TPC za suvi drenjak iznosio je 4.35-5.78 mg/g
(Petkova 1 Ognyanov, 2018), za svjezi drenjak 8.6 mg/g (Radovanovi¢ 1 sar., 2013) 1 3.68 mg/g
(Baji¢-Ljubaci¢, 2018). Yigit (2018) je dobio vrijednosti od 17 mg GAE/g za vodeni ekstrakt
drenjine 1 45 mg GAE/g za etanolni ekstrakt drenjine, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u
ovom radu.

U istrazivanju koje su proveli Cosmulescu i sar. (2018), medu pojedinacnim fenolnim
jedinjenjima drenjine, galna kiselina je bila dominantna (14.49 mg/100g), a potom su slijedile
kumarska kiselina (13.79 mg/100g), elaginska kiselina (5.71 mg/100 g), salicilna kiselina (1.43
mg/100 g) i ferulinska kiselina (1.25 mg/100g). Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sar. (2015) navode da
je elaginska kiselina bila dominantna fenolna kiselina u plodu drenjine i ekstraktu liS¢a, a

prisutne su bile 1 hlorogenska 1 galna kiselina.
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Shahin 1 sar. (2019) su mjerili TPC u ekstraktima aronije i ustanovili da se krece oko 78.5 mg

GAE/g, dok su se te vrijednosti u zavisnosti od vrste koriStenih rastvaraca kretale od 20 do 110
mg GAE/g s.e. (Simi¢, 2018). Simi¢ (2018) je, uz primjenu mikrotalasne ekstrakcije, ustanovio
da se TPC za aroniju kretao oko 32-39 mg GAE/g s.e., a uz primjenu iste metode ekstrakcije
D’Alessandro i sar. (2012) su ustanovili da se TPC kretao od 600 do 1000 mg GAE/L s.e. U
ekstraktima A. melanocarpa 1 A. xprunifolia pokazalo se da su dominantne dvije fenolne
kiseline: hlorogena i neohlorogena (Szopa i sar., 2017). U ovom radu dobijena vrijednosti TPC
za vodeni ekstrakt aronije je iznosila 26.10 mg GAE/g s.e, dok su za etanolni ekstrakt imale
vrijednost 51.3 mg GAE/g s.e, §to je u skladu sa rezultatima koje u svom radu navodi Simi¢
(2018).

Na TPC divlje tre$nje vrsta rastvaraca nije imala previse uticaja, $to se moze zakljuciti na osnovu
rezultata prikazanih u Tabeli 4.2. Kim 1 sar. (2005) navode vrijednosti za TPC divlje treSnje od
92.1 do 146.8 mg GAE/100 g svjezeg ploda. Pradenjem razli¢itih faza zrenja divlje treSnje,
Serradila 1 sar. (2011) dolaze do podataka za TPC od 9.05 do 117.00 mg galne kiseline/100g
svjezeg ploda, na pocetku i u poslednjoj fazi zrenja. Isti autori smatraju da se najveéi dio
fenolnih jedinjenja nalazi u pokozici divlje treSnje. U sastav polifenola tresnje ulaze flavonoidi
(antocijani, flavan-3-oli i1 flavonoli), hidroksicimetna i hidroksibenzojeva kiselina, a ukupan
sadrzaj TPC se kre¢e od 440 do 1300 mg/100g suve materije (Serra i sar. 2011), Sto je u skladu
sa rezultatima ovog istrazivanja. Gonzalez-Gomez 1 sar. (2010) su analizom fenolnih jedinjenja
Sest razliCitih sorti slatke treSnje, kao dominantne identifikovali pet jedinjenja, i to p-
kumaroilhinu, hlorogenu i neohlorogenu kiselinu (derivati flavonoida), epikatehin (derivati
flavanola) i kvercetin-30-rutinozid (derivati flavonola).

Visi sadrzaj ukupnih fenola u treSnji pripisuje se viSim koncentracijama antocijana 1
hidroksicimetne kiseline (Ferretti 1 sar.,, 2010). U svojoj studiji Iglesias-Carres 1 sar. (2019)
navode nekoliko hidroksicimetnih kiselina u visokim koncentracijama, §to je u skladu s
¢injenicom da je kosti¢avo voce bogata ovom vrstom fenolnih jedinjenja. Oni su, takode, utvrdili
prisustvo rutina u vecoj koncentraciji, 1 premda se smatra da je rutin glavni flavonol u slatkim
treSnjama, dominantan je kod samo nekoliko sorti (Iglesias-Carres 1 sar, 2019).

Mnogi autori se slazu da koriStenje polarnih rastvaraca za ekstrakciju pozitivno uti¢e na visoku

koncentraciju fenolnih jedinjenja u dobijenim ekstraktima (Zhou i Yu, 2004; Mohsen i Ammar,
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2008). Razlicite koncentracije etanola (smjesa etanol-voda) pokazuju sinergisticko dejstvo koje

omoguéava bolju ekstrakciju fenolnih jedinjenja (D'Alessandro i sar. 2012; Cuji¢ 2017).

Razlika izmedu rezultata ovog istrazivanja i rezultata koje su dobili drugi autori su, vjerovatno,
rezultat primjene razli¢itih metoda ekstrakcije, koriStenih rastvaraca, kao i razlika koje postoje
izmedu ispitivanih biljnih vrsta (Toli¢ 1 sar. 2017).

Iz dobijenih rezultata za TN i TF, moze se zakljuciti da vrsta rastvaraca u velikoj mjeri utice na
rastvorljivost flavonoida, odnosno da je smjesa etanol-voda mnogo bolji ekstragens kod
ekstrakcije flavonoida. TN u ispitivanim uzorcima se kretao od 14.08 do 25.25 mg GAE/g s.e. u
vodenim ekstraktima, 1 od 17.28 do 32.87 mg GAE/g s.e. u etanolnim ekstraktima. Vrijednosti
TF za vodene ekstrakte su se kretali od 0.69 do 13.13 mg GAE/g s.e., a za etanolne od 8.91 do
33.21 mg GAE/g s.e. ispitivanih biljnih vrsta.

Razli¢ite koncentracija TN 1 TF mogu se objasniti znacajnim uticajem razlicitih faktora (lokacija
1 tehnika gajenja biljke, genotip, zrelost biljke, uticaj spoljasnje sredine, klimatskih uslova,
temperatura, svijetlost) na sadrzaj ovih supstanci u biljci (Simi¢, 2018).

Sadrzaj flavonola u ispitivanim biljnim ekstraktima, prikazan je u Tabeli 4.3. U vodenim
ekstraktima vrijednosti su se kretale od 1.1 do 7 mg QE/g s.e., a u etanolnim ekstraktima od 1.3
do 10.37 mg QE/g s.e. Najveci sadrzaj flavonola naden je u trnjini, u oba ekstrakta, a najmanji u
drenjini, u oba ekstrakta. Na osnovu prikazanih podataka, vidi se da postoji statisticki znacajna
razlika (p<0.05) izmedu ispitivanih biljnih ekstrakata. Poredeci ove rezultate sa literaturnim
podacima, moze se uociti da razni autori navode razli¢ite vrijednosti, neSto nize vrijednosti za
trnjinu 1 drenjinu (>1mg QE/g) (Radovanovi¢ i sar., 2013), ili viSe vrijednosti za drenjinu, oko
4.2 mg/g suve materije (Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sar.,, 2015). Ruiz-Rodrigez (2014) je u
zavisnosti od godine berbe dobio vrijednosti od 0.9 do 2.3 mg rutina/g svezeg uzorka trnjine, a
HPLC-DAD-ESI-MS analizom trnjine, Pinacho 1 sar. (2015) su identifikovali Sest flavonola,
derivata kvercetina ili kempferola.

Analizom ploda aronije, Serradilla i sar. (2011) i Jurikova i sar. (2017) navode nize vrijednosti
sadrzaja flavonola. Jurikova i sar. (2017) su za aroniju utvrdili prisustvo Cetiri razlicita flavonola
(kvercetin-3-galaktozida (hiperozid), kvercetin-3-glukozida (izokvercetin), kvercetin-3-rutinozid
(rutin) 1 kvercetin-3-robinobiozid), dok su kvercetin 3-vicianozid i kempferol bili prisutni u
znatno manjoj koli¢ini. Prouc¢avanjem ekstrakata razli¢itih vrsta aronije, Szopa 1 sar. (2017)

navode samo prisustvo kvercetina.
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Dobijeni sadrzaj flavonola u divljoj treSnji u poredenju sa literaturnim podacima je nesto visi

(Serra i sar., 2011; Goncalves i sar., 2019). Kim 1 sar. (2005) navode kvercetin-3-rutinozid,
kvercetin-3-galaktozid i kempferol 3-rutinozid kao flavonole prisutne u slatkim i kiselim
treSnjama.

Tabela 4.3. Sadrzaj flavonola u vodenim (V) i etanolnim (E) ekstraktima izrazen u mg QFE/g
suvog ekstrakta (s.e.)

mg QE/g Flavonoli
s.e.
A% E
trnjina 7.00? 10.37%
+0.97 +0.38
drenjina 1.10° 1.30°
+0.06 +0.07
aronija 2.58° 4.33¢
+0.05 +0.09
crvena 1.47° 1.45°
treSnja +0.56 +0.51

* Vrijednosti parametara a-d, unutar iste kolone su statisticke
znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Sadrzaj ukupnih i monomernih antocijana, kao i indeks degradacije predstavljeni su u Tabeli 4.4.
U vodenim ekstraktima sadrzaj monomernih antocijana kretao se od 1.06 do 54.66 mg/g s.e., a za
ukupne antocijane od 2.51 do 69.76 mg/g s.e. U etanolnim ekstraktima sadrZzaj monomernih
antocijana je veci 1 kretao se od 3.62 do 177.88 mg/g s.e., a ukupnih antocijana od 12.96 do
229.17 mg/g s.e. Najveci sadrzaj antocijana naden je u aroniji, u oba ekstrakta. Na osnovu
dobijenih rezultata, vidi se da postoji statisti¢ki znacajna razlika (p<0.05) izmedu ispitivanih
biljnih ekstrakata.

Indeks degradacije (ID), odnosno stepen razgradnje pigmenata kretao se od 1.28 do 3.75 u
vodenim, 1 od 1.29 do 4.50 u etanolnim ekstraktima. Najnizu vrijednost stepena razgradnje
pigmenata ima aronija, u oba ekstrakta.

Antocijani se u plodovima trnjine mogu nac¢i u visokim koncentracijama, a najveca koli¢ina
antocijaninskih jedinjenja nalazi se u epikarpu ploda. Analizom profila antocijana u plodovima P.
spinosa, utvrdeno je da su najzastupljenini cijanidin 3-rutinozid i1 peonidin 3-rutinozid

(Leichtweis, 2019), kao i cijanidin-3-glukozid (Fraternale i sar., 2009).
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Tabela 4.4. Sadrzaj ukupnih i monomernih antocijana u vodenim (V) i etanolnim (E) ekstraktima

izrazen u mg cijanidin-3--glukozida/g suvog ekstrakta i vrijednosti indeksa degradacije (ID)

mg/g s.e. Antocijani
\% E

mon. ukupni ID mon. ukupni ID
trnjina 2.452 3.65% 1.67 8.33% 37.48? 4.50

+0.66 +0.54 +0.67 +0.02 +0.59 +0.08
drenjina 1.06% 2.51° 2.37 3.62% 15.39° 4.25

+0.00 +0.75 +0.00 +2.64 +0.79 +1.36
aronija 54.66° 69.76° 1.28 177.88° 229.17°¢ 1.29

+2.81 +3.10 +0.01 +5.64 +6.46 +0.00
crvena 1.53% 5.57% 3.75 6.43% 12.96° 2.04
treSnja +0.35 +0.45 +0.54 +0.93 +1.00 +0.14

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Pinacho i sar. (2015) smatraju da sadrzaj antocijana u razliCitim ekstrakatima trnjine zavisi od
polariteta upotrebljenog rastvaraca, a vrijednosti se kre¢u od 165 do 180 mg malvidin glukozid
ekvivalenta/g. Sli¢ne vrijednosti navode 1 Ruiz-Rodriguez i sar. (2014), a primjenom ultrazvucne
ekstrakcije 1 razblazenog etanola moguce je ekstrahovati vece koli¢ine antocijana (Leichtweis 1
sar., 2019).

Analizom etanolnih i acetonskih ekstrakta trnjine Velickovi¢ 1 sar. (2020) navode cijanidin kao
najdominantniji, te delfinidin, malvidin i pelargonidin, dok je u vodenom ekstraktu trnjine
pelargonidin izostao.

Drenjina sadrzi antocijane, medu kojima su najzastupljeniji cijanidin 1 derivati pelargonidina.
Sorta, regija rasta biljaka i period berbe imaju veliki uticaj na sastav aktivnih jedinjenja u voéu
(Kucharska 1 sar., 2015; Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sar, 2015). U svojim radovima Milenkovi¢-
Andelkovi¢ 1 sar. (2014; 2015) navode sadrzaj od 1383.2 mg/kg svjezeg ploda, a u dvogodisnjoj
studiji taj sadrzaj se kretao od 15.5 do 16.1 mg/g s.m mjereno spektrofotometrijski, odnosno
13.86-14.03 mg/g s.m mjereno pomoc¢u HPLC (Milenkovi¢- Andelkovi¢, 2014). U zavisnosti od
vrste koriStenog rastvaraca, vrijednosti za antocijane u drenjini krec¢u se od 145 do 282 mg/100g
s.m. Najbolji prinos daje ekstrakcija sa 80% etanolom (Dumitrascu i sar., 2019).

Analizom aronije doslo se do zakljucka da bobice aronije imaju ve¢i sadrzaj antocijana od vecine
ostalith vrsta voca. Analizom su identifkovani 3-galaktozid, 3-glukozid, 3-arabinozid, i 3-
ksilozid, dok je najzastupljeniji cijanidin-3-galaktozid. Ukupni sadrZaj antocijana u aroniji je

otprilike oko 4000 mg/kg (Mohr, 2018; Wathon i sar., 2019; Banach i sar. 2020). U zavisnosti od
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vrste, sorte, polozaja, kao i od metode ekstrakcije Meng i sar. (2019) navode vrijednosti 380

mg/100g svjezeg ploda. Smatra se da se najveci dio prisutnih antocijana nalazi u pokozici ploda
aronije (Wathon i sar., 2019).

TreSnja predstavlja jedan od bogatijih izvora antocijana. U raznim istrazivanjima mogu se naci
razliite vrijednosti sadrzaja antocijana, $to je vjerovatno uzrokovano, pored razlike u
geografskom polozaju, razliCitim faktorima nakon branja plodova, ukljucuju¢i uslove
skladiStenja 1 metode ekstrakcije, a vrijednosti se krec¢u od 24 do 225 mg/100g (Blachhall i sar.,
2018). Ukupan sadrzaj antocijana u tresnji, zavisno od lokacije na kojoj je ubrana, kretao se od
0.6 do 6.8 mg/g (Rimpapa 1 sar., 2007). Antocijani u divljim treSnjama odgovorni za crvenu boju
su cijanidin-3-O-glukozid 1 cijanidin-3-O-rutinozid, dok su peonidin-3-O-rutinozid 1
pelargonidin-3-O-rutinozid prisutni u manjim koli¢inama (Milinovi¢ i sar., 2016).

Razlike u vrijednostima indeksa degradacije (ID), Pliszka 1 sar. (2013) pripisuju razlikama medu
voénim vrstama, kao i razli¢itim nainima ekstrakcije koje imaju veliki uticaj na stabilnost
antocijana.

Rezultati antioksidativne aktivnosti ispitivanih ekstrakata dati su u 7Tabeli 4.5. Vodeni ekstrakti
su, u svim ispitivanim uzorcima, pokazali slabiju antioksidativnu aktivnost od etanolnih
ekstrakata. Na osnovu prikazanih rezultata, vidi se da postoji statisticki znacajna razlika (p<0.05)

izmedu ispitivanih biljnih ekstrakata.

Tabela 4.5. Antioksidativna aktivnost vodenih (V) i etanolnih (E) ekstrakata u ug/mlL za ABTS,
mg/mL za DPPH i umol Fe*’/g suvog ekstrakta za FRAP

ABTS 1¢50% DPPH 1¢50% FRAP umol Fe*?/g s.e.
Y% E \Y% E \Y% E
trnjina 276.48% 30.452 1571.63*  142.85% 107.512 512.222
+6.67 +1.33 +22.93 +7.69 +10.29 +9.80
drenjina 103.14° 46.62° 506.67°  209.54° 219.29° 351.80°
+3.23 +2.59 +46.43 +19.88 +5.13 +8.62
aronija 76.20° 37.152 262.60°  136.66 267.63¢ 677.17°
+3.33 +3.25 +1.04 +9.93 +9.84 +80.61
crvena 431.294 187.26°  2588.14°  950.32¢ 58.974 216.594
treSnja +14.97 +2.93 +157.03  +25.73 +13.07 +5.32

* Vrijednosti parametara a-d, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Vrijednosti [c¢50% za ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonil)) su se kretale od 30.45
do 187.26 mg/mL u etanolnim, 1 76.20-431.29 mg/mL u vodenim ekstraktima. Najslabiju
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aktivnost prema ABTS, u oba rastvaraca, pokazao je vodeni ekstrakt tresnje, a najjacu etanolni

ekstrakt trnjine.

Vrijednosti 1c50% prema DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) su se kretale od 136.66 do 950.32
mg/mL u etanolskim i od 262.60 do 2588.14 mg/mL u vodenim ekstraktima. Najslabiju aktivnost
prema DPPH u oba rastvaraca pokazao je ekstrakt treSnje, a najjacu ekstrakt aronije.

Vrijednosti za FRAP (ferric reducing antioxidant power) su se kretale od 216.59 do 677.17 umol
Fe™2/g s.e. u etanolnim, i od 58.97 do 267.63 umol Fe*?g s.e. u vodenim ekstraktima. Najslabiju
aktivnost prema FRAP u oba rastvaraca pokazao je ekstrakt treSnje, a najjacu ekstrakt aronije.
Vodeni ekstrakt trnjine pokazao je prilicno slabu antioksidativnu aktivnost u svim izvedenim
testovima, vjerovatno zbog nedovoljnog rastvaranja polifenolnih materija u vodenom mediju.
Velickovi¢ i sar. (2014) su uz upotrebu razli¢itih rastvaraca (vodeni ratvori etanola i metanola,
voda) dobili vrijednost aktivnost prema DPPH radikalu od 0.86 do 5.24 mg QE/100g svjezeg
ploda. KoriStenjem istih rastvaraca na suvim trnjinama, Tahirovi¢ i sar. (2018) navode vrijednosti
za DPPH od 140.80 pmol TE/g, za ABTS od 223.98 umol TE/g i za FRAP 249.13 umol TE/g.
Prema istim autorima, kao najbolje sredstvo za ekstrakciju pokazao se 50% etanol, dok su
najslabiju aktivnost imali vodeni rastvori. Vrijednosti za Ic%50 za etanolski ekstrakte trnjine koje
Velickovi€ 1 sar. (2020) navode za DPPH krecu se oko 258 pg/mL, za ABTS oko 184 ng/mL,
dok se vrijednost za FRAP 0.10 umol Fe*?/g suve materije. Isti autori za vodene ekstrakte trnjine
navode vrijednosti za DPPH oko 490 pg/mL, za ABTS oko 217 pg/mL 1 za FRAP oko 0.01 pmol
Fe*?/g suve materije.

Ispitivanjem Sest sorti drenjine, Cosmulesku i sar. (2018) navode vrijednosti za DPPH od 1.24 do
2.71 mmol TE/100g svjeZeg uzorka. Antioksidativna aktivnost za poljske sorte drenjine, kretala
se za DPPH od 10.85 do 20.72 umol TE/g s.m., za ABTS 18.87-38.96 umol TE/g s.m 1 za FRAP
21.17-41.08 pumol TE/g s.m. (Kazimierski 1 sar., 2019). Porede¢i sredstva za ekstrakciju, Yigit
(2018) navodi da je aktivnost uklanjanja radikala DPPH bila veca u vodenom ekstraktu (36.6%)
od metanolnog ekstrakta (30.6%). U poredenju sredstava za ekstrakciju, vrijednosti za DPPH
1c50% su se kretale od 11.06 pg/mL za etil acetat, do 518.47 ug/mL za vodu (Stankovi¢ i sar.,
2014).

Mjerec¢i I1c50% prema DPPH radikalu, Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sar. (2014) smatraju da drenjina
ima jaku aktivnost, od 0.94-1.09 mg/mL. U ispitivanju svjeZe i suSene drenjine, pokazalo se da

svjeza drenjina ima bolju antioksidativnu aktivnost, 97.21 mM TE/g s.m. (DPPH test) i 94.64
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mM TE/g s.m. (FRAP test) (Petkova i Ognyanov, 2018). Porede¢i metode ekstrakcije, maceracija
je dala bolje rezultate od ekstrakcije ultrazvukom (Piryaei i sar., 2019).

Analizirani parametri antioksidativne aktivnosti pokazali su znacajne razlike izmedu sorti
aronije, prema FRAP i DPPH testovima najjacu aktivnost pokazuje ekstrakt ploda 4. arbutifolia,
dok je aktivnost plodova A. xprunifolia i A. melanocarpa nesto niza (Szopa i sar., 2017).
Milutinovi¢ 1 sar. (2019) navode da je koncentracija aronije koja je inhibirala 50% DPPH
slobodnih radikala (Ic50%) iznosila 1.25 mg/ml, §to je neSto vise od rezultata koji su dobijeni
ispitivanjem etanolnih i vodenih ekstrakata koji su koriSteni u ovom ispitivanju. Ispitivanjem 4
razlicita kultivara aronije za Ic50% DPPH dobijene su vrijednosti 16.2-35.7 pg/mL pri koriStanju
80% etanola kao sredstva za ekstrakciju, 1 33.2-61.4 ng/mL pri koriStanju zakiSeljenog metanola
(Bréunlich i sar., 2014).

Pri ispitivanju proizvoda od aronije (sok, kapsule, prah, ¢aj i suSena aronija) dobijeni rezultati su
pokazali da ovi proizvodi posjeduju visok antioksidativni kapacitet (od 12.09 do 40.19 mmol
TE/L 1 od 58.49 do 191.31 mmol TE/100 g s.m.) i redukcionu snagu (od 38.71 do 79.86 mmol
Fe**/L i od 13.50 do 68.60 mmol Fe?"/100 g s.m) (Toli¢ i sar., 2015). U zavisnosti od sezone,
DPPH za sok od aronije se kretao od 12.9 do 14.6 mM Troloxa/L, a FRAP od 128.2 do 179.5
mmol Fe**/L (Toli¢ i sar., 2017).

Rezultati raznih ispitivanja 1 ve¢eg broja antioksidativnih testova ukazuju na jaku antioksidativnu
aktivnost aronije (Meng 1 sar., 2019; Banach 1 sar., 2020), $to je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim u ovoj disertaciji.

Mnogi autori smatraju da sadrzaj polifenolnih jedinjenja (fenoli, antocijani) doprinosi ukupnoj
antioksidativnoj aktivnosti divljih treSanja (Gonzalez-Gomez i sar., 2010; Ferretti i1 sar., 2010;
Serradilla 1 sar., 2011), dok Serra 1 sar. (2011) navode da su, kod metanolskih ekstrakata tresnje,
najaktivnije supstance sa najboljim antioksidativnim svojstvima flavonoidi (ukljucujuéi katehin,
epikatehin, kvercetine 1 antocijanine) i derivati kininske kiseline (hlorogena kiselina,
neohlorogena kiselina).

Analiza treSanja iz Spanije dala je vrijednosti za DPPH 242 pmol TE/100 g svjezeg ploda, za
ABTS 640 umol TE/100 g svjezeg ploda i za FRAP 763 uM Fe?*/100 g svjezeg ploda (Ruiz-
Torralba i sar., 2018). Razli¢ite faze zrenja, takode, uticu na antioksidativnu aktivnost, tako da se
vrijednosti za ABTS krecu od 317.92 mg TE/100g svjezeg ploda, za pocetnu fazu zrenja, do
439.10 mg TE/100g svjezeg ploda, za zavrSnu fazu zrenja (Serradilla i sar., 2011). Analizom
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antioksidativne aktivnosti tamnih i svijetlih treSanja iz Turske, Hayaloglu i Demir (2015) isticu

da treSnje tamnije boje imaju jacu aktivnost, Sto se moze povezati sa sadrzajem antocijana u
uzorcima. Isti autori navode vrijednosti za ABTS od 4.5-6.15 mg TE/g svjezeg ploda, DPPH od
4.5-6.02 mg TE/g svjezeg ploda i FRAP od 0.44-1.61 mg TE/g svjezeg ploda. Istrazivanja su
pokazala da se bioaktivna jedinjenja mogu razlikovati zavisno od stepena zrelosti i da se sa

povecanjem intenziteta boje voca povecava i antioksidativna aktivnost (Aglar i sar., 2019).
4.1.3. Antibakterijska aktivnost ekstrakata

Suvi ekstrakti ispitivanih biljnih vrsta (T-trnjina, D-drenjak, A-aronija i Tr-treSnja) pripremljeni
su ekstrakcijom u 80% (v/v) etanolu (E) i u vodi (V)), za mikrobioloSka ispitivanja, u odredenim
koncentracijama, rastvoreni u 80% (v/v) etanolu (E) i u vodi (V). Kao kontrolni uzorci koristeni
su destilovana voda (C1), vitamin C - kao kontrola antioksidativnih osobina (C2) i etanol - kao
kontrole antimikrobne aktivnosti rastvaraca (C3). Rezultati istrazivanja su statisticki analizirani
kako bi se §to bolje uporedile osobine ispitivanih ekstrakata i izabrali biljni ekstrakti za dalju
primjenu.

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata na odabrane G(+) i G(-) bakterije (MIC i
MBC vrijednosti), koriStena je metoda razrjedivanja u agaru. Za testiranje inhibicije rasta
micelijuma plijesni Penicillium expansum koriStena je metoda razrjedivanja u agaru i pracen je
precnik rasta plijesni (5 dana).

U Tabeli 4.6. prikazani su rezultati testiranja antibakterijske aktivnosti ekstrakata, etanola
(kontrola), vitamina C (antioksidativno sredstvo) i antibiotika, na odabrane G(+) bakterije
Staphylococcus aureus 1 Bacillus cereus (Prilog, Slika A.). Mjerenje antibakterijske aktivnosti
vrSeno je metodom razrjedivanja u agaru, pri ¢emu su odredene minimalne inhibitorne (MIC) 1
minimalne baktericidne (MBC) koncentracije. Na osnovu prikazanih rezultata vidi se da se MIC
vrijednost analiziranih ekstrakta trnjine kretala od 7.5 do 30 mg/mL i1 da su mnogo bolju
aktivnost pokazali etanolni ekstrakti (EE 1 EV). Vrijednosti MBC za ekstrakte trnjine su se
kretale od 15 do >120 mg/mL, a kao najslabiji se pokazao vodeni ekstrakt trnjine (VV).

Kod ekstrakta drenjine, vrijednosti MIC su bile 15 mg/mL za S. aureus za sve analizirane
ekstrakte, a za B. cereus od 7.5 (EE) do 15 mg/mL za ostale ekstrakte. Vrijednosti MBC, za sve
ekstrakte drenjine, bile su 15 mg/mL za obe vrste bakterija, osim vodenog ekstrakta rastvorenog

u etanolu (VE), koji je prema S. aureus imao MBC vrijednost 30 mg/mL. Oba etanolska
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ekstrakta aronije pokazala su jaku aktivnost prema izabranim G(+) bakterijama, sa MIC

vrijednostima od 7.5 mg/mL prema B. cereus i 15 mg/mL prema S. aureus. Kod vodenih
ekstrakata aronije MIC vrijednost se kretala od 30 do 60 mg/mL, s tim da je malo jacu aktivnost
pokazao ekstrakt rastvoren u etanolu. Vrijednosti za MBC za S. aureus su se kretale od 15 (AEV)

do >120 mg/mL (AVV), 1 od 7.5 (etanolski ekstrakti aronije) do 60 mg/mL (AVV) za B. cereus.

Tabela 4.6. Antibakterijska aktivnost ispitivanih ekstrakata na odabrane G(+) bakterije

Trnjina Drenjina Aronija Crvena treSnja
EE| EV | VV | VE |EE |EV | VV | VE | EE | EV| VV | VE | EE | EV | VE | VV
“ X MIC
§2 (mg/ | 75| 30 30 15 | 15 | 15 15 15 | 15 | 15 60 | >30 | 30 | >30 | 30 120
S
§§ mL)
£ T | MBC
§§ (mg/ | 30 | >30 | >120 | 30 | 15 | 15 15 | 30 | 30 | 15 | >120 | >30 | >30 | >30 | >30 | >120
S mL)
. MIC
5: (mg/ |75 15 30 15 | 75| 15 15 15 | 75|75 60 30 30 30 30 60
=™~
3 | mb)
g =
S | MBC
§§ (mg/ | 15 15 60 15 | 15 | 15 15 15 | 75|75 60 | >30 | 30 | >30 | >30 | 120
mL)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Bacillus cereus WDCM 00151
MIC MBC MIC MBC
C2 2.5 mg/mL 5.0 mg/mL 2.5 mg/mL 2.5 mg/mL
C3 6% 6% 6% 6%
Ampicillin 10 34.40+1.50 11.50+2.32
mg (mm)
Ciprofloxacin 30.005.90 29.10+4.41
5 mg (mm)
Eryt i
Tyrromyetn 28.20+3.66 25.60+2.94
15 mg (mm)
Gentamici
entamicin 28.60+2.94 23.30+2.14
10 mg (mm)

*EE — suvi etanolni ekstrakt rastvoren u etanolu , EV- suvi etanolni ekstrakt rastvoren u vodi , VV - suvi vodeni
ekstrakt rastvoren u vodi , VE — suvi vodeni ekstrakt rastvoren u etanolu
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Ekstrakti crvene tresnje su pokazali najslabiju antibakterijsku aktivnost prema odabranim G(+)

bakterijama. Vrijednosti MIC su se kretale od 30 do 120 mg/mL za S. aureus i od 30 do 60
mg/mL za B. cereus. Vrijednosti MBC su bile od >30 do >120 mg/mL za S. aureus i od 30 do
120 mg/mL za B. cereus. Posmatrajuci vrstu ekstrakta, kao i rastvara¢ u kojem je rastvoren,
najbolji efekat prema izabranim bakterijama imali su etanolni ekstrakti rastvoreni u etanolu (EE),
dok su najlosiji efekat pokazali vodeni ekstrakti rastvoreni u vodi (VV).

Uzorak C2, koji je koriSten kao kontrola antioksidativnog sredstva, imao je vrijednosti MIC 2.5
mg/mL i MBC 5 mg/mL, za obe G(+) bakterije.

Uzorak C3 u koncentraciji koja je koriStena za pripremu rastvora ekstrakata koriSen je kao
kontrola, a izmjerene su vrijednosti za MIC 1 MBC od 6%.

U Tabeli 4.7. prikazani su rezultati testiranja antibakterijske aktivnosti ekstrakata, etanola kao
kontrole, vitamina C kao antioksidativnog sredstva, i antibiotika (provjera kulture) za izabrane
G(-) bakterije Escherichia coli i Salmonella enterica (Prilog, Slika A.) Na osnovu ovih rezultata
vidi se da su se MIC vrijednosti analiziranih ekstrakta trnjine kretale od 15 do 60 mg/mL, dok su
se MBC vrijednosti kretale od 30 do 120 mg/mL. Najslabiju aktivnost pokazao je vodeni ekstrakt
trnjine rastvoren u vodi. Za ekstrakt drenjine vrijednosti MIC su se kretale od 15 do 30 mg/mL, a
malo bolju aktivnost pokazuju ekstrakti rastvoreni u etanolu. MBC vrijednosti za ekstrakte
drenjine kretale su od 30 do 60 mg/mL za E. coli, 1 od 15 do 30 mg/mL za S. enterica.

Ekstrakti aronije 1 crvene treSnje nisu pokazali znacajniju antibakterijsku aktivnost prema
izabranim G(-) bakterijama. Vrijednosti za MIC su se kretale od 30 do 120 mg/mL, a za MBC od
30 do >120 mg/mL. Etanolni ekstrakti rastvoreni u etanolu su i kod G(-) bakterija pokazali jace
dejstvo, dok su vodeni ekstrakti rastvoreni u vodi imali najslabije dejstvo.

Uzorak C2, koji je koriSten kao kontrola antioksidativnog sredstva, imao je vrijednosti MIC 2.5
mg/mL za obe G(-) bakterije 1 MBC vrijednosti 5 mg/mL za E. coli 1 >5 mg/mL za S. enterica.
Uzorak C3 je koristen kao kontrola, pri ¢emu su izmjerene vrijednosti za MIC i MBC bile >6%.
Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da su analizirani ekstrakti pokazali jae dejstvo na
G(+), nego na G(-) bakterije, Sto je u skladu sa literaturnim podacima (Radovanovic¢ i sar., 2013;
Milenkovi¢-Andelkovic i sar., 2015).

Velickovi¢ (2013) i Radovanovi¢ i1 sar. (2013) su ustanovili da etanolski ekstrakti trnjine
pokazuju znaajno dejstvo na bakterije, kao Sto su Salmonella abony, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa 1 Staphylococcus aureus. Na etanolski ektrakt trnjine otpornost je
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pokazala bakterija Bacillus subtilis (VeliCkovi¢ 1 sar., 2014). Ekstrakti trnjine imaju znacajnu

bioloSku vaznost i kao antioksidansi i kao antimikrobna sredstva, Sto je potvrdio veliki broj

autora (Kumarasamy i sar., 2004; Radovanovi¢ i sar., 2013; Velickovi¢ i sar., 2014; Veli¢kovi¢ 1

sar., 2020).

Tabela 4.7. Antibakterijska aktivnost ispitivanih ekstrakata na izabrane G(-) bakterije

Trnjina Drenjina Aronija Crvena tres$nja
EE | EV | VV | VE | EE | EV | VV | VE | EE | EV | VV VE EE EV VE \'A%
- MIC
S| (mg/ | 15| >3] 60 | 15| 15| 30 | 30 | 15 | 30 | >30 [ >120 [ >30 | 30 | >30 | 30 | 120
: S
= S mL)
2 S
§ O | MBC
ag (mg/ | >30 | >30 | 120 | 30 | 30 | >30 | 60 | 30 | >30 | >30 | >120 | >30 | >30 | >30 | >30 | >120
= mL)
S| MIC
§§ (mg/ | 15 |>30 | 60 | 15 | 15 | 30 [ 30 | 15 | 30 | >30 | >120 | >30 | 30 | >30 | 30 | 120
S5 m
=
SN
5 | mBC
“ 2| (mg/ | 30 |>30| 60 | 30 | 15 | 30 | 30 | 30 | 30 | >30 | >120 | >30 30 >30 | >30 | >120
Y
5| mb)
Escherichia coli WDCM 00013 Salmonella enterica WDCM 00030
MIC MBC MIC MBC
C2 2.5 mg/mL >5.0 mg/mL 2.5 mg/mL 5.0 mg/mL
C3 >6% - 6% 6%
Ampicillin 10 16.50:£6.00 22.20+2.64
mg (mm)
Ciprofloxacin
32.60+3.32 36.60+5.43
5 mg (mm)
E .
fytromyein 9.001.26 8.20+1.17
15 mg (mm)
tamicin 10
Gentamicin 23.00+5.06 24.60+3.38

mg (mm)

Mnogi autori su ustanovili snazno antibakterijsko dejstvo drenjine na neke G(+) i G(-) bakterije

(Milenkovi¢-Andelkovi¢ 1 sar., 2015; Yigit, 2018; Kazimierski 1 sar., 2019). Etanolnih ekstrakti

drenjina pripremljeni toplom i1 hladnom ekstrakcijom (50°C, 12h i sobna temperatura, 12h),

61




Rezultati i diskusija
pokazali su malu ili umjerenu aktivnost (7-9.3 mm mjereno disk-difuzionom metodom) prema S.

aureus 1 joS nekim bakterijama i veoma malu aktivnost (7.1-7.4 mm mjereno disk-difuzionom
metodom) prema E. coli (Turker i sar., 2012). Ispituju¢i metanolni ekstrakt drenjine, Krisch 1 sar.
(2008) su utvrdili snaznu inhibiciju prema E. coli, dok su ispitivani vodeni ekstrakti pokazali
veoma malu osjetljivost. Isti autori navode da ekstrakti drenjine posjeduju prilicno dobar
kapacitet inhibicije. Smatra se da su iridoidi glavna jedinjenja odgovorna za protivupalna i
antimikrobna svojstva drenjine (Niziol-Lukaszewska i sar., 2018). Metanolni i etanolni ekstrakti
voca, sjemena, liS¢a i peteljke drenjine pokazuju znacajnu aktivnost prema S. aureus, E. coli i
Pseudomonas aeruginosa, a upotrebom smjese rastvaraa (zakiSeljeni metanol) dobije se
ekstrakt koji aktivnost pokazuje protiv 13 vrsta bakterija i plijesni (Milenkovi¢-Andelkovi€ i sar.,
2015; Dinda i sar., 2016).

Veci broj autora je ustanovio da ekstrakti aronije pokazuju bakteriostatsku aktivnost in vitro
prema S. aureus i E. coli (Shahin i sar., 2019; Jurendi¢ i S&etar, 2021). Liepina i sar. (2013)
navode da su vodeni i etanolni ekstrakti aronije, pripremljeni od svjezeg voca, inhibirali sve
testirane bakterije (B. cereus, S. aureus i1 P. aeruginosa). Isti autori za ekstrakte susenog ili
smrznutog voca potvrduju uticaj samo na G(+) bakterije, dok ti ekstrakti prema E. coli ne
pokazuju nikakvu aktivnost. Denev 1 sar. (2019) smatraju da je za antimikrobne osobine aronije
zasluZno djelovanje proantocijanidina.

Prilikom ispitivanja vodenih i etanolnih ekstrakate treSnje na €isti 1 klini¢ki soj E. coli, Rov€anin
1 sar. (2015) su zapazili ve¢e zone inhibicije rasta E. coli (Cisti soj) kod etanolnih ekstrakata, kao
1 nize koncentracije ekstrakta neophodne za inhibiciju ovog soja u poredenju sa klinickim sojem.
Hanbali i sar. (2012) takode smatraju da se kod ekstrakata divlje treSnje primjecuje antimikrobna
aktivnost.

Ispitivanja su dokazala da ekstrakti divljeg voc¢a pokazuju antibakterijsku aktivnost na vecinu
ispitivanih G(+) 1 G(-) bakterija (Radovanovi¢ i sar., 2013; Velickovi¢ 2013). Smatra se da su
G(+) bakterije podloznije inhibitornom dejstvu biljnih ekstrakata nego G(-), najvjerovatnije zbog

razlika u strukturi njihovih ¢elijskih zidova (Turker 1 sar., 2012).
4.1.4. Antifungalna aktivnost ekstrakata

Za testiranje antifungalne aktivnosti odabrana je plijesan Penicillium expansum, a koriStena je

metoda razrjedivanja u agaru (Prilog, Slika B). Na Grafiku 4.1. predstavljena je promjena
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precnika rasta plijesni tokom 5 uzastopnih dana mjerenja za razlicite koncentracije ekstrakata i

za kontrolni uzorak (K).
Kao $to se moze vidjeti iz dijagrama A, rastvori ekstrakata trnjine rastvoreni u vodi ne pokazuju
nikakvo inhibitorno dejstvo na plijesan P. expansum. Sto se ti¢e rasvora ekstrakata u etanolu,

moze se primijetiti da samo najviSa koncentracija (u oba slucaja) pokazuje znacajnije inhibitorno

dejstvo.
20 40
,éso TEE ’E\”O TEV
3 g 30mg/mL é _
o .é 20 30mg/mL
E 15mg/mL =
E >q=3 15mg/mL
g ey 7 5mg/mL | < /
=, S0 . 7.5mg/mL
e 3.75mg/mL
e K
e K
0 0 : ' : :
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
dan dan
50 40
ré\ ’§30 TVE
£ g 120mg/mL = e 30mg/mL
= N
% el 60mMg/mL .E 20 15mg/mL
,é e 30mg/mlL >§ / e 7.5mg/mL
= e 15mg/mL | =10 e 3, 75mg/mL
7 5mg/mL i K
K 0 ' : ) : ;
0 1 2 4 5 6 0 1 2 4 5 6

3 3
dan dan

*K-kontrola, rast plijesni bez dodanih ekstrakata
Grafik 4.1. Antifungalno dejstvo ekstrakata trnjine na plijesan Penicillium expansum

Ekstrakt trnjine TEE je pokazao dejstvo pri koncentracijama 15 1 30 mg/mL, a izmjereni precnici
rasta plijesni nakon 5 dana mjerenja bili su: 11.12 mm za koncentraciju 30 mg/mL 1 21 mm za
koncentraciju 15 mg/mL, dok je za kontrolu izmjeren prec¢nik 30.62 mm. Inhibicija rasta
micelijuma (IM) je 63.7% 1 31.4%, pojedina¢no. Takode, kad su u pitanju ove dvije
koncentracije, moze se primijetiti da je kod koncentracije 30 mg/mL tek od 4 dana mjerenja
doSlo do povecanja pre¢nika rasta plijesni. Pri koncentraciji od 15 mg/mL ve¢ nakon prvog dana
vidi se blag, ali konstantan porast pre¢nika rasta plijesni. Sto se ti¢e dvije najnize koncentracije

(3.751 7.5 mg/mL), one nisu pokazale nikakvo inhibitorno dejstvo na plijesan P. expansum.
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Ekstrakt TVE pokazuje djelovanje pri koncentraciji od 30 mg/mL (17.125 mm), ali se primijeti
blag, ali konstantan rast ve¢ od 3 dana mjerenja, sa IM 44.1%. Ostale koncentracije nisu
pokazale znacajnije djelovanje na testiranu plijesan, promjene tokom 5 dana mjerenja sli¢ne su
kontrolnom uzorku.

Ekstrakti TEV 1 TVV nemaju nikakvo inhibitorno djelovanje, ¢ak se moze primijetiti da
porastom koncentracije raste 1 pre¢nik (od 33.50-36.50 mm za TEV 1 31.25-39.50 mm za TVV).
Velickovi¢ (2020) navodi da je vodeni ekstrakt trnjine posjedovao nesto bolja antifungalna
svojstva od etanolnog ekstrakta, ali je to dejstvo bilo znatno slabije od komercijalno koristenih

antimikotika, dok Gegiu 1 sar. (2015) navode da ekstrakti trnjine nemaju nikakvo antifungalno

djelovanje.
40 20
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*K-kontrola, rast plijesni bez dodanih ekstrakata
Grafik 4.2. Antifungalno dejstvo ekstrakata drenjine na plijesan Penicillium expansum

Na Grafiku 4.2., koji pokazuju antifungalno djelovanje ekstrakata drenjine, moze se vidjeti da
ekstrakti rastvoreni u vodi (DEV 1 DVV) ne pokazuju aktivnost prema plijesni Penicillium
expansum. Ekstrakti rastvoreni u etanolu (DEE i DVE) pri koncentraciji 30 mg/mL pokazuju

inhibitorno djelovanje.
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Ekstrakt drenjine DEE je pokazao dejstvo pri koncentracijama 15 i1 30 mg/mL. Izmjereni precnici

rasta plijesni nakon 5 dana mjerenja za ovaj ekstrakt bili su: 11.75 mm za koncentraciju 30
mg/mL 1 20 mm za koncentraciju 15 mg/mL, dok je pre¢nik za kontrolu, nakon 5 dana mjerenja,
iznosio 30.62 mm. IM za ove koncentracije je iznosio 61.6% i 34.7%, pojedinac¢no. Primjecuje se
da je kod koncentracije 30 mg/mL do povecanja precnika doslo tek nakon 4 dana mjerenja, a pri
koncentraciji od 15 mg/mL rast je bio usporen ali konstantan. NiZe ispitivane koncentracije nisu
pokazale nikakvo inhibitorno dejstvo (27.5-30.61 mm).

Ekstrakt DVE pokazuje znacajno inhibitorno djelovanje pri koncentraciji od 30 mg/mL, sa
porastom precnika nakon 5 dana od 10.75 mm, sa IM vrijednosti od 64.9%. Blagi porast se
primjecuje tek 4-og dana mjerenja. Isti ekstrakt u koncentracija 15 mg/mL pokazuje konstantan
porast precnika (24.5 mm), uz IM od 20%, dok nize koncentracije ne pokazuju djelovanje na
izabranu plijesan (30.61 mm).

Kod ekstrakata drenjine DEV 1 DVV ustanovljeno je, kao i kod trnjine, da porastom
koncentracije raste i precnik plijesni, §to dovodi do zakljucka da ovi ekstrakti stvaraju pogodnu
sredinu za razvoj izabrane plijesni (31.50-33.83 mm i 30-38.75 mm, pojedinacno).

Ispitivanjem ekstrakata raznih dijelova drenjka, KrzysSciak i sar. (2011) dokazuju da oni nemaju
dejstvo na izabrane plijesni.

Na Grafiku 4.3. prikazana je aktivnost ekstrakata aronije na plijesan Penicillium expansum, i
moze se vidjeti da ekstrakti rastvoreni u vodi (AEV 1 AVV) nemaju antifungalno dejstvo, dok
ekstrakti rastvoreni u etanolu pokazuju djelovanje u koncentracijama 15 1 30 mg/mL.

Ekstrakt aronije AEE pokazuje dejstvo u viSim koncentracijama (15 i 30 mg/mL). Izmjereni
precnici rasta plijesni nakon 5 dana mjerenja za ovaj ekstrakt bili su 12.75 mm za 30 mg/mL 1 23
mm za 15 mg/mL, ili izrazeno preko IM 54.4% 1 41.2%, pojedina¢no. Do povecanja precnika
kod koncentracije 30 mg/mL dolazi 3 dan, a pri koncentraciji od 15 mg/mL rast je usporen ali
konstantan. NajniZa ispitivana koncentracija nije pokazale nikakvo inhibitorno dejstvo (30.61
mm).

Kod ekstrakta AVE primjetno je znacajno inhibitorno djelovanje pri koncentraciji od 30 mg/mL,
sa porastom precnika nakon 5 dana od 11.375 mm, a blagi porast se primjecuje tek 4 dana
mjerenja. IM za ovu koncentraciju ekstrakta aronije je 62.8%. Koncentracija 15 mg/mL pokazuje
manje inhibitorno djelovanje (IM 32.2%) uz konstantan porast precnika (20.75 mm). Najniza

koncentracije ovog ekstrakte ne pokazuju djelovanje na izabranu plijesan (30.61).
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“K-kontrola, rast plijesni bez dodanih ekstrakata
Grafik 4.3. Antifungalno dejstvo ekstrakata aronije na plijesan Penicillium expansum

Ekstrakti aronije, AEV 1 AVV, kao u prethodna dva slucaja, predstavljaju pogodnu sredinu za
razvoj izabrane plijesni, te su precnici ve¢i nego kod kontrole (30.5-33.00 mm i 34.50-37.5 mm,
pojedinacno).

U vedini istrazivanja navodi se da vodeni i etanolski ekstrakti nisu imali nikakvo antifungalno
dejstvo na ispitivanim plijesnima (Liepina i sar., 2013; Kim i sar., 2018; Denev i sar., 2019).

Na Grafiku 4.4. prikazano je dejstvo ekstrakata crvene treSnje na plijesan Penicillium expansum.
Ekstrakti TrEE 1 TrVE imaju dejstvo u koncentraciji od 30 mg/mL, dok ostale analizirane
koncentracije nisu pokazale nikakvu aktivnost prema izabranoj plijesni. Ekstrakti rasvoreni u
vodi takode nisu pokazali aktivnost bez obzira na koncentraciju.

Ekstrakt crvene tresnje TrEE je pokazao inhibitorno djelovanje (IM od 63.3%) u koncentraciji 30
mg/mL sa pre¢nikom nakon 5 dana mjerenja od 11.25 mm. Koncentracija od 15 mg/mL ima
konstantan porast i veoma slabo djelovanje, a koncentracija od 7.5 mg/mL nije pokazala nikakvo
inhibitorno dejstvo.

Ekstrakt TrVE pokazuje znacajno inhibitorno djelovanje pri koncentraciji od 30 mg/mL, sa

porastom precnika nakon 5 dana od 10.75 mm (IM od 54.3%). Blagi porast se primjecuje tek 4
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dana mjerenja. Nize koncentracije, 15 1 7.5 mg/mL pokazuju konstantan rast pre¢nika (25 mm), i

veoma slabo djelovanje na izabranu plijesan.
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Grafik 4.4. Antifungalno dejstvo ekstrakata crvene tresnje na plijesan Penicillium expansum

o
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Kod ekstrakata crevene treSnje, TrEV 1 TrVV, ponovo se moZe primjetiti da sa porastom
koncentracije raste i precnik, te i ovi ekstrakti ¢ine pogodnu sredinu za razvoj plijesni
Penicillium expansum (31.50-33.50 mm i 31.5-39.00 mm, pojedinacno).

Rezultati koje su dali Hanbali i sar. (2012) u svom radu potvrduju mjerljivi uticaj ekstrakata P.
avium na C. albicans, §to je u saglasnosti sa ovim istaZivanjem.

Na Grafiku 4.5. prikazano je djelovanje razli¢itih koncentracija rastvora etanola i vitamina C na
Penicillium expansum.

Ispitivanja razli¢itih koncentracija vitamina C nisu pokazale nikakvu aktivnost na Penicillium
expansum, $to je bilo 1 o¢ekivano, posto se vitamin C uglavnom koristi kao antioksidativno a ne
antimikrobno 1 antifungalno sredstvo. Uz konstantan rast tokom cijelog perioda mjerenja,

precnici su se kretali od 26.75-28.50 mm.
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Grafik 4.5. Antifungalno dejstvo vitamina C i etanola na plijesan Penicillium expansum

Iz dijagrama se vidi da etanol u koncentraciji 6% ima znacajno inhibitorno djelovanje na
plijesan, rast precnika je znatno usporen, i 5-og dana mjerenja iznosio je 9.33 mm (IM 69.51%).
Rasvor etanola u koncentraciji 3% djeluje u manjoj mjeri uz konstantan rast pre¢nika tokom
perioda mjerenja (24.25 mm), sa IM od 20.79%. Ostale ispitivane koncentracije, 1.5 1 0.75%,
nisu pokazale nikakvu aktivnost na Penicillium expansum.

Posmatrajuéi trend rasta ekstrakata rastvonenih u etanolu (EE i VE) i etanola u razli¢itim
koncentracijama, vidi se da je u velikoj mjeri sadrzaj etanola zasluZan za inhibitorno djelovanje,
ali znac¢ajan udio ima 1 koli¢ina rastvorenog ekstrakta, $to se viSe primjecuje kod koncentracija
od 15 mg/mL.

U Tabeli 4.8. prikazan je uticaj EE rastvora ekstrakata na promjenu pre¢nika rasta plijesni P.
expansum nakon 5 dana mjerenja (izraZen u mm).

Iz prikazanih rezultata se vidi pre¢nik rasta plijesni P. expansum za testirane ekstrakte razlicitih
koncentracija i1 kontrolnog uzorka. Svi testirani rastvori ekstrakata u koncentracijama 30 mg/mL 1
15 mg/mL, bez obzira na biljni vrstu od koje su dobijeni, su pokazali inhibitorno dejstvo na

testiranu plijesan, dok koncentracije od 3.75 mg/mL 1 7.5 mg/mL nisu pokazale djelovanje.

Tabela 4.8. Uticaj koncentracije etanolnih rastvora ekstrakata na precnik rasta plijesni
Penicillium expansum (u mm)
A2r 30mg/mL 15mg/mL 7.5mg/mL 3.75mg/mL
TEE 6.50° 16.16% 29.50° 28.00°
DEE 6.33° 14.83° 26.00* 22.50¢
AEE 7.33° 17.33% 25.16° -
TrEE  6.25° 22.25% 26.75% -
K 26.042 26.04* 26.042 26.042

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke
znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu
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Najjace dejstvo pokazao je rastvor treSnje u koncentraciji od 30 mg/mL (izmjerena razlika

precnika rasta od 6.25 mm), dok je najslabije dejstvo pokazao rastvor trnjine u koncentraciji od
7.5 mg/mL (29.50 mm).

Posmatrajuci ekstrakte u koncentracijama od 30 mg/mL, moze se primjetiti da postoji statisticki
znacajna razlika (p<0.05) u odnosu na kontrolni uzorak, ali izmedu njih pojedina¢no nema
statistiCki znacajne razlike (p>0.05). Najmanji porast pre¢nika imaju najkoncentrovaniji
ispitivani rastvori (30 mg/mL), sa smanjenjem koncentracije dolazi do povecanja pre¢nika.

U Tabeli 4.9. prikazan je uticaj vodenih ekstrakata rastvorenih u etanolu (VE) na promjenu
precnika rasta plijesni P. expansum nakon 5 dana mjerenja (izrazen u mm).

Dobijeni rezultati ukazuju da testirani rastvori ekstrakata VE u zavisnosti od koncentracije
pokazuje antifungalno djelovanje i uticu na precnik rasta plijesni P. expansum. Testirani rastvori
ekstrakata u koncentracijama 30 mg/mL pokazali su znacajno inhibitorno dejstvo na testiranu
plijesan. Rastvori u koncentraciji od 15 mg/mL imaju slabiji uticaj na inhibiciju plijesni, a
najnize koncentracije ne pokazuju djelovanje prema plijesni P. expansum. Najjace dejstvo
pokazao je rastvor drenjine u koncentraciji od 30 mg/mL (izmjerena razlika precnika rasta od
5.66 mm), a najslabije dejstvo imali su rastvor trnjine i drenjine u nizim koncentracijama (26.50
mm).

Posmatrajuéi rastvore VE u koncentraciji 30 mg/mL, vidi se da najjace djelovanje, odnosno
najmanji porast precnika, imaju drenjina i aronija (5.66 1 5.83 mm, pojedinacno). Takode, moze
se primjetiti da izmedu njih pojedina¢no nema statisti¢ki znacajne razlike (p>0.05), dok
statisti¢ki znacajna razlika (p<0.05) postoji u odnosu na kontrolni uzorak.

Rastvori u koncentraciji od 15 mg/mL pokazuju statisticki znacajnu razliku i medusobno 1 u

odnosu na kontrolu (p<0.05).

Tabela 4.9. Uticaj koncentracije vodenih ekstrakata rastvorenih u etanolu na precnik rasta
plijesni Penicillium expansum (u mm)

A2r 30mg/mL 15mg/mL 7.5mg/mL 3.75mg/mL

TVE 12.16° 22.5° 26.50? 20.00°
DVE 5.66° 19.5¢ 26.50? 26.50°
AVE 5.83° 16.00¢ 25.50? -
TrVE  9.00° 19.75¢ 20.00° -

K 26.04 26.04 26.04 26.04

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke
znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

69



Rezultati i diskusija
Rastvori ekstrakata u koncentracijama od 3.75 mg/mL i 7.5 mg/mL nisu pokazale djelovanje.

StatistiCki znacajnije se razlikuju u svojim grupama TrVE 7.5 mg/mL, i TVE 3.75 mg/mL.

Iz prikazanih rezultata, moze se vidjeti da etanolni rastvori ekstrakata u ve¢im koncentracijama
imaju znacajno dejstvo, Sto potvrduju i Othman i sar. (2019). Krzysciak i sar. (2011) navode da
metanolni i etanolni ekstrakti drenjine pored znacajnog antibakterijskog djelovanja, pokazuju
dejstvo 1 na testirane gljivice (Candida albicans 1 Aspergillus fumigata). Ispitivanjem etanolnih
ekstrakata raznih biljnih vrsta, Mostafa 1 sar. (2018) potvrduju njihovo dejstvo na
mikroorganizme, Sto potvrduje rezultate ovog istrazivanja.

U Tabeli 4.10. prikazan je uticaj rastvora etanolnih ekstrakata rastvorenih u vodi (EV) na
promjenu precnika rasta plijesni P. expansum nakon 5 dana mjerenja (izraZen u mm).

Prikazani podaci pokazuju da rastvori ekstrakata bez obzira na koncentraciju, nemaju nikakvog
uticaja na inhibiciju testirane plijesni. Primjetno je da su sve vrijednosti vise od kontrolnog
uzorka (osim aronije 7.5 1 15 mg/mL, 25.67 1 25.50 mm, pojedinacno), pa se moze zakljuciti da
ovi rastvori pogoduju rastu i razvoju plijesni, naroCito u viSim koncentracijama. Promjene
preénika kod koncentracija 30 mg/mL su se kretale od 27.00-31.50 mm. Smanjenjem
koncentracije i promjena pre¢nika se neznatno smanjuje, pa je kod koncentracije od 15 mg/mL ta

vrijednost iznosila 25.50-28.83 mm, a kod 7.5 mg/mL iznosila je 25.67-28.50 mm.

Tabela 4.10. Uticaj koncentracije etanolnih ekstrakata rastvorenih u vodi (EV) na precnik rasta
plijesni Penicillium expansum (u mm)

A2r 30mg/mL 15Smg/mL  7.5mg/mL
TEV 31.50% 28.50% 28.50%
DEV 27.00% 28.83% 26.50°
AEV 28.00% 25.50% 25.67%
TrEV 28.25° 28.50° 26.50°
K 26.04° 26.04% 26.04°

* Vrijednosti parametara a, unutar iste kolone su statisticke
znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Primjetno je da medu ispitivanim ekstraktima, bez obzira na koncentraciju, nema statisticki
znacajne razlike (p>0.05).

Djelovanje rasvora vodenih ekstrakata rastvorenih u vodi (VV) na promjenu pre¢nika rasta
plijesni P. expansum nakon 5 dana mjerenja prikazan je u Tabeli 4.11.

Kao §to se moZe vidjeti iz prikazanih rezultata, VV rastvori ekstrakata ne pokazuju nikakvo

inhibitorno djelovanje na P. expansum. 1 pored prili€no visokih koncentracija koriStenih u
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ispitivanju, svi rastvori su pokazali da vise djeluju na rast i razvoj plijesni, nego kao inhibitori.

Smanjenjem koncentracije ovaj efekat se malo smanjuje ali su vrijednosti promjene precnika i
dalje vise od kontrole (izuzetak su tresnja 30 mg/mL sa 25.50 mm, i aronija 15 mg/mL sa 25.00
mm).

Posmatrajuc¢i koncentraciju 120 mg/mL, promjene precnika su se kretale od 32.50 mm kod
aronije, do 34.16 kod trnjine. U ovoj grupi primjeti se da su svi rastvori imaju statisticki viSe
vrijednosti u odnosu na kontrolni uzorak.

Kod koncentracije od 60 mg/mL, vrijednosti su malo nize, i kretale su se od 29.83 mm kod

aronije, do 34.50 mm kod trnjine. Primjeti se statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka.

Tabela 4.11. Uticaj koncentracije vodenih ekstrakata rastvorenih u vodi (VV) na precnik rasta
plijesni Penicillium expansum (u mm)

A2r 120mg/mL 60mg/mL 30mg/mL 15mg/mL 7.5mg/mL
TVV 34.16° 34.50° 32.75° 28.752 26.25%
DVV 33.75° 31.00% 27.50° 25.00° 27.00%
AVV 32.50° 29.83%® 29.502 - .
TrVvV  34.00° 32.00% 25.50° - -

K 26.04* 26.04% 26.04% 26.04% 26.04%

* Vrijednosti parametara a-b, unutar iste kolone su statisticke
znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Kod rastvora koncentracije 30 mg/mL vrijednosti su se kretale od 25.50 mm (crvena tre$nja) do
32.75 mm (trnjina). Postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu ispitivanih ekstrakata.

Sto se ti¢e najnizih koncentracija, nema statisti¢ki zna¢ajne razlike (p>0.05).

I pored potvrdene antibakterijske aktivnosti, vodeni rastvori ekstrakata nisu pokazali
antifungalno dejstvo. Sa dobijenim rezultatima slazu se 1 Kim 1 sar. (2018), a Othman 1 sar.
(2019) tvrde da vodeni ekstrakti pokazauju veoma malo ili uopSte ne pokazuju nikakvo
djelovanje.

Uticaj razli¢itih koncentracija etanola i vitamina C na promjenu precnika rasta plijesni P,
expansum nakon 5 dana mjerenja, prikazan je u Tabeli 4.12.

Ispitivanjem razli¢itih koncentracija etanola kao inhibitora rasta plijesni P. expansum, pokazalo
se da koncentracija od 6% ima najbolji uticaj 1 najmanju promjenu rasta precnika od 4.33 mm
(IM od 69.51%). Smanjenjem koncentracije dolazi do rasta ovih vrijednosti, tako da je za 3%
etanol ova vrijednost 19.25 mm, a nize koncentracije (1.5 1 0.75%) imaju vrijednosti nize od

kontrole (K).
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Tabela 4.12. Uticaj koncentracije rastvora etanola i vitamina C na precnik rasta plijesni

Penicillium expansum (u mm)
Smg/mL 2.5 mg/mL 1.25mg/mL

VLRI (E =0 23.00 21.75
o 6% 3% 150%  0.75%
433 19.25 26.33 26.50

kontrola 26.04

Etanol u koncentraciji od 50-90% ima veoma Siroku upotrebu kako za dezinfekciju tako i kao
sredstvo protiv bakterija, gljivica i virusa. U prehrambenoj industriji pokazalo se da etanol
inhibira rast plijesni koje izazivaju kvarenje pekarskih proizvoda (rodovi Penicillium, Aspergillus
1 Cladosporium) (Rogawansamy i sar., 2015).

U zavisnosti od vrste plijesni, Dao i Dantigny (2011) smatraju da koncentracije do 12% etanola
imaju inhibitorno dejstvo. Za plijesni Penicillium koncentracije do 4% nemaju nikakav uticaj,
dok je koncentracija od 8% imala inhibitorni efekat. Isti autor smatra da je za Penicillium
expansum inhibitorna koncentracija etanola 5-5.5%, Sto se slaze sa rezultatima ovog istaZivanja.
Smatra se da djelovanje etanola na plijesni u velikoj mjeri zavisi od stepena hidratacije spora
(Dao i Dantigny, 2011).

Kad je u pitanju rastvor vitamina C, nema znacajnijih promjena bez obzira na koriStenu
koncentraciju. Vrijednosti su malo niZze od kontrolnog uzorka i kretale su se od 21.75-23.50 mm,
Sto je zanemarivo u pogledu inhibitorne aktivnosti. Posto je vitamin C koriSten kao
antioksidativno sredstvo, ove vrijednosti su 1 ocekivane.

U velikoj mjeri se antimikrobno djelovanje ispitivanih ekstrakata povezuje sa koli¢inom 1
strukturom ekstrahovanih spojeva. Antimikrobno djelovanje biljnih ekstrakta Cesto se povezuje
sa polifenolnim jedinjenjima koja imaju 1 antioksidativno djelovanje. Mnogi autori smataju da su
upravo fenolna jedinjenja, antocijani, iridiodi, tanini 1 mnoga druga jedinjenja zasluzni za dobre
antimikrobne osobine (Radulovi¢ i sar., 2013; Velickovi¢ i sar., 2014; Milenkovic¢-Andelkovi¢ i

sar., 2015; Denev i sar., 2019; Pozzo i sar., 2019).

72



Rezultati i diskusija

4.2. ANALIZA TRETIRANIH PRIRODNIH OMOTACA

U ovom poglavlju su predstavljeni rezultati antioksidativnog i antimikrobnog ispitivanja
prirodnih omotaca tretiranih ekstraktima trnjine, aronije, drenjine i crvene treSnje. U
ispitivanjima antioksidativnih i antimikrobnih osobina koriSteni su prirodni omotaci tretirani
rastvorima ekstrakata odredenih koncentracija. Kao kontrolni uzorci koriSteni su omotaci
tretirani vodom (C1), vitaminom C u koncentraciji od 5 mg/mL (C2) kao antioksidativnim
sredstvom 1 6% etanolom (C3) kao antimikrobnim sredstvom.

Rezultati istrazivanja su statistiCki analizirani kako bi se $to bolje uporedile osobine ispitivanih

tretiranih prirodnih omotaca 1 izabrali najpogodniji za dalju primjenu.
4.2.1. Osobine rastvora koristenih za tretiranje prirodnih omotaca

Na osnovu rezultata dobijenih analizom ekstrakata, izabrane su koncentracije koje su koriStene

za tretiranje omotaca.

Tabela 4.13. Koncentracije i pH vrijednost ispitivanih rastvora

koncentracija pH

C1 - 5.63+0.05

C2 Smg/mL 2.84°+0.07

C3 6% 4.46°+0.58
TEE  22.5mg/mL 3.67%%hA10 05
TEV 45 mg/mL 3.55%%B+(.00
TVV 90 mg/mL 3.69%fhA10 02
TVE  22.5 mg/mL 3.684141+0 03
DEE  22.5 mg/mL 3.429¢+0.05
DEV 45 mg/mL 3.23%48+0.02
DVV 45 mg/mL 3.39%4+0.03
DVE  22.5mg/mL 3.44%4£0.06
AEE 45 mg/mL 3.92fh4+0 02
AEV 45 mg/mL 3.85%8M40.04
AVV 120 mg/mL 3.91%41+0.01
AVE 45 mg/mL 3.85%M40.01
TrEE 30 mg/mL 4.16°"+0.00
TrEV 30 mg/mL 4.04°2B+0.01
TrvVV 120 mg/mL 3.98%h41+0 .01
TrVE 30 mg/mL 4.18¢+0.01

* Vrijednosti parametara a-h, su statisticke znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu, vrijednosti parametara A-B su
statisticke znacajnosti u okviru jedne biljne vrste
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U Tabeli 4.13. prikazane su koncentracije koje su koriStene za tretiranje omotaca a koji su potom

koristeni za ispitivanje antibakterijske i antifungalne aktivnosti, kao i pH vrijednost tih rastvora.
1z prikazanih podataka moze se vidjeti da su svi rastvori kiseli, a vrijednosti su se kretale od 2.84
za C2, do 5.63 za C1. Sto se ti¢e rastvora ekstrakata najniZze vrijednosti imali su rastvori drenjine
(3.23-3.44), zatim slijedi trnjina (3.55-3.69), aronija (3.85-3.92) i na kraju crvena tresnja (3.98-
4.18). Takode moze da se primjetiti znacajna razlika kako medu rastvorima, tako i unutar
pojedinih biljnih vrsta (p<0.05).

Poredeci svjezu, suvu i smrznutu aroniju, Liepina i sar. (2013) za vodene ekstrakte navode nize
vrijednosti (3.2-3.8), dok se rezultati za etanolne ekstrakte slazu sa rezultatima dobijenim u ovom
radu.

Petkova i Ognyanov (2018) u svom istrazivanju pH vrijednosti drenjine, navode vrijednosti od
3.19-3.46, $to je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji.

Liepina i sar. (2013) smatraju da nema povezanosti izmedu pH vrijednosti i antibakterijskog
djelovanja, te da pH nije odlucuju¢i faktor za antimikrobnu aktivnost ekstrakata. U literaturi

nema dostupnih podataka za trnjinu i divlju tresnju.
4.2.2. Antioksidativne osobine tretiranih prirodnih omotaca

Sadrzaj ukupnih fenola (TPC) ispitivanih prirodnih omotaca tretiranih ekstraktima predstavljeni
su u Tabeli 4.14. Na osnovu prikazanih rezultata, moZe se vidjeti da se sadrzaj ukupnih fenola
kretao od 0.304 mg GAE/g (TrEV) do 6.861 mg GAE/g (AEE).

Kod tretmana omotaca sa rastvorima ekstrakata trnjine, TEE je imao najviSi sadrzaj ukupnih
fenola (3.074 mg GAE/g), a najnizi TVE (1.019 mg GAE/g). TVV 1 TEV imali su priblizno
jednake vrijednosti, oko 2 mg GAE/g, iako su koriStene razli¢ite koncentracije za tretiranje
omotaca (90 1 45 mg/mL, pojedina¢no).

Sto se ti¢e omotaca tretiranih rastvorima ekstrakata drenjine, DEV je imao najvisi TPC od 2.689
mg GAE/g uz koriStenu koncentraciju od 45 mg/mL. Za istu koriStenu koncentraciju, DVV je
imao TPC od 1.637 mg GAE/mL. Za DVE i DEE su koristene koncentracije od 22.5 mg/mL, i
vrijednosti TPC su iznosile 1.659 i 1.085 mg GAE/g, pojedinacno.

Najvisa vrijednost TPC nadena je u omotacima tretiranim ekstraktima aronije, S$to je i bilo
o¢ekivano s obzirom da je i suvi ekstrakt aronije imao znatno viSe vrijednosti TPC od drugih

biljnih vrsta. lako su koriStene iste koncentracije (45 mg/mL), najviSu vrijednost pokazao je
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omotac tretiran AEV (7.75 mg GAE/g), malo nizu vrijednost je imao AEE (6.86 mg GAE/g), dok
je najnizu koncentraciju TPC imao AVE (5.15 mg GAE/g). Omotaci tretirani AVV, u
koncentraciji od 120 mg/mL, imali su vrijednost TPC od 5.6 mg GAE/g. Posmatraju¢i ove
vrijednosti vidi se da je TPC za omotace tretirane ekstraktima aronije veoma sli¢an vrijednostima

za C2, koji je koriSten kao kontrola antioksidativnog sredstva.

Tabela 4.14. Sadrzaj ukupnih fenola (TPC) testiranih prirodnih omotaca tretiranih ispitivanim

ekstraktima u mg GAE/g
TPC (mg GAE/g)
e o mee BN ams D00 TEE
ey T PRV foow ARV Logoe eV LERT
R R T
™vE L ovE LG, e 3T e G
g
— 26%232

* Vrijednosti parametara a-h, su statisticke znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Kod omotaca tretiranih rastvorima crvene treSnje u koncentraciji od 30 mg/mL, najnize
vrijednosti TPC izmjerene su kod TrVE 1 TrEE (0.304 1 0.335 mg GAE/g, pojedina¢no), a nesto
viSu vrijednost pokazao je TrEV (1.882 mg GAE/g). Najvisu vrijednost imao je TrVV (2.346 mg
GAE/g) uz koriStenu najvecu koncentraciju od 120 mg/mL.

Posmatrajuéi prikazane rezultate vidi se da postoji statisticki znac¢ajna razlika (p<0.05) izmedu
ispitivanih biljnih ekstrakata.

Iako su ispitivanja o pozitivnom djelovanju prirodnih polifenolna dobijenih iz raznog biljnog
materijala priliéno brojna, veoma je malo informacija o efektima jestivih filmova koji sadrze
prirodne biljne ekstrakte (Mohd Azman 1 sar., 2016). Aktivne materije bioloSkog porijekla imaju
snazno antioksidativno i antimikrobno djelovanje, kao 1 nisku toksi¢nost i smatraju se efikasnim
sredstvom za aktivno pakovanje koje moze da se koristiti za ¢uvanje i1 konzervisanje hrane
(Dobrucka 1 Cierpiszewski, 2014).

Nazmi 1 Sarbon (2019) u svom radu navode da se TPC u zastitnim premazima ili kompozitima
(filmovima) povezuje sa sadrzajem fenola u koriStenim ekstraktima 1 na primjeru biljnog

ekstrakta C. asiatica pokazali su jaku vezu izmedu fenolnog spoja i antioksidativne aktivnosti.
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Isti autor smatra da se koli¢ina ukupnih fenola u filmu povecava sa povecanjem koncentracije

ekstrakta, a s tim se slazu i Shojaee-Aliabadi 1 sar. (2013).

U Tabeli 4.15. prikazani su izmjerene vrijednosti DPPH (mg GAE/g) prirodnih omotaca
tretiranih ispitivanim ekstraktima i vitaminom C. Iz prikazanih rezultata vidi se da se vrijednosti
za DPPH krecu od 0.028 mg GAE/g (TVE), do 1.259 mg GAE/g (AEV) 1 1.262 mg GAE/g (C2).
Kod tretmana omotaca sa rastvorima ekstrakata trnjine, moze se primijetiti da su sve vrijednosti
dosta niske. Rastvor TVE je imao najnizu vrijednost od 0.028 mg GAE/g, dok je rastvor TEE za
istu koriStenu koncentraciju imao vrijednost DPPH od 0.129 mg GAE/g, §to je vjerovatno
rezultat upotrebe razliCitih rastvora za ekstrakciju, odnosno razli¢itih koli¢ina ekstrahovanih
materija. Rastvor TEV imao je vrijednost DPPH od 0.160 mg GAE/g za neSto viSu koriStenu
koncentraciju, dok je rastvor TVYV, iako je koristen u visokoj koncentraciji, imao vrijednosti od
0.085 mg GAE/g.

Omotaci tretirani sa rastvorima ekstrakata drenjine imali su neSto viSe vrijednosti od rastvora
ekstrakata trnjine. Vrijednosti za rastvore DEE, DVV 1 DVE bile su veoma bliske i kretale su se
u rasponu od 0.234 do 0.247 mg GAE/g. Malo viSu vrijednost pokazao je rastvor DEV (0.457

mg GAE/g) uz nesto visu koristenu koncentraciju.

Tabela 4.15. DPPH testiranih prirodnih omotaca tretiranih ispitivanim ekstraktima u

mg GAE/g

DPPH mgGAE/g
e L0 PP o AT St TR Soom
Y Gt PRV ARV 50 TRV U
™V ooes PVl AV los ™V G
™VE (ts  PVE o AVE o mvE IO

h

@

* Vrijednosti parametara a-h, su statisticke znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Najvisa vrijednost za DPPH, kao i kod ukupnih fenola, nadena je u omota¢ima tretiranim
rastvorima ekstrakata aronije, $to je i bilo o¢ekivano s obzirom na osobine suvog ekstrakta
aronije, kao 1 na koriStene koncentracije za tretman. Uz koriStenje iste koncentracije (45 mg/mL),

najvisu vrijednost DPPH pokazao je omotac tretiran AEV (1.259 mg GAE/g), dok su neSto niZu
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vrijednost je imali AEE i AVE (0.944 i1 0.983 mg GAE/g, pojedinacno). I pored visoke
koncentracije koriStene u tretmanu, AVV je pokazao najnizu vrijednost medu rastvorima aronije,
koja je iznosila 0.897 mg GAE/g.

Za omotace tretirane rastvorima crvene treSnje u koncentraciji od 30 mg/mL, najniza vrijednost
DPPH je izmjerena kod TrVE (0.035 mg GAE/g), viSu vrijednost imali su TrEV 1 TrEE (0.134 1
0.168 mg GAE/g, pojedina¢no). Rastvor TrVV i pored visoke koncentracije koriStene za tretman
(120 mg/mL) kao i visokog sadrzaja ukupnih fenola imao je vrijednost DPPH od 0.148 mg
GAE/g.

Posmatrajuéi prikazane rezultate za DPPH mozZe se primjetiti da postoji statisticki znacajna
razlika (p<0.05) izmedu ispitivanih rastvora biljnih ekstrakata.

U svom radu sa filmovima na bazi zelatina i dodatkom ekstrakta C.asiatica, Nazmi 1 Sarbon
(2020) navode jaku DPPH aktivnost, i smatrajuci da su za to zasluzni fenolni spojevi ukljucujuci
flavonoide, fenolnu kiselinu 1 tanine. Pires 1 sar. (2013) su analizom raznih eteri¢nih ulja dodanih
u filmove dosli do podatka da dolazi do povecanja DPPH vrijednosti, narocito u slu€aju filmova
s dodatkom ulja korijandera i citronele.

Peighambardoust i1 sar. (2021) navode da dodaci antioksidanasa u filmove znacajno uti¢u na
povecanje njihove DPPH vrijednosti, iako smatraju da su antioksidativna aktivnost i termicka
stabilnost antioksidansa razlicita, $to potvrdenuju analizom razli¢itih kompozitnih filmova sa
dodatkom sintetickih antioksidanasa (BHT, BHA, sorbinska kiselina).

Uticaj povecanja koncentracije dodatih antioksidanasa (esencijalno ulje) na povecanje DPPH
vrijednosti potvrduju mnogi autori (Shojaee-Aliabadi i sar., 2013; Goémez-Estaca 1 sar., 2014;
Salarbashi i sar., 2014).

Teixeira 1 sar. (2014) smatraju da do povecanja DPPH aktivnosti u filmovima od proteina ribe
dolazi ugradnjom eteri¢nith ulja. Ovi autori takode navode 1 razlike u antioksidativhom
djelovanju filmova s razli¢itim eteri¢nim uljima, za koje smatra da su posljedica interakcija
izmedu komponenti filmova 1 eteri¢nih ulja koja viSe nisu mogla biti dostupna za interakciju u
reakcijama antioksidativnog djelovanja, ili gubitka isparljivih jedinjenja eteri¢nih ulja tokom
procesa suSenja filmova. Porede¢i koncentraciju antioksidansa (kvercetin, katehin) u filmu
(etilen vinil alkohol) i koncentraciju koja je inicijalno dodata filmu uo€avaju su znacajne razlike,
a smatra se da je jedan od glavnih razloga gubici do kojih dolazi u toku proces proizvodnje

(Goémez-Estaca i sar., 2014).
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Vrijednosti ABTS (mg GAE/g) prirodnih omotaca tretiranih ekstraktima i vitaminom C prikazani

su u Tabeli 4.16. Kao $to se vidi iz prikazanih rezultata vrijednosti za ABTS su se kretale od
0.054 mg GAE/g (TVE) do 0.796 mg GAE/g (AEE), odnosno 0.888 mg GAE/g (C2)

Sto se ti¢e omotada tretiranih rastvorima ekstrakata trnjine, moZe se primijetiti da su sve
vrijednosti veoma niske. Rastvor TVE je imao najnizu vrijednost od 0.054 mg GAE/g. Omotac
sa TVV imao je neSto viSu vrijednost ABTS, 0.106 mg GAE/g, dok su TEV i TEE imali
vrijednosti od 0.133 1 0.134 mg GAE/g, pojedinacno.

Kod omotaca tretiranih rastvorima ekstrakata drenjine vrijednosti su nesto vise od rastvora
ekstrakata trnjine. Najnizu ABTS vrijednost imao je DEE, 0.135 mg GAE/g. Vrijednosti za
rastvore DVE 1 DVV su veoma sli¢ne, 0.162 1 0.167 mg GAE/g, pojedinacno. Najvisu vrijednost
pokazao je rastvor DEV (0.220 mg GAE/g).

Omotaci tretirani sa rastvorima aronije pokazali su najvece vrijednosti za ABTS. AVE je kod
rastvora aronije pokazao najnizu vrijednost ABTS, koja je iznosila 0.431 mg GAE/g. Nesto viSu
vrijednost su imali AVV 1 AEV (0.450 1 0.5163 mg GAE/g pojedinacno), dok je najviSu
vrijednost za ABTS pokazao je omotac tretiran AEE (0.796 mg GAE/g), a ova vrijednost je

najpribliznija vrijednosti za C2.

Tabela 4.16. ABTS testiranih prirodnih omotaca tretiranih ispitivanim ekstraktima u

mg GAE/g

ABTS mgGAE/g
me oo PEE oo AR gon mes G
v U0 PRV Dot ARV oo v g
v s ™Y e AW oo mwW o
e e PVE oo A Jol mve SO0

f

€z s

* Vrijednosti parametara a-f, su statisticke znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Kod omotaca tretiranih rastvorima crvene tre$nje najniza vrijednost za ABTS je izmjerena kod
TrVE, 0.067 mg GAE/g. Omotac tretiran TrEV imao je vrijednost od 0.130 mg GAE/g. Omotaci
TrEE i TrVV imali su priblizne vrijednosti za ABTS, 0.175 1 0.182 mg GAE/g, pojedinacno.
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Na osnovu prikazanih rezultata, moze se vidjeti da postoji statisticki znacajna razlika (p<0.05)

medu uzorcima.

Mnogi autori se slazu da dodatak antioksidanasa (razna esencijalna ulja ili ekstrakti) povecava
ABTS aktivnost filmova (hitozan, Zelatin, riblji proteini) na koji su primjenjeni $to se uglavnom
dovodi u vezu sa prisustvom fenola, flavonoida i jedinjenja koja sadrze sumpor (Tongnuanchan i
sar., 2012; Jahani 1 sar., 2014).

U Tabeli 4.17. dat je prikaz rezultata za FRAP za analizirane prirodne omotace tretirane
ispitivanim ekstraktima i vitaminom C. Iz rezultata se vidi da se vrijednosti za FRAP kre¢u od
2.414 pumol Fe*'/g, koja je ocitana za TVE, do 38.131 pumol Fe*/g za AEE. Vrijednost za
kontrolni uzorak C2 je 27.471 umol Fe*'/g.

Posmatrajuci biljne vrste, moze se primjetiti da su omotaci tretirani trnjinom imali veoma niske
vrijednosti za FRAP. Najnizu vrijednost je imao TVE, dok se kod ostalih omotaca tretiranih
trnjinom ove vrijednosti kre¢u od 6.144-7.239 umol Fe**/g (TEV, TVV, TEE).

Kod omotaca tretiranih rastvorima ekstrakata drenjine vrijednosti su malo vise nego kod trnjine.
Najnizu izmjerenu vrijednost za FRAP imao je uzorak DEE, 4.876 pmol Fe*'/g, zatim DVE sa
6.652 umol Fe*/g i DVV sa 7.971 umol Fe*'/g, dok je najvisu vrijednost imao DEV, 12.624

umol Fe**/g.
Tabela 4.17. FRAP testiranih prirodnih omotaca tretiranih ispitivanim ekstraktima u umol
Fe’'/g
FRAP pmol Fe?'/g
A R
my o CE oy 280 gy TE e
A O
R N T
f
s

* Vrijednosti parametara a-h, su statisticke znacajnosti (p<0.05) prema Tukey testu

Aronija je, oCekivano, pokazala najviSe vrijednosti i za FRAP. Medu omotadima tretiranim
aronijom, najnizu FRAP vrijednost imao je AVE, 25.318 pmol Fe**/g. AVV je imao nesto visu
vrijednost, 28.609 pmol Fe?*/g. Omotaci AEV i AEE imali su veoma visoke vrijednosti, 37.226 i
38.131 umol Fe?'/g, pojedinaéno.

79



Rezultati i diskusija
Kod omotaca tretiranih rastvorima crvene treSnje vrijednost za FRAP bile su niske. Najniza

vrijednost izmjerena je kod TrVE, 3.883 pumol Fe**/g. Omota¢ tretiran TrEV imao je vrijednost
od 7.886 umol Fe?*/g, dok su omota¢i TrEE i TrVV imali priblizne vrijednosti za FRAP, 9.982 i
10.081 pmol Fe?/g, pojedinaéno.

Iz prikazanih rezultata, moze da se vidi da postoji statisticki znaCajna razlika (p<0.05) medu
uzorcima.

Kao §to je ve¢ pomenuto, a i analiza FRAP vrijednosti potvrduje da dodatak antioksidanasa
pojacava aktivnost filmova i smatra se da je koli¢ina dodanih antioksidanasa proporcionalna
stepenu antioksidativne aktivnosti jestivih filmova (Nazmi i sar., 2019).

Eca i sar. (2014) navode razne primjere znacajnog povecanja antioksidativne aktivnosti filmova
(zelatin od riblje koze, hitozan i sl.) sa dodatkom antioksidanasa (razna eteri¢na ulja) izrazenih
preko DPPH i FRAP vrijednosti.

U Tabeli 4.18. dat je prikaz Pearson-ovog koeficijenta korelacije za analizirane parametre. Kao
Sto moze da se vidi iz podataka, postoji veoma jaka korelacija sa stepenom znacajnosti 0.01

nivoa izmedu mjerenih parametara.

Tabela 4.18. Korelacija izmedu antioksidativnih testova
TPC DPPH ABTS FRAP

TPC Pearson Correlation 1 .924%** B55%* 947**
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000
N 51 51 51 51
DPPH Pearson Correlation  .924** 1 906** 938%*
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000
N 51 51 51 51
ABTS Pearson Correlation  .855** 906** 1 .898**
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000
N 51 51 51 51
FRAP Pearson Correlation  .947** 938** 898** 1
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000
N 51 51 51 51

**Korelacija je znacajna na nivou od 0.01 (2-tailed).

lako su sve vrijednosti bile prilicno visoke, najbolju korelaciju su pokazali TPC i FRAP
vrijednosti (0.947). Nesto niza korelacija bila je izmedu DPPH i FRAP (0.938) i DPPH i1 TPC
(0.924). Najnizu vrijednost korelacije imao je ABTS sa TPC (0.855), zatim sa FRAP (0.898) i
DPPH (0.906).
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Smatra se da je antioksidativna aktivnost ekstrakata uglavnom rezultat prisutva fenolnih spojeva

1 njihovog sinergistickog djelovanja. Odredivanje antioksidativne aktivnosti pomaze u procjeni
statusa antioksidativnog potencijala ispitivanog materijala, S$to je funkcija vrste i koli¢ine
bioaktivnih spojeva koji su u tom materijalu prisutni (Eca i sar., 2014).

Ambalaza koja sadrzi prirodne konzervanse i antioksidanse nesumnjivo ima veliki potencijal.
Razvoj antioksidativnih aktivnih sistema pakovanja je nova alternativna tehnologija pakovanja
zasnovana na ugradivanju antioksidativnih agenasa u pakovanje kao nacin poboljSanja stabilnosti
prehrambenih proizvoda osetljivih na oksidaciju (Skurtys i sar., 2010; Dobrucka i Cierpiszewski,
2014; Goémez-Estaca 1 sar.,, 2014). Takvi prirodni antioksidansi prisutni su u zacinima,
flavonoidima, listovima i stabljikama nekih grmova i mogu biti ugradeni u polimerne materijale
koji se koriste kao aktivni materijali za pakovanje hrane (Nwakaudu i sar., 2015).

Antioksidansi se koriste za spreavanje kvarenja hrane putem fizickih ili hemijskih mehanizama.
Glavni mehanizam djelovanja je smanjenje brzine prijenosa kisika, kao 1 mogu¢nost ugradnje
antioksidativnih spojeva u jestivi film ili matricu premaza. Ugradnja prirodnih antioksidansa u
filmove 1 jestive obloge moze modifikovati njihovu strukturu, poboljSavaju¢i njihovu
funkcionalnost. Filmovi i premazi koji sadrze dodane antioksidanse mogu pomo¢i u o¢uvanju ili
cak poboljSanju senzornih svojstva hrane, ublaZziti oksidaciju i uticati na produZenje njihovog
roka trajanja (Eca i sar., 2014; Gémez-Estaca i sar., 2014; Nwakaudu i sar., 2015)

Oslobadanje prirodnih antioksidansa iz pakovanja u hranu tokom komercijalizacije proizvoda je
od velikog interesa za prehrambene tehnologe, jer ovaj proces moZze smanjiti oksidaciju lipida
(Gomez-Estaca i sar., 2014).

Poslednjih godina radi se na razvoju pakovanja koja uklanjaju neugodan miris, kao 1 pakovanja
sa antioksidansima 1 kiseonickim ,hvata¢ima* impregniranim u pakovanje (najcesce vitamin E)
(Velebit 1 Petrovi¢ 2012). Uvodenje jestivih filmova 1 premaza takode moze uticati na smanjenje
oksidacije 1 kvarenja hrane (Gomez-Estaca i sar.,, 2014), a dodatak prirodnih antioksidanasa
(eteri¢na ulja 1 biljni ekstrakti, askorbinska kiselina, kvercetin, a-tokoferol) u takve filmove jos
vise poboljSava njihove antioksidativne osobine (Eca 1 sar., 2014; Peighambardoust i sar., 2021)
Prirodni antioksidativni aktivni polimerni filmovi pokazali su se efikasnim u usporavanju
hidrolize lipida uklanjanjem slobodnih radikala i povecanjem oksidativne stabilnosti hrane

bogate lipidima (Nwakaudu i sar., 2015).
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Mesna industrija posebnu paznju posvecuje aktivnom pakovanju kao novoj tehnologiji, bez

potrebe za dodavanjem sintetickih aditiva direktno u proizvode. Antioksidativno aktivno
pakovanje predstavlja obeéavajuéi buduéi pravac razvoja ambalaze za meso jer je dokazalo svoju

djelotvornost u produzenju roka trajanja svjezeg mesa i proizvoda od mesa (Domingez, 2018).
4.2.3. Antimikrobna aktivnost tretiranih omotaca

Prije testiranja antimikrobne aktivnosti, omotaci su sterilisani UV lampom 1 tretirani rastvorima
ekstrakata, oderedene koncentracije (7abela 4.13). Kao kontrolni uzorci koristeni su destilovana
voda (C1), vitamin C - kao kontrola antioksidativnih osobina (C2) i etanol - kao kontrole
antimikrobne aktivnosti rastvaraca (C3) Za odredivanje antibakterijske aktivnosti tretiranih
omotaca odabrane su G(+) (S. aureus 1 B. cereus) 1 G(-) (E. coli i S. enterica) bakterije, dok je za
antifungalnu aktivnost koriStena plijesan Penicillium expansum. Za testiranje antimikrobne
aktivnosti tretiranih omotaca koristena je metoda difuzije u agaru (Prilog, Slike C, D i E.).

U Tabeli 4.19. prikazani su rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti omotaca tretiranih
ekstraktima trnjine na odabrane G(+) i G(-) bakterije i plijesan P. expansum. Na osnovu
prikazanih rezultata vidi se da ni jedan rastvor ekstrakta trnjine nije pokazao aktivnost na G(+) S.
aureus i B. cereus. Sto se ti¢e G(-) bakterija, TVV, TVE i TEE su pokazale kontaktnu inhibiciju
(K.I.) na S. enterica, dok je na E. coli djelovanje (kontaktna inhibicija) pokazao samo omotac
tretiran TVV. Na plijesan P. expansum ni jedan omota¢ nije imao nikakvu aktivnost (n.a.). lako
su u svim omotacima koriStene koncentracije viSe od izmjerenih MIC vrijednosti za pojedine
ekstrakte, pretpostavka je da je omota¢ zadrzao manju koli¢inu od potrebne za djelovanje na

izabrane sojeve.

Tabela 4.19. Antimikrobna aktivnost omotaca tretiranih ekstraktima trnjine
mg/mL 8. aureus B. cereus S. enterica E. coli P. expansum

TVV 90 n.a. n.a. K.I. K.I. n.a.
TEV 45 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
TVE 225 n.a. n.a. K.I. n.a. n.a.
TEE 22.5 n.a. n.a. K.I. n.a. n.a.

n.a.- nema aktivnosti, K.I. — kontaktana inhibicija

U Tabeli 4.20. prikazani su rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti omotaca tretiranih
ekstraktima drenjine na odabrane G(+) i G(-) bakterije 1 plijesan P. expansum. Prikazani rezultati

pokazuju da je kontaktnu inhibiciju na izabranu bakteriju S. aureus imao samo omotac tretiran
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DEV rastvorom ekstrakta, dok ostali omotaci tretirani rastvorima drenjine nisu pokazali nikakvu

aktivnost. Dejstvo na bakteriju B. cereus nije pokazao ni jedan omotac, jedino je primjecen
prorjeden rast kulture kod testiranja omotaca tretiranog DEE rastvorom ekstrakta (*). Sto se tiée
djelovanja na bakteriju S. enterica, inhibiciju (I) su pokazali omotaci tretirani rastvorima DVV 1

DVE, a kontaktnu inhibiciju omotaci tretirani DEV 1 DEE rastvorima ekstrakta.

Tabela 4.20. Antimikrobna aktivnost omotaca tretivanih ekstraktima drenjine

mg/mL 8. aureus B. cereus S. enterica E. coli P. expansum

DVV 45 n.a. n.a. I K.I. n.a.
DEV 45 K.I. n.a. K.I n.a. n.a.
DVE 225 n.a. n.a. I n.a. n.a.
DEE 22.5 n.a. n.a.* K.I. n.a. n.a.

n.a.- nema aktivnosti, K.I. — kontaktana inhibicija, I - inhibicija

Dejstvo na bakteriju E. coli pokazao je omotac tertian DVV rastvorom ekstakta u vidu kontaktne
inhibicije, a ostali omotaci nisu pokazali nikakvu aktivnost prema ovoj bakteriji.

Na plijesan P. expansum ni jedan od omotaca tretiran rastvorima drenjine nije pokazao nikakvu
aktivnost.

U Tabeli 4.21. prikazani su rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti omotaca tretiranih
ekstraktima aronije na odabrane G(+) 1 G(-) bakterije i plijesan P. expansum.

Iz prikazanih rezultata vidi se da ni jedan od omotaca tretiranih rastvorima aronije nije pokazao
nikakvu aktivnost na odabrane G(+) bakterije (S. aureus, B. cereus). Sto se ti¢e G(-) bakterija,
takode ni jedan od omotaca tretiranih rastvorima aronije nije pokazao nikakvu aktivnost prema S.
enterica, dok je prema E. coli kontaktnu inhibiciju pokazao samo AVYV, koji je koriSten u
koncentraciji od 120 mg/mL. Aktivnost prema plijesni P. expansum, takode nije pokazao ni jedan
od omotaca tretiranih aronijom. Iako su se polazni ekstrakti aronije pokazali kao veoma snazna

antioksidativna sredstva, po pitanju antimikrobnog uticaja nisu se pokazali kao efikasni.

Tabela 4.21. Antimikrobna aktivnost omotaca tretiranih ekstraktima aronije
mg/mL 8. aureus B. cereus S. enterica E. coli P. expansum

AVV 120 n.a. n.a. n.a. K.I. n.a.
AEV 45 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
AVE 45 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
AEE 45 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a.- nema aktivnosti, K.I. — kontaktana inhibicija
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U Tabeli 4.22. prikazani su rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti omotaCa tretiranih

ekstraktima crvene treSnje na odabrane G(+) 1 G(-) bakterije i1 plijesan P. expansum. Kao §to se
vidi iz prikazanih rezultata, niti jedan omotac tretiran rastvorima ekstakata crvene tre$nje nije
pokazao nikakvu aktivnost, ni prema G(+), ni prema G(-) bakterijama, kao ni prema testiranoj

plijesni P. expansum.

Tabela 4.22. Antimikrobna aktivnost omotaca tretiranih ekstraktima crvene tresnje
mg/mL S. aureus B. cereus S. enterica E. coli P. expansum

TrVV 120 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
TrEV 30 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
TrVE 30 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
TrEE 30 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a.- nema aktivnosti

lako su u svim omotac¢ima koriStene koncentracije viSe od izmjerenih MIC vrijednosti za
pojedine ekstrakte, pretpostavka je da je omota¢ zadrzao manju koli¢inu aktivnih materija od
potrebne za djelovanje na izabrane sojeve. Dobijeni rezultati nisu u skladu sa rezultatima
mjerenja antioksidativnog dejstva ekstrakata, gdje je ustanovljeno da omotaci tretirani biljnim
ekstraktima imaju pozitivan uticaj na antioksidativha svojstva. Odavde proizilazi da se
antimikrobne osobine biljnih ekstrakta mogu pripisati individualnim ili sinergijskim efektima
razliCitih faktora, a ne samo sadrzaju fenolnih materija. Nedostatak metode difuzije u agar je
prilicno dugo vrijeme inkubacije neophodno da se otkrije zona inhibicije, Sto moze dovesti do
gubitka isparljivih ili razgradnje termicki nestabilnih agenasa, $to je vjerovatno i uzrokovalo
izostanak antibakterijskog dejstva testiranih uzoraka. Takode, nije moguce kvantifikovati
koli¢inu antimikrobnog agensa koji difunduje u agar medijum, zbog gradijenta 1 matriksne mreZe
agara koji se koristi za test (Balouiri et al., 2016). PoSto je agar vodeni preparat, nepolarna
jedinjenja nece difundovati tako dobro kao polarna jedinjenja. Kotze i Eloff (2002) i Eloff i sar.
(2017) pokazali su da jedinjenja srednjeg polariteta imaju najvecu antimikrobnu aktivnost.
Metoda agar-difuzije moZe biti veoma korisna kada se koristi kod jedinjenja sa poznatim
polaritetom, pa ¢ak i u tom sluc¢aju ako se polaritet pozitivne kontrole mnogo razlikuje od
polariteta ovih jedinjenja, poredenja mozda nece biti validna (Eloff, 2019).

U Tabeli 4.23. prikazani su rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti omotaca tretiranih
kontrolnim rastvorima na odabrane G(+) i G(-) bakterije i plijesan P. expansum. Posmatrajuci

aktivnosti omotaca tretiranih kontrolnim rastvorima, vidi se da na odabrane sojeve G(+) i G(-) ni
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jedan od omotacanije imao nikakav uticaj. Na izabranu plijesan P. expansum aktivnost je

pokazao samo omota¢ tretiran rastvorom vitamina C, 1 to u vidu kontaktne inhibicije.
Pretpostavlja se da je koncentracija etanola od 6 vol%, koja je koriStena za potapanje omotaca,

preniska da bi pokazala antimikrobno dejstvo.

Tabela 4.23. Antimikrobna aktivnost kontrolnih uzoraka
S. aureus B. cereus S. enterica E. coli P. expansum

Cl1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
S5mg/mL C2 n.a. n.a. n.a. n.a. K.IL
6% C3 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a.- nema aktivnosti, K.I. — kontaktana inhibicija

Dobrucka i Cierpiszewski (2014) smatraju da etanol kao antimikrobno sredstvo moZze inhibirati
rast kvasca 1 bakterija, a da je posebno je efikasan protiv plijesni. Lucera i sar. (2012) smatraju da
vitamin C moZe pozitivno uticati na produzenje roka trajanja proizvoda od mesa, kao i da utice
na stabilnost boje.

U Tabeli 4.24. dat je prikaz dejstva antibiotika koji su koriSteni u svrhu testiranja upotrebljenih

kultura. Prikazani rezultati su u skladu sa o¢ekivanim.

Tabela 4.24. Provjera aktivnosti kulture

S. aureus  B. cereus S. enterica E. coli P. expansum
GEN 28.00+£3.51 22.64+2.68 23.33+£3.09 22.144+4.61 Ny22.33+0.47
ERY 28.50+2.87 25.5742.82 8.83+1.77 8.29+1.48 FO

CIP 27.50+3.20 28.50+4.23 35.00+4.32 32.57+£3.11
AP  33.00+£3.83 12.93+1.66 22.00+£3.56 18.21+5.76

Aktivni sistemi pakovanja koji su zasnovani na primjeni ambalaZnih materijala sa ugradenim
antimikrobnim agensima predstavljaju jedan od obecavajucih trendova u preradi hrane, pri cemu
antimikrobna ambalaza smanjuje, inhibira ili usporava rast mikroorganizama kvarenja koji mogu
biti prisutni na povrSinama pakovne hrane ¢ime se doprinosi produzenju roka trajanja,
odrzavanju kvaliteta i poboljSanju stabilnosti skladiStenja upakovanih namirnica (HanuSova i
sar., 2009). Antimikrobni materijali za pakovanje hrane trebali bi da uti¢u na produZenje lag faze
1 smanjenje brzine rasta mikroorganizama (Suppakul 1 sar., 2003)

HanuSova 1 sar. (2009) su u svom istrazivanju aktivnih sistema pakovanja zasnovanih na
oslobadanju antimikrobnih agenasa (nisin, natamycin) iz polimernog i celofanskog filma dosli do
zakljucka da ne dolazi do inhibicije broja mikroorganizma na ispitivanim prehrambenim

proizvodima.
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Suppakul 1 sar. (2003) navode da je analiza aktivnog pakovanja koje sadrzi 1% (w/w) ekstrakta

sjemenki grejpfruta, pokazala da dolazi do smanjenja rasta aerobnih bakterija i kvasca, dok
koncentracije od 0,1% nisu pokazale nikakav uticaj na smanjenje broja mikroorganizama.
Krasniewska 1 Gniewosz (2012) navode da filmovi sa nisinom efikasno inhibiraju rast bakterija
L. monocytogenes 1 S. aureus. Takode, isti autor navodi da jaka baktericidna svojstva pokazuju
izmedu ostalog: ulja maj¢ine duSice, origana i karanfili¢a, te biljni ekstrakti kosStica grozda i
grejpfruta, te da su efikasni prema ve¢em broju bakterija (E. coli, S. aureus, S. Enteritidis, L.
monocytogenes, L. plantarum, S. aureus, B. subtilis), kvasaca 1 plijesni.

Malhotra 1 sar. (2015) u svom radu navode da filmovi koji sadrZe ekstrakt origana uti¢u na
redukciju E.coli.

Mnogi autori smatraju da su antimikrobno najefikasnija jedinjenja sa fenolnim grupama, kao §to
su ulja karanfili¢a, origana, ruzmarina, timijana, zalfije i vanilina, te da su viSe inhibitorni protiv
G(+) (S. aureus) nego G(-) bakterija (E. coli), zbog kompleksnije grade Celijskog zida (Lucera 1
sar. 2012; Aziz 1 Almasi, 2018). Aziz i Almasi (2018) jos isti€u da je antimikrobna aktivnost
ekstrakta inkapsulisanog u film znatno niza od aktivnosti samog ekstrakta. To se najvjerovatnije
posljedica veza koje nastaju inkapsulacijom $to dovodi do smanjenja migracije ekstrakta sa filma
pa je samim tim i njegova antimikrobna aktivnost smanjena.

U svojoj disertaciji o jestivim filmovima na bazi hitozana, Hromi§ (2015) dolazi do podataka o
njihovoj efikasnosti kao antimikrobnih agensa protiv bakterija E. coli 1 S. aureus. S tim se slazu i
Kargozari 1 Hamedi (2019), koji smataju da se dodakom ekstrakata citrusa antimikrobna
aktivnost hitozana prema E. coli i S. enterica povecava.

Pires 1 sar. (2013) navode da je razli¢ita antimikrobna aktivnost agenasa posljedica raznolikosti
aktivnih materija u samim agensima (eteri¢na ulja, biljni ekstrakti), interakcija izmedu spojeva
agenasa 1 koriStenih filmova (soja, alginat-jabuka pire, alginat i1 protein surutke), kao i razlika u
koli¢ini koriStenog agensa po povrsini filma. Smatra se da moguce objasnjenje moze biti manja
debljina uzoraka filma, te se ne uspijeva osloboditi dovoljna koli¢ina agensa za inhibiciju rasta
mikroorganizama. S ovim navodima slazu se 1 Teixeira 1 sar. (2014) i Peighambardoust 1 sar.
(2021). Shojaee-Aliabadi 1 sar. (2013) smatraju da je antibakterijska aktivnost direktno
proporcionalna koncentraciji koriStenog agensa, $to je u saglasnosti sa nasim istrazivanjima i

dobijenim rezultatima.
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4.3. ANALIZA GOTOVOG PROIZVODA

Za potrebe istrazivanja proizvedene su suvo fermentisane govede kobasice tipa ,,sudzuk®.
Nadjev kobasica punjen je u prirodna juneéa crijeva, prethodno tretirana izabranim ekstraktima, i
na taj nacin je pripremljeno 5 razliCitih uzoraka: C1 - kontrolni, crijeva potopljena u vodu, C2 -
crijeva potopljena u rastvor vitamina C koncentracije 5 mg/mL, C3 - crijeva potopljena u rastvor
etanola koncentracije 6 vol%, DEE - crijeva potopljena u rastvor etanolnog ekstrakta drenjine
koncentracije 22.5 mg/mL u 6 vol% etanolu, AEE - crijeva potopljena u rastvor etanolnog
ekstrakta aronije koncentracije 45 mg/mL u 6 vol% etanolu.

U ovom poglavlju su predstavljeni rezultati analize gotovog proizvoda (fizicke, hemijske,
fizicko-hemijske i mikrobioloske analize gotovog proizvoda, antioksidativni testovi, pracenje
lipidnih promjena na mastima i senzorna ocjena odabranih osobina fermentisanih kobasica).

Rezultati istrazivanja su statisticki obradeni.
4.3.1. pH vrijednosti

Promjena pH vrijednosti je osnovna fizicko-hemijska promjena koja se deSava tokom zrenja
fermentisanih kobasica, i uti¢e na odrzivost proizvoda, stvaranje stabilne boje, povezivanje
nadjeva i formiranje konzistencije i arome kobasice. Opadanje pH vrijednosti je posljedica
fermentacije Se¢era do mlijecne kiseline, dok u kasnijim fazama zrenja moze do¢i do postepenog
povecanja pH vrijednosti usljed nakupljanja produkata proteolize (Hromis, 2015). Promjene pH
vrijednosti nadjeva 1 ispitivanih uzoraka kobasica nakon zrenja 1 tokom skladiStenja, prikazane
su na Grafiku 4.6.

Vrijednosti pH su se u toku zrenja naglo smanjile kod svih uzoraka i nakon zrenja te vrijednosti
su se kretale u intervalu 5.12-5.36 (Prilog, Tabela 7.1.). Bozkurt i Erkmen (2002) navode nesto
nize vrijednosti pH nakon zrenja i tokom skladiStenja sudzuka. Takode, oni navode da Turski
institut za standarde smatra da visokokvalitetne zrele kobasice treba da imaju pH vrijednosti
izmedu 4.7 1 5.2. Operta 1 sar. (2012) navode vrijednosti pH na kraju zrenja sli¢ne rezultatima
prikazanim u ovom radu (5.06-5.32). Analizirajuci uticaj veli¢ine omotaca, Ivanovic i sar. (2015)
zakljucuju da su kod kobasica Sireg dijametra na kraju proizvodnog procesa utvrdene nize pH

vrijednosti u odnosu na kobasice uzeg dijametra.
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Tokom skladistenja doSlo je do porasta pH vrijednosti u svim uzorcima uz isti trend porasta, da

bi se vrijednosti pH na kraju ispitivanja, u Sestom mjesecu, kretale od 5.40 u kontrolnom uzorku,

do 5.58 u uzorku C3.
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Grafik 4.6. Promjena pH vrijednosti u ispitivanim uzorcima kobasica tokom skladistenja
(0, 3, 6 mjeseci)

Mnogi autori za slicne kobasice navode dosta nize pH vrijednosti koje se tokom skladiStenja
kre¢u od 4.5-4.8 (Coskuner i sar., 2008; Arslan i Soyer, 2018; Demirok Soncu i sar. 2018), dok
drugi autori navode vrijednosti u skladu sa rezultatima dobijenima u ovom radu (Wojciak i sar.,
2013; Pleadin 1 sar., 2020; Karwowska 1 sar., 2021).
Analizirajué¢i kobasice sa prirodnim omotaima od kisele surutke i nekih biljnih ekstrakata
(ruzmarin, kleka, sjeme gorusice), Wojciak 1 Dolatowski (2016) navode pH vrijednosti 4.87-5.16
nakon proizvodnje (0 dana) i od 5.04 do 5.37 nakon 180 dana skladiStenja. Iste vrijednosti
navode Duci¢ i sar. (2018) za industrijski proizveden sudzuk, i isticu da se takve kobasice mogu
svrstati u visoko kisele fermentisane kobasice (pH <5.3), ili nisko-kiselinske fermentisane
kobasice (pH 5.3).
Dodaci poput brasna od sjemenki grejpfruta (Kurt, 2016) ili hitozanski premazi sa dodacima
etericnth ulja (HromiS, 2015) nisu pokazali znafajan uticaj na promjenu pH vrijednosti
fermentisanih kobasica.
Promjene pH vrijednosti vakuumiranih kobasica tokom skladiStenja, vjerovatno, su rezultat

procesa koji se deSavaju unutar pakovanja. Porast vrijednosti pH tokom skladiStenja je,
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najverovatnije, posljedica razgradnje mlijecne kiseline do koje dolazi nakon §to se potrose Seceri,

1/ili izrazenoj proteolitickoj aktivnosti prisutne mikroflore. Sa druge strane, do pada pH
vrijednosti najverovatnije dolazi zbog poveéanja broja psihrofilnih laktobacila u kobasicama

skladistenim u ambalazi pod vakuumom na temperaturi +4°C (Hromis, 2015; Krél i sar., 2017).
4.3.2. Vrijednosti aw

Aktivnost vode predstavlja mjeru slobodne, fizicki 1 hemijski nevezane vode. Tokom zrenja, kao
posljedica susenja, dolazi do smanjenja aktivnost vode (vrijednost aw) fermentisanih kobasica, a
stepen smanjenja aw vrijednosti zavisi od sastava kobasica, temperature, relativne vlaznosti
vazduha i duZine zrenja.

Promjene vrijednosti aw nadjeva i ispitivanih uzoraka kobasica nakon zrenja i tokom skladi$tenja,
prikazane su na Grafiku 4.7. U toku zrenja fermentisanih kobasica dolazi do opadanja vrijednost
aw kod svih uzoraka, $to je direktna posljedica suSenja i uslova zrenja. Nakon zavrSenog zrenja,

vrijednosti aw su se kretale od 0.841 (C2) do 0.867 (DEE) (Prilog, Tabela 7.2.).
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Grafik 4.7. Promjena vrijednosti aktiviteta vode u ispitivanim uzorcima kobasica tokom
skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Operta 1 sar. (2012) za sudzuk na kraju zrenja navode vrijednost aw od 0.836 do 0.850, dok
Arslan 1 Soyer (2018) navode neSto viSe vrijednosti (0.88-0.89). Analizom industrijski

proizvedenog sudzuka, Duci¢ i sar. (2018) navode vrijednosti aw od 0.86-0.88, te zakljuCuju da
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kobasice sa vrijednosti aw <0.9 mogu biti kategorizovne kao mikrobioloski stabilni proizvodi s

dugim vijekom trajanja.

U toku skladistenja primjecuje se slican trend kretanja vrijednosti aw kod uzoraka, koji se
nastavlja do kraja perioda ispitivanja, osim kod uzoraka C2 i AEE kod kojih se primjeti porast
ove vrijednosti do 6-og mjeseca skladistenja.

Wojciak 1 sar. (2012, 2016) u svojim radovima navode da tokom skladiStenja dolazi do laganog
opadanja vrijednosti aw, uz povecanje pH vrijednosti, §to je potvrdeno i u ovom radu, vjerovatno
zbog proizvodnje niskomolekularnih jedinjenja azota nastalih razgradnjom bjelancevina mesa
tokom skladiStenja.

Lesic¢ 1 sar. (2020) u ispitivanju hrvatskih domacih kobasica navode ay vrijednosti ispod 0.85, §to
je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovom radu, dok drugi autori navode prili¢éno visoke
vrijednosti ay za fermentisane kobasice od govedeg mesa (0.910-0.924) (Coskuner i sar., 2008;
Karwowska 1 sar., 2021). Analiziraju¢i sudZzuk sa omota¢em od hitozana uz dodatak esenijalnih

ulja, Demirok Soncu i sar. (2018) takode navode veoma visoke vrijednosti aw (0.93).
4.3.3. Sadrzaj vode

Osnovna fizicka promjena za vrijeme zrenja fermentisanih kobasica je susenje, kad dolazi do
postepenog uklanjanja slobodne i labavo vezane vode. Smanjenjem sadrzaja vode, usporava se
aktivnost tkivnih enzima, konzistencija kobasica postaje ¢vrS¢a, a produZava se odrZivost
proizvoda.

Promjena sadrzaja vode u nadjevu, nakon zrenja (0) i1 tokom skladiStenja (3 1 6 mjeseci)
prikazana je u Grafiku 4.8. Kako se moze vidjeti iz prikazanih rezultata, sadrzaj vode se tokom
zrenja znatno smanjuje, kao posljedica suSenja. Vrijednosti su se kretale od pocetnih 57.11% u
nadjevu, do 30.98% u uzorku C2 1 34.81% u uzorku DEE (Prilog, Tabela 7.3.). Svi uzorci prate
sli¢an trend smanjenja sadrzaja vode i1 tokom skladiStenja. Na kraju skladiStenja sadrzaj vode se
kretao u intervalu 29.85-32.07%.

Ispitujuci industrijski proizvedene fermentisane kobasice tipa sudzuk, Duci¢ i sar. (2018) navode
vrijednosti sadrzaja vode od 23.5% do 32%, Sto je u skladu sa vaZe¢im propisima srpskog
zakonodavstva (Sl. glasnik Republike Srbije, br 50/2019), koji propisuje sadrzaj vode <35%.
Sli¢ne vrijednosti sadrzaja vode za sudzuk navode i Operta i sar. (2012) i Coskuner i sar. (2008).

Vrijednosti sadrzaja vode u tradicionalnim hrvatskim fermentisanim kobasicama krec¢e se od
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22% do 32.3% (Lesic 1 sar., 2020; Pleadin 1 sar., 2020), dok je kulen imao nesto viSe vrijednosti

sadrzaja vode od 35% do 38.8% (Parunovi¢ 1 sar., 2014). Liguori i sar. (2015) smatraju da
veli¢ina omotaca utice na sadrzaj vode, tako “salsiccia” kobasica sa uzim omota¢ima ima 27-
30% vode, dok "soppressata" i "spianata" koje se pune u omotace Sireg dijametra imaju znatno

visi sadrzaj vode (37.5-41.2%).
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Grafik 4.8. Promjena sadrzaja vode (%) u ispitivanim uzorcima kobasica tokom
skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)
U svojim istrazivanjima o primjeni kombinovanih hitozanskih premaza i eteri¢nih ulja (timijan,
ruzmarin, kim) na fermentisanim kobasicama, Hromi$ (2015) dolazi do zaklju¢ka da nema
promjene u sadrzaju vode, a do istih podataka dosli su i Demirok Soncu i sar. (2018). Rezultati
dobijeni u ovom radu su saglasni sa rezultatima koje su dobili Hromis (2015) i Demirok Soncu 1

sar. (2018).
4.3.4. Sadrzaj ukupnog pepela

U Grafiku 4.9. prikazan je sadrzaj ukupnog pepela u nadjevu 1 ispitivanim uzorcima kobasica
nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci).

U toku zrenja, usljed suSenja, dolazi do povecanja sadrzaja ukupnog pepela. U nadjevu je sadrzaj
pepela bio 1.13%, da bi se nakon zrenja sadrzaj pepela kretao od 4.47% (C1) do 4.82% (DEE)

(Prilog, Tabela 7.4.). Trend promjene bio je isti kod svih uzoraka i nakon zrenja 1 tokom
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skladistenja. U Sestom mjesecu sadrzaj ukupnog pepela u svim uzorcima je bio prili¢no

ujednacen 1 kretao se od 5.01% u uzorku C2, do 5.16% u uzorku AEE.
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Grafik 4.9. Promjene sadrzaja ukupnog pepela (%) u ispitivanim uzorcima kobasica
tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)
Analizom industrijskog sudzuka Operta i sar. (2012) dobili su vrijednosti sadrzaja pepela od
5.5% do 5.8%, $to je neSto viSe u odnosu na rezultate prikazane u ovom radu. Mnogi autori
navode sli¢ne vrijednosti sadrzaja pepela za fermentisane kobasice, 4.5-5.9% (Parunovi¢ i sar.,
2013; Duci¢ 1 sar., 2018; Lesi¢ i sar. 2020; Pleadin i sar., 2020). Nize vrijednosti sadrzaja pepela
za sudzuk navode Coskuner i sar. (2008) (2.55-4%) i Demirok Soncu i sar. (2018) (2.8-3.5%).

4.3.5. Sadrzaj hlorida

Jedan od najstarijih oblika konzervisanja hrane je soljenje. U proizvode od mesa, so (NaCl) se
koristi zbog viSestrukog uticaja na teksturu, aromu i odrzivost. U Grafiku 4.10. prikazani su
rezultati dobijeni odredivanjem sadrzaja hlorida u nadjevu 1 ispitivanim uzorcima kobasica
nakon zrenja (0) i tokom skladiStenja ( 3 i 6 mjeseci).

Sadrzaj soli u nadjevu bio je 2.52%, i u toku zrenja doslo je do povecanja ove vrijednosti. Nakon
zavrSenog zrenja, u gotovom proizvodu vrijednosti za sadrzaj hlorida su se kretale u rasponu od
4.62% (uzorak DEE), do 4.80% (uzroak AEE) (Prilog, Tabela 7.5.). Tokom skladistenja dolazi
do laganog opadanja sadrzaja soli u svim uzorcima, i kao §to se vidi na grafiku, slican trend imali

Su svi uzorci, a vrijednosti su se kretale od intervalu od 4.29% (C1) do 4.68% (DEE).

92



Rezultati i diskusija

55

4.0

%

35

3.0
25 /

2.0

nadjev 0 3 6
——C1 C2 =#—C3 ===AEE -—i=DEE

Grafik 4.10. Promjene sadrzaja soli (%) u ispitivanim uzorcima kobasica tokom
skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)
Vrijednosti sli¢ne prikazanim navode Operta 1 sar. (2012), za industrijski proizveden sudzuk.
Mnogi autori navode nize vrijednosti sadrzaja soli u slicnim proizvodima (Coskuner i sar., 2008;
Duci¢ i sar., 2018; LeSic¢ i sar., 2020; Pleadin i sar., 2020).

4.3.6. Sadrzaj proteina

Sadrzaj proteina u fermentisanim kobasicama zavisi od kvaliteta i1 koli¢ine miSi¢nog tkiva kao
polazne sirovine. U Grafiku 4.11. prikazan je sadrzaj ukupnih proteina u nadjevu, u ispitivanim
uzorcima nakon zrenja (0) 1 tokom skladiStenja (3 i 6 mjeseci).

Tokom procesa suSenja, usljed izdvajanja vode doSlo je do porasta relativnog sadrzaja suve
materije u kobasicama, pa tako i do povecanja sadrzaja proteina. U nadjevu je sadrzaj proteina
bio 12.94%, a u gotovim fermentisanim kobasicama, nakon zrenja, kretao se od 21.42% u uzorku
DEE, do 22.64% u uzorku C1 (Prilog, Tabela 7.6.). Tokom skladistenja nije bilo ve¢ih promjena,
nakon 3 mjeseca doSlo je do blagog povecanja vrijednosti kod svih uzoraka, kao posljedica
isusivanja, a na kraju ispitnog perioda vrijednosti su se veoma malo promijenile i kretale su se od
22.69% (AEE) do 23.77% (C1).

Prikazani rezultati se slaze sa navodima Duci¢ i sar. (2018). Znatno vise vrijednosti (26-39%) za
sadrzaj proteina u fermentisanim kobasicama navode mnogi autori (Coskuner i sar., 2008; Operta

i sar., 2012; Parunovic i sar., 2013; Liguori i sar., 2015; Kononiuk i Karwowska, 2020; Lesic¢ i
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sar., 2020; Pleadin i sar., 2020). Demirok Soncu i sar. (2018) za sudzuk sa omotatem od

hitozana i eteri¢nih ulja navodi niZe vrijednosti sadrzaja proteina, od 17.25 do 19.44%.
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Grafik 4.11. Promjene sadrzaja ukupnih proteina (%)u ispitivanim uzorcima kobasica
tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

4.3.7. Sadrzaj ukupnih masti

U Grafiku 4.12. su prikazani rezultati dobijeni odredivanjem sadrzaja ukupnih masti za nadjev i

ispitivane uzorke nakon zrenja (0) i tokom skladiStenja (3 1 6 mjeseci).
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Grafik 4.12. Promjene sadrzaja ukupnih masti (%) u ispitivanim uzorcima kobasica
tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)
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Pocetni sadrZzaj ukupnih masti u nadjevu bio je 23.02%. Tokom zrenja fermentisanih kobasica,

usljed promjene hemijskog sastava, smanjenja sadrzaja vode, sadrzaj ostalih sastojaka se
proporcionalno povecava, te se u gotovim prozvodima nakon zrenja sadrzaj masti kretao od
36.57% u uzorku DEE do 39.17% u uzorku C2 (Prilog, Tabela 7.7.). Prili¢no velik raspon
sadrzaja masti najviSe zavisi od homogenosti uzorka, posto fermentisane kobasice sadrze
krupnije komade masnog tkiva u svom sastavu. Tokom skladiStenja dolazi do blagog pada
sadrzaja ukupnih masti, a vrijednosti su prilicno ujednacene, $to se moze povezati sa minimalnim
promjenama u sadrzaju vode usljed vakuum pakovanja ispitivanih uzoraka.

U dostupnoj literaturi mogu se naci podaci da se sadrZaj masti u gotovom proizvodu krece u
veoma Sirokom rasponu, $to u prvom redu zavisi od polazne recepture. Parunovic i sar. (2013) za
tradicionalni kulen navode veoma niske vrijednosti sadrzaja masti, od 15 do 21%. Nesto visi
sadrzaj masti od 23% do 30% za sli¢ne proizvode navode Coskuner i sar. (2008), Operta i sar.
(2012), Liguori i sar. (2015), Pasini i sar. (2018) i Kononiuk 1 Karwowska (2020). Neki autori
navode prili¢no veliki raspon u sadrZzaju masti u fermentisanim kobasicama, od 28 do 50% (Soji¢
isar., 2014; Duci¢ i sar., 2018; Lesi¢ i sar., 2020).

Demirok Soncu i sar. (2018) navode da se sadrzaj masti u sudzuku sa kombinovanim
hitozanskim premazom 1 etericnim uljima kretao od 40% do 45.5%. Velike varijacije u sastavu
proizvoda ukazuju na upotrebu sirovina razli¢itog kvaliteta, kao 1 razli¢itih receptura i postupaka

proizvodnje.
4.3.8. Lipidne promjene
Slobodne masne kiseline

U Grafiku 4.13. dat je prikaz rezultata sadrZzaja slobodnih masnih kiselina za ispitivane uzorke
nakon zrenja (0) 1 tokom skladiStenja (3 1 6 mjeseci).

U gotovim fermentisanim kobasicama, nakon zavrSenog zrenja, sadrzaj slobodnih masnih
kiselina je bio prilicno ujednacen i kretao se od 9.53 mg KOH/g u uzorku AEE, do 10.99 mg
KOH/g u uzorku DEE (Prilog, Tabela 7.8.). Sojié i sar. (2014) za Petrovsku kobasicu navode da
se sadrzaj slobodnih masnih kiselina na kraju procesa susSenja kretao od 7.11 do 14.62 mg

KOH/g, sto je sli€no rezultatima prikazanim u ovom radu. Dosta niZe vrijednosti sadrzaja
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slobodnih masnih kiselina navode Glisi¢ 1 sar. (2019) u fermentisanim kobasicama u koje je

dodana biljna mast.
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Grafik 4.13. Prosjecan sadrzaj slobodnih masnih kiselina (mg KOH/g) u ispitivanim
uzorcima kobasica tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Nakon 3 mjeseca skladistenja doslo je do porasta sadrzaja slobodnih masnih kiselina u svim
uzorcima, osim u uzorku C2 (9.88 mg KOH/g). Vrijednosti kod ostalih uzoraka su se kretale od
11.20 mg KOH/g u uzorku C1, do 12.74 mg KOH/g u uzorku DEE.

U Sestom mjesecu skladiStenja vrijednost slobodnih masnih kiselina se povecala kod svih
uzoraka, osim AEE, koji je imao za ~5% nizu vrijednost od prethodnog mjerenja (12.08 mg
KOH/g).

Vrijednosti sadrzaja slobodnih masnih kiselina koje navode Saici¢ i sar. (2011) za tradicionalni
kulen su u skladu sa prikaznim rezultatima.

Mnogi autori navode da tokom skladiStenja dolazi do povecanja sadrzaja slobodnih masnih
kiselina u slicnim proizvodima, §to je vjerovatno rezultat aktivnosti endogenih enzima i enzima
mikroorganizama (Coskuner i sar., 2008; Wojciak i sar. 2012; Soji¢ i sar., 2014). Sli¢an trend
promjene sadrzaja slobodnih masnih kiselina prijavljuju Wojciak i sar. (2013), a vrijednosti
tokom skladistenja se krecu od 7.87 do 21.90 mg KOH/g.

Kurt (2016) navodi da dodatak brasna od sjemenki grejpfruta uti¢e na smanjenje sadrZaja
slobodnih masnih kiselina u sudzuku, te da se ta vrijednost tokom skladiStenja povecava. Isti

autor smatra da nivo slobodnih masnih kiselina u suvim fermentisanim kobasicama zavisi od
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hidroliticke aktivnosti lipaze (pad pH vrijednosti povecava njihovu aktivnost), mikrobnih

metabolickih procesa kao 1 oksidativnih reakcija koji se odvijaju tokom proizvodnje i
skladistenja.

Istrazivanja koja su proveli Demirok Soncu i sar. (2018) o uticaju primjene kombinacije razlicitih
koncentracija hitozanskih premaza i etericnih ulja na fermentisane kobasice (sudzuk), nisu

pokazala znac¢ajnu razliku u pogledu sadrzaja slobodnih masnih kiselina u ispitivanim uzorcima.
Peroksidni broj

U Grafiku 4.14. su prikazani rezultati dobijeni odredivanjem peroksidnog broja za ispitivane
uzorke nakon zrenja (0) 1 tokom skladistenja (3 1 6 mjesect).

Na osnovu prikazanih rezultata vidi se da se peroksidna vrijednost nakon zrenja krece u intervalu
od 2.72 mmolOy/kg koliko je izmjereno u uzorku C3, do 4.65 mmolO2/kg u uzorku C2 (Prilog,
Tabela 7.9.).

Pasini 1 sar. (2018) navode da su vrijednosti peroksidnog broja za fermentisane kobasice nakon
zrenja iznosile 13.72-14.45 meqO2/kg masti, dok su Glisi¢ i1 sar. (2019) za modifikovane
kobasica dobili vrijednosti peroksidog broja od 0.06-0.31 mmolO»/kg.

BCl mC2 OC3 HAEE ®BDEE

Grafik 4.14. Prosjecne vrijednosti peroksidnog broja (mmol O2/kg) u ispitivanim
uzorcima kobasica tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)
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Poslije 3 mjeseca skladiStenja vrijednosti peroksidnog broja su bile prilicno ujednacene, a

najniza vrijednost je izmjerena kod uzorka DEE, do 3.47 mmolO/kg, Sto je za 17% nize u
odnosu na kontrolni uzorak.

Poslije 6 mjeseci skladistenja, vrijednosti peroksidnog broja kod uzorka C2 se znacajno smanjila,
vjerovatno zbog antioksidativnog uticaja vitamina C, iako je kod uzorka AEE, koji se smatra
dobrim antioksidativnim sredstvom, doslo do porasta ove vrijednosti.

Sli¢an trend promjene peroksidnog broja navode mnogi autori (Coskuner 1 sar., 2008; Wojciak 1
sar., 2012), kod kojih tokom skladistenja prvo dolazi do smanjenja vrijednosti peroksidnog broja,
a zatim se ta vrijednost povecava. Coskuner 1 sar. (2008) smatraju da prooksidativna jedinjenja u
toku proizvodnje stimuliSu oksidativne reakcije, dok dalja razgradnja hidroperoksida dovodi do
smanjenja peroksidne vrijednosti, vjerovatno zbog autooksidativnih reakcija koje uzrokuje
zaostali kiseonika u vakuum pakovanju. Hromi$ (2015) navodi da je dodatak hitozana svjezoj
svinjskoj kobasici u koncentraciji 1%, uticao na smanjenje peroksidnog broja.

Pasini 1 sar. (2018) navode prilicno visoke vrijednosti peroksidnog broja, a smatraju da je to
rezultat procesa dobijanja proizvoda, poSto mljevenje i mijeSanje mesa povecava povrSinu
izlozenu kiseoniku i oksidacijskim katalizatorima. Takode, oni isticu da su vrijednosti
peroksidnog broja <25 meq Oz/kg masti granica prihvatljivosti za masnu hranu, dok Wojciak 1
sar. (2012) smatraju da je proizvod kvalitetan ukoliko je nivo peroksida ispod 4.0 meqO2/kg

kobasice.
TBARS test (sadrZaj malondialdehida)

MDA test (odredivanje sadrzaja malondialdehida) je jedan od najceS¢e koriS¢enih testova za
pracenje napredovanja oksidacionog procesa u mesu i proizvodima od mesa.

Na Grafiku 4.15. su prikazane su prosjecne vrijednosti sadrzaja MDA za ispitivane uzorke nakon
zrenja (0) 1 tokom skladiStenja (3 1 6 mjeseci). Kao Sto se vidi iz prikazanih rezultata, sadrzaj
MDA nakon zrenja kod svih uzoraka je bio veoma ujednacen i iznosio je 0.74-0.75 mg/kg
(Prilog, Tabela 7.10.). Saici¢ i sar. (2011) navode niZe vrijednosti MDA u kulenu nakon zrenja,
0.21 mg/kg. Soji¢ i sar. (2014) na kraju procesa suSenja u kobasicama, proizvedenim na
tradicionalan nacin 1 u industrijskim uslovima, su ustanovili da se sadrzaj MDA kretao od 0.79

do 1.25 mg/kg. Analizom fermentisanih kobasica sa omotacem od alginata, Krol i sar. (2017) su
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nakon zrenja dobili vrijednosti od 0.30 mg/kg, dok su Hromi$ i sar. (2013) za kobasice sa

hitozanom i uljem kima dobili vrijednost 0.34 mg/kg.

U tre¢em mjesecu skladistenja, vrijednosti MDA su bile malo viSe i kretale su se od 1.08 mg/kg
koliko je izmjereno u uzorku C3, do 1.25 mg/kg u kontrolnom uzorku C1. Uzorci sa DEE i AEE
su imale vrijednosti niZe od kontrolnog za 12-13%.

U Sestom mjesecu skladiStenja vrijednosti sadrzaja MDA su jo$ vece, 1 kretale su se od 1.70

mg/kg u uzorku DEE, do 1.92 mg/kg u kontrolnom uzorku C1.

2.0

BCl ®mC2 wmC3 ®MAEE ®&DEE

Grafik 4.15. Prosjecne vrijednosti sadrzaja MDA (mg/kg) u ispitivanim uzorcima
kobasica tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Iz prikazanih rezultata moZemo vidjeti da je tokom cijelog perioda skladiStenja vrijednost
sadrzaja MDA za uzorke AEE i DEE niza od kontrolnih uzoraka (11-12%).

Vrijednosti sli€ne prikazanim u ovom radu (od 0.67 do 2.24 mg MDA/kg) navode Wojciak 1 sar.
(2012), dok Glisi¢ 1 sar. (2019) navode nesto viSe vrijednosti sadrzaja MDA (3.01-3.38 mg/kg).
Analizom sudzuka, sa i bez dodatih aditiva (a-tokoferol, askorbinska kiselina, fosfati), Bozkurt i
Erkmen (2002) zaklju¢uju da mnogo vece vrijednosti sadrzaja MDA imaju uzorci bez aditiva.
Sto je potvrdeno viSim vrijednostima sadrzaja MDA, u odnosu na kobasice tretirane rastvorima
hitozana. Sa ovim zakljuckom se slazu i Wojciak 1 Dolatowski (2012), koji su ustanovili da
uzorci sa dodanim antioksidansima imaju nize vrijednosti MDA (za 0.5-1 mg/kg) od kontrolnih
uzoraka. Pozitivan uticaj dodatka ekstrakta mati¢njaka prijavljuju 1 de Ciriano 1 sar. (2012) u

vidu smanjenog sadrZzaja MDA u odnosu na kontrolne uzorke. Cunha i sar. (2018) smatraju da
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upotreba ekstakata ruzmarina i dumbira u koncentraciji 0.05g/100g smanjuje sadrzaj MDA u

proizvodima od mesa za 55-65%. Pozitivan uticaj dodavanja raznih biljnih ekstrakta i prirodnih
antioksidanasa, bilo da su dodati u nadjev ili u obliku premaza i filmova na povrsini proizvoda,
potvrdili su mnogi autori (Bozkurt, 2006; Wojciak i sar., 2015; Kurt, 2016; Glisi¢ i sar., 2019;
Efenberger-Szmechtyk i1 sar., 2020).

Hromis (2015) navodi da tokom skladistenja dolazi do razli¢itog trenda promjene sadrzaja MDA
u kontrolnoj i kobasici sa slojem hitozana. U kontrolnoj kobasici sadrzaj opada, dok u kobasici
sa zaStitnim slojem dolazi do porasta ove vrijednosti. Takode, istice da su kombinacija hitozana 1
pcelinjeg voska uticale na smanjenje sadrzaja MDA tokom cijelog perioda skladistenja.

Soji¢ i sar. (2014) navode da tokom skladistenja moze doéi i do opadanja sadrzaja MDA, §to
objasnjavaju interakcijom MDA sa raznim jedinjenjima kao $to su: $eéeri, nitriti i aminokiseline.
Coskuner 1 sar. (2008) su analizirajuci sudzuk prijavili dosta nize vrijednosti sadrzaja MDA (0.1-
0.38 mg/kg), isticu¢i da se ove vrijednosti tokom skladiStenja povecavaju. Krol i sar. (2017)
takode uocavaju povecanje vrijednosti MDA za sve ispitivane uzorke u toku skladiStenja. Isti
autori smatraju da je oksidacija lipida u mesu tokom skladiStenja prirodan proces koji dovodi do
smanjenja kvaliteta mesa.

Estévez 1 sar. (2021) smatraju da su proizvodi od mesa posebno osjetljivi na oksidaciju lipida
zbog pojave prooksidanata medu miSi¢énim komponentama (hem Zeljezo) kao i primjene raznih
tehnologija koje povecavaju izlaganje kiseoniku (mljevenje), ali 1 stvaranje reaktivnih vrsta
kiseonika (zagrijavanje, soljenje, visoki pritisak,...). Takode smatraju da su glavne posljedice
oksidativne razgradnje nezasi¢enih masnih kiselina (UFA) u preradenim mesnim proizvodima
pojava uzeglosti i neugodnog okusa, uz gubitak esencijalnih nutrijenata (masnih kiselina i

vitamina).
4.3.9. Tekstura

Tekstura ima veliki uticaj na percepciju potrosaca o kvalitetu proizvoda, a predstavlja senzorni
utisak o strukturi hrane ali i nacin kako ta struktura reaguje na djelovanje sile. Na ¢vrstinu
fermentisanih kobasica utic¢u: koagulacija proteina na niskim pH, koli¢ina masti, kao 1 smanjenje
sadrzaja vlage tokom procesa proizvodnje. Pored toga, na teksturu mogu da uticu i razni dodaci,
zamjene za mast, vlakna, proteini i sli¢no (Vasilev i sar., 2009; Veskovi¢-Moracanin i sar., 2013).

Svojstvo tvrdoc¢e, mekoce ili teksture mesa, predstavlja mjeru sile koju ¢ovjek treba upotrijebiti
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kako bi pregrizao komad mesa. Na Grafiku 4.16. su prikazane srednje vrijednosti tvrdoce (kg)

mjerenih nakon zrenja (0) 1 tokom skladistenja (3 1 6 mjeseci).

Iz prikazanih rezultata moze se vidjeti da su se vrijednosti za tvrdo¢u nakon zrenja kretale od
0.35 kg, u uzorku DEE, do 0.58 kg, u uzorku C2 (Prilog, Tabela 7.11.). Nakon 3 mjeseca
skladistenja dolazi do laganog porasta vrijednosti tvrdo¢e kod uzoraka C1, C3 1 AEE, koji imaju

slican trend rasta, dok je kod uzorka C2 primjetna niza vrijednost.
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Grafik 4.16. Prosjecna tvrdoca/mekoca (kg) ispitivanih uzoraka kobasica tokom
skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Poslije Sest mjeseci skladiStenja vrijednosti za tvrdo¢u su malo nize kod uzoraka C1, C3 i AEE,
dok je kod C2 i DEE doslo do znacajnog porasta tvrdoce.

Sli¢ne vrijednosti navode Ozturk i sar. (2021) za tradicionalno proizveden sudzuk, dok mnogi
autori navode viSe vrijednosti za tvrdocu sli¢nih proizvoda (Staji¢ i sar., 2017; Franco 1 sar.,
2020; Yan i sar. 2022). Na teksturu fermentisanih kobasica u velikoj mjeri uti¢e sadrzaj vlage i
masti, tako da njihov veci sadrzaj dovodi do manje tvrdoée i zvakljivosti proizvoda, koja se

tokom skladiStenja povecava (Stajic¢ i sar., 2017).
4.3.10. Mjerenje boje

Boja je jedan od vaznih pokazatelja kvaliteta trajnih kobasica. Proces formiranja boje je veoma
kompleksan, naroCito kod ove vrste proizvoda. Hemijske reakcije koje dovode do stvaranja

karakteristi¢ne boje su veoma slozene, i u velikoj mjeri zavise od pH vrijednosti, koncentracije
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pigmenata, distribucije soli za salamurenje i uslova zrenja (Savanovi¢, 2011). Promjene

instrumentalnih pokazatelja boje izrazene su preko prosjecnih vrijednosti: svjetloce (L*), udjela

crvene boje (a*) i udjela zute boje (b*).
4.3.10.1. Vrijednost L* povrsSine omotaca

Boja povrsine predstavlja vazan pokazatelj kvaliteta, te je kao sastavni dio izgleda kobasice,
izuzetno relevantna u smislu prihvatljivosti potrosaca (Staji¢ i sar., 2017). Na Grafiku 4.17.
prikazane su srednje vrijednosti promjene instrumentalnih pokazatelja svjetloce (L*) utvrdenih

na povrsini omotaca ispitivanih uzoraka, nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci).
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Grafik 4.17. Prosjecne vrijednost L” izmjerene na povrsini omotaca ispitivanih uzoraka
kobasica tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Iz prikazanih rezultata moZe se vidjeti da su nakon zrenja prosje¢ne vrijednosti svjetloce (L*)
utvrdene na povrSini bile veoma ujednacene, 1 kretale su se u intervalu od 39.21 za uzorak AEE,
do 41.34 za uzorak DEE (Prilog, Tabela 7.12.). Tokom skladiStenja slican trend se javlja kod svih
uzoraka (osim AEE), gdje prvo dolazi do povecanja L* vrijednosti kod svih uzoraka (40.37-
43.23), a zatim do smanjenja (39.99-41.59). Kod uzorka AEE vrijednost L* tokom skladiStenja
raste (sa 39.21 na 42.25).

Nesto nize vrijednosti svjetlo¢e povrSine fermentisanih kobasica (30-33) navode u svom radu

Ozturk 1 sar. (2021). Staji¢ i sar. (2017) potvrduju da nakon zrenja i tokom skladiStenja nije bilo
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vecih odstupanja u parametaru svjetlo¢e L*, a vrijednosti koje su dobili bile su malo niZze nego

vrijednosti prikazane u ovom radu.

Kada je u pitanju boja povrsine, Hromis (2015) istie da se kod kobasice sa slojem hitozana i
uljem origana parametar L* se mijenjao tokom vremena, postepeno se smanjujuci. Isti autor
navodi sa kombinacija hitozana i ulja kima dovodi znacajnog povecanja svjetloée povrSine
kobasice, a ta promjena je izraZenija a novonastala boja povrsine je stabilnija. Autor smara da

razlog ove razlike u boji moze biti priroda etericnog ulja, kao i upotrebljena koncentracija.
4.3.10.2. Vrijednost a* povrSine omotaca

Na Grafiku 4.18.. su prikazane vrijednosti instrumentalnih pokazatelja udjela crvene boje (a*)

utvrdenih na povr$ini omotaca kobasica, nakon zrenja (0) i tokom skladiStenja (3 1 6 mjeseci).
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Grafik 4.18. Prosjecne vrijednost a* izmjerene na povrsini omotaca ispitivanih uzoraka
kobasica tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Iz prikazanih rezultata moZze se vidjeti da su se, u gotovom proizvodu, prosjecne vrijednosti
udjela crvene boje (a*) utvrdene na povrSini omotaca uzoraka, kretale u intervalu od 3.70
(uzorak C1), do 5.07 (uzorak DEE) (Prilog, Tabela 7.13.). Slicna promjena, tokom skladistenja,
moze se primjeti kod svih uzoraka (osim kod uzorka AEE), vrijednost prvo raste a zatim lagano
opada. Kod uzorka AEE, vrijednost parameta a* tokom skladiStenja raste.

Upotrebom premaza od hitozana sa dodacima (eteri¢na ulja origana i kima) prilikom proizvodnje

fermentisanih kobasica, Hromi§ (2015) ne uocava promjenu udjela crvene boje tokom
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skladistenja, a vrijednosti su se kretale od 7 do 8. Nesto vise vrijednosti za udio crvene boje (12-

17.5) u sremskoj kobasici tokom skladiStenja navode Staji¢ i sar. (2017), a u tradicionalnom

sudzuku Ozturk i sar. (2021).
4.3.10.3. Vrijednost b* povrS§ine omotaca

Promjene instrumentalnih pokazatelja udjela zute boje (b*) izmjerenih na povrSini omotaca

uzoraka, nakon zrenja (0) i tokom skladiStenja (3 1 6 mjeseci) prikazane su na Grafiku 4.19.
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Grafik 4.19. Prosjecne vrijednost b* izmjerene na povrSini omotaca ispitivanih uzoraka
kobasica tokom skiladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Iz prikazanih rezultata mozemo vidjeti da nije bilo veéih odstupanja vrijednosti udjela zute boje
b* nakon zrenja, te da su se vrijednosti kretale u rasponu od 2.58 u uzorku C1, do 3.73 u uzorku
AEE (Prilog, Tabela 7.14.). Tokom skladiStenja prvo se kod svih uzorka se uocava rast vrijednost
b* (3.85-6.63), da bi tokom daljeg skladiStenja ta vrijednost malo varirala (4.39-6.69). Kod
uzorka AEE se, 1 u slucaju ovog parametra boje, primjeti rast vrijednosti tokom skladistenja.

Vrijednosti za udio Zute boje na povrsini fermentisanih kobasica, ali ne$to niZze od prikazanih u
ovom radu, prijavljuju Ozturk i sar. (2021), dok Staji¢ i sar. (2017) navode vise vrijednosti (13.2-
17). Hromis (2015) navodi da se parametar boje b* spoljne povrSine nije mijenjao u toku
skladiStenja ni kod jedne ispitivane grupe kobasica sa hitozanskim omotacem, a vrijednosti su se

kretale od 6 do 7.5.
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4.3.10.4. Vrijednost L* na presjeku

Na Grafiku 4.20. prikazane su srednje vrijednosti promjene instrumentalnih pokazatelja svjetloce
(L*) utvrdenih na presjeku ispitivanih uzoraka, nakon zrenja (0) i tokom skladiStenja (3 1 6
mjeseci).

Iz prikazanih rezultata vidi se da su, nakon zrenja, prosjecne vrijednosti svjetlo¢e (L*), utvrdene
na presjeku, bile veoma ujednacene, i kretale su se u intervalu od 48.47 kod uzorka DEE, do
50.28 kod uzorka C2 (Prilog, Tabela 7.15.).

Poslije skladistenja od 3 mjeseca kod svih uzoraka dolazi do povecanja vrijednosti L*, osim kod
uzorka C3. Prosjecna vrijednost L* su se kretale u intervalu od 48.99 (uzorak C3) do 51.67

(uzorak C1).
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Grafik 4.20. Prosjecne vrijednost L™+ SD izmjerene na presjeku ispitivanih kobasica
tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Nakon 6 mjeseci skladiStenja vrijednosti L* su bile viSe kod svih uzoraka. Najvisu vrijednost od
54.24 imao je uzorak C2, a najniza L* vrijednost nadena je u uzorku AEE (51.46).

Lesi¢ 1 sar. (2020) smatraju da u slucaju suvih fermentisanih kobasica, boja zavisi od niza
faktora, kao Sto su: sastav kobasice, koli€ina 1 vrsta primijenjenih zacina 1 aditiva, kao 1
tehnoloskih postupaka. Nesto vise vrijednosti svjetlo¢e navode (53.81-56.77) u svom radu Krol i
sar. (2017) 1 smatraju da je upotreba alginata uticala na parametre boje, dok Bozkurt (2006)

navodi da upotreba ekstrakata zelenog ¢aja 1 eteriénog ulja Thymbra spicata u sudzuku ne dovodi
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do promjena vrijednosti parametra boje L*. Kod veéine autora vrijednost parametra L * je znatno

niza, i krece se od 26 do 42 (Hromis, 2015; Staji¢ i sar., 2017; Lesi¢ i sar., 2020).

Staji¢ i sar. (2017) isticu da, tokom skladiStenja fermentisanih kobasica, nije bilo znacajnih
razlika vrijednosti parametra L*. Analizom sudzuka sa premazom od hitozana i eteri¢nih ulja,
Demirok Soncu 1 sar. (2018) nisu primjetili promjenu L * vrijednosti boje. Do sli¢nih zakljucaka
dolazi 1 Hromi$ (2015) u svom radu sa hitozaniskim omotacima. Isti autor, takode, objasnjava da
na smanjenje vrijednosti svetloe boje (L*) na preseku fermentisanih suvih kobasica utice
smanjenje sadrzaja vode, dok zbog smanjenja pH vrijednosti, koje dovodi do umrezavanja
miofibrila 1 istiskivanja dijela vode, dolazi do vece refleksije svjetlosti, a samim tim i do

povecanja L* vrijednosti.
4.3.10.5. Vrijednost a* na presjeku

Na Grafiku 4.21. prikazane su vrijednosti instrumentalnih pokazatelja udjela crvene boje (a*)

utvrdenih na presjeku kobasica, nakon zrenja (0) 1 tokom skladiStenja (3 1 6 meseci).
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Grafik 4.21. Prosjecne vrijednost a* + SD izmjerene na presjeku ispitivanih uzoraka
kobasica tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Na osnovu prikazanih rezultata vidi se da su vrijednosti udjela crvene boje (a*) u gotovom
proizvodu ujednacene kod svih uzoraka. Najniza vrijednost izmjerena je kod uzorka C3 u

vrijednosti od 8.79, a najviSu vrijednost imao je uzorak DEE (9.93) (Prilog, Tabela 7.16.).
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Tokom skladisStenja sli¢an trend opadanja vidi se kod svih uzoraka, a vrijednosti su se kretale u

rasponu od 6.90 kod uzorka DEE, do je najvise vrijednosti 7.36 izmjerene kod uzorka AEE..
Lesi¢ 1 sar. (2020) navode vrijednosti udjela crvene boje sli¢ne prikazanim u ovom radu, dok
mnogi autori navode vise vrijednosti za udio crvene boje (Kamenik i sar.,, 2012; Krol 1 sar.,
2017). U eksperimentima sa hitozanskim omota¢ima i upotrebom etericnih ulja nije bilo
promjene a* vrijednosti tokom skladistenja (Hromis, 2015; Demirok Sonku i sar., 2018). Kurt
(2016) navodi da dodatak brasna od sjemenki grejpfruta dovodi do smanjenja udjela crvene boje
u fermentisanim kobasicama tokom perioda zrenja i u toku skladiStenja, vjerovatno zbog
sadrzaja pigmenta boje u upotrebljenom dodatku.

Lesi¢ 1 sar. (2020) smatraju da nizi sadrzaj proteina dovodi do smanjenja a* vrijednost, zbog
razrjedenja mioglobina, ali se rezultati ovog istrazivanja takode mogu dovesti u vezu sa
dodatkom zacinske paprike za koja uti¢e do smanjenja L* vrijednosti i povecanje vrijednosti a* i
b* Drugi autori navode smanjenje udjela crvene boje tokom skadiStenja kao rezultat
denaturacije nitrozomioglobina (Bozkurt, 2006; Staji¢ i sar., 2017).

Smatra se da karakteristi¢na tamno crvena boja presjeka fermentisanih kobasice uglavnom potice
od crvene zacinske paprike, kao i komponenata dima, a kao najverovatniji razlog opadanja
vrijednosti a* navodi se oksidacija komponenti crvene zacinske paprike (Hromis, 2015). Ozturk i
sar. (2021) smatraju da je smanjenje udjela crvene boje sudZzuka proizvedenog sa dodanim
mlijecno-kiselinskim bakterijama, najvjerovatnije, uzrokovana mlije¢nom kiselinom koja izaziva

denaturaciju mioglobina.
4.3.10.6. Vrijednost b* na presjeku

Na Grafiku 4.22. prikazane su promjene instrumentalnih pokazatelja udjela Zute boje (b*)
izmjerenih na presjeku uzoraka, nakon zrenja (0) i1 tokom skladistenja (3 1 6 mjeseci).

Iz prikazanih rezultata moze se vidjeti da se vrijednosti udjela zute boje b*, nakon zrenja, krecu u
intervalu od 6.02 kod uzorka C1, do 7.47 kod uzorka DEE (Prilog, Tabela 7.17.).

Tokom skladiStenja prvo je doslo do porasta b* vrijednosti (osim kod uzorka AEE), da bi nakon
6 mjeseci doslo do opadanja vrijednosti udjela Zzute boje kod uzoraka C2, C3 1 DEE, a kod C1 i
AEE ova vrijednost se neznatno povecala. Vrijednosti za b* su se kretale u rasponu od 6.76

(DEE) do 8.06 (C2).
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Grafik 4.22. Prosjecne vrijednost b* izmjerene na presjeku ispitivanih uzoraka kobasica
tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Sliéne podatke u istrazivanjima navode Ozturk i sar. (2021). Bozkurt (2006) navodi da dodatak
prirodnih i vjestackih antioksidanasa u fermentisane kobasice nije imao uticaj na udio Zute boje,
a vrijednosti prikazane u njegovom istazivanju su nesto vise od prikazanih u ovom radu. Takode,
on je ustanovio da tokom skladiStenja dolazi do opadanja ove vrijednosti, a kao razlog navodi
smanjenje sadrzaja oksimioglobina koji doprinosi Zutoj boji, zbog potrosnje kiseonika od strane
mikroorganizama. S ovom tvrdnjom slaze se 1 Kurt (2016), koji navodi da dodatak braSna od
sjemenki grejpfruta dovodi do smanjenja b* vrijednosti tokom perioda zrenja i skladistenja,
usljed uticaja komponenti boje sjemenki grozda (polifenoli). On, takode, istice da smanjenje
udjela Zute boje tokom zrenja moze biti uzrokovano susenjem fermentisanih kobasica. Hromi$
(2015) smatra da uzrok smanjenja vrijednosti parametra b* moze biti povecanje sadrzaja soli, do

koga dolazi zbog smanjenja sadrzaja vlage u fermentisanim kobasicama.
4.3.11. Senzorna analiza

Senzorna analiza ispitivanih uzoraka kobasica je obuhvatala ocjenjivanje: spoljnog izgleda i
stanja omotaca, izgleda presjeka, boje presjeka, mirisa, ukusa 1 arome, te konzistencije
ispitivanih grupa kobasica nakon zavrSenog zrenja i tokom skladistenja. Ocjenjivaci su ispitivali
svako senzorno svojstvo kvaliteta posebno i rezultate upisivali u ocjenjivacke listi¢e. Prilikom
ocjenjivanja spoljnjeg izgleda proizvoda, posmatra se izgled omotaca, oblik i ¢vrstoca proizvoda

(koeficijent vaznosti 2). Prilikom ocjene izgleda presjeka (koeficjent vaznosti 5), posmatra se
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raspored 1 veli¢ina komadi¢a mesa 1 masnog tkiva. Presjek treba da ima izgled mozaika,

komadic¢i mesa 1 masnog tkiva da su ravnomjerno rasporedeni; nadjev da je dobro povezan, bez
vidljivih pukotina i Supljina, da nema izdvajanja masti ni pojave suvih rubova. Kod ocjene boje
na presjeku (koeficjent vaznosti 3) posmatra se boja komadi¢a mesa i masnog tkiva u nadjevu,
kao i promjene boje unutar poprecnog presjeka. UjednaCena crvena boja miSi¢nog tkiva i
bijelicasta boja Cestica masnog tkiva ocjenjuju se najviSom ocjenom. Zajedno sa ukusom, miris
je veoma bitan u formiranju arome i prihvatljivosti ocjenjivanih proizvoda (koeficjent vaznosti
7). Za fermentisane kobasice karakteristiCan je prijatan miris dimljenih proizvoda i prijatna,
karakteristiéna aroma. Cvrstoéa trajnih kobasica zavisi od sastava proizvoda, od koli¢ine mesa i
masnog tkiva, i duzine zrenja (koeficjent vaznosti 2). Konzistencija treba da je postojana, ¢vrsto
elasti¢na, da je masa kompaktna i da se moze sjeéi u tanke listice.

Prosjene ocjene za senzorne osobine ispitivanih uzoraka nakon zrenja (0) prikazane su na
Grafiku 4.23. Kao §to se vidi iz prikazanih rezultata, spoljaSnji izgled svih kobasica na kraju
procesa proizvodnje, nakon zrenja, bio je zadovoljavajuc¢i. Omotac je bio blago naboran, nije se
odvajao od nadjeva i nije bilo prisutnih deformacija i oStecenja. Svi uzorci su dobili najvisu
ocjenu. Kod uzorka AEE primjecena je intenzivnija boja omotaca, koja je posljedica intenzivne
boje koriStenog ekstrakta u tretmanu omotaca. Ovakav izgled ocjenjen je kao pozitivan, a sam
proizvod je djelovao privlacnije.

Presjek proizvoda nakon zrenja imao je izgled mozaika, sastavni dijelovi su bili dobro povezani
a unutar proizvoda nisu bile vidljive pukotine, sa izuzetkom uzorka C1 kog kojeg su primjec¢ene
male Supljine pa je samim tim dobio nizu ocjenu (4.5). Izgled presjeka ostalih kobasica je dobio
najviSu ocjenu. Boja presjeka nakon zavrSenog zrenja bila je odgovaraju¢a za sve uzorke,
komadi¢i mesa bili su crvene boje, a Cestice masnog tkiva bjelicaste boje. Svi uzorci su dobili
njaviSu ocjenu. Senzorna osobina kod kojih su se javile promjene su miris, ukus 1 aroma. Kod
uzorka C2 pojavio se manje izrazen miris dima i nespecifian strani miris, a aroma dimljenih
proizvoda je bila za nijansu manje izraZzena. Ovaj uzorak je ocjenjen ocjenom 4.5, dok su ostali
uzorci dobili najvisu ocjenu (5). Konzistencija kobasica nakon zrenja bila je zadovoljavajuca kod
svih uzoraka. Prilikom rezanja, masa je bila kompaktna, a Zvakljivost odgovarajuc¢a. Svi uzorci

su dobili najvisu ocjenu.
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Grafik 4.23. Rezultati senzorne ocjene ispitivanih kobasica nakon zrenja

Ispituju¢i fermentisane kobasice sa omota¢ima od alginata, Krol i sar. (2017) nisu uo¢ili

znaajne razlike u ispitivanim senzornim parametrima kod kontrolnih ili eksperimentalnih

uzoraka. Senzorna ocjena provedena u finalnom proizvodu sa hitozanskim omotac¢ima, koju su

obavili Arslana i sar. (2018) pokazala je znacajne varijacije samo za ukus, pri ¢emu su kobasice

tretirane rastvorom hitozana 0.5% (w/w) imale znacajno niZe ocjene od ostalih. Hromi$ (2015)

navodi da prisustvo hitozanskog omotaca bez ili sa etarskim uljem nije negativno uticalo na

senzornu ocjenu, iako su ocjenjivaci primetili prisustvo stranog mirisa i ukusa.
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Grafik 4.24. Rezultati senzorne ocjene ispitivanih kobasica nakon 3 mjeseca skladistenja
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Prosjecne ocjene za senzorne osobine ispitivanih uzoraka nakon tri mjeseca skladistenja date su

na Grafiku 4.24. Kao §to se moze primjetiti, 1 nakon tri mjeseca skladistenja izgled svih kobasica
je bio zadovoljavajuéi. Nije bilo promjena u izgledu omotaca i nije bilo prisutnih deformacija niti
ostecenja. Svi uzorci su imali najvisu ocjenu (5).

Na presjeku proizvoda nakon tri mjeseca skladiStenja nije bilo vidljivih pukotina i svi uzorci su
dobili najvisu ocjenu. Sto se ti¢e boje presjeka nakon tri mjeseca skadistenja, nije bilo nikakvih
promjena, boja je bila odgovarajuc¢a za sve uzorke, i oni su imali najviSu ocjenu. Senzorna
osobina kod koje su vidne promjene i nakon tri mjeseca skadliStenja su miris, ukus i aroma.
Ponovo se izdvaja uzorak C2, kod kog se ponovo javlja nespecifian strani miris, 1 kiseliji ukus,
pa je uzorak dobio ocjenu 4.0. Kod uzorka C3 doslo je do pojave stranog mirisa, te je ocjenjen
sa 4.5. Ostali uzorci su za miris, ukus i aromu dobili najvisu ocjenu, 5. Konzistencija kobasica se
nije mijenjala nakon 3 mjeseca skladiStenja, bila je zadovoljavajuca kod svih uzoraka (ocjena 5).
Hromi$ (2015) navodi nesto niZe ocjene mirisa i ukusa za fermentisane kobasice sa omotacem od
hitozana 1 eteri¢nog ulja origana, posto je detektovan blag nekarakteristiCan miris. Isti autor
navodi da je hitozanski premaz sa pcelinjim voskom imao minimalan uticaj na profil mirisa 1
ukusa ispitivanih kobasica.

Grafik 4.25. prikazuje prosjecne ocjene za senzorne osobine ispitivanih uzoraka nakon 6 mjeseci
skladiStenja. Kao Sto se vidi iz prikazanih rezultata, ocjene za spoljni izgled su 1 dalje visoke kod
svih uzoraka, a ocjenjivaci nisu imali komentar na promjene u izgledu i boji omotaca. Ocjene za
izgled presjeka kretale su se od 4 do 5. Uzorak C1 dobio je ocjenu 4, posto sadrzaj na presjeku
nije bio kompaktan i u srediStu su se pojavile vidljive pukotine.

Uzorak C2, imao je ocjenu 5, iako su primjecene jedva vidljive rupice, promjera <Imm. Kod
uzorka C3 ocjenjivaci prijavljuju vidljive pukotine, a ocjena za ovaj uzorak bila je 4.5, a isto je
zakljuceno 1 za uzorak DEE. Uzorak AEE dobio je ocjenu 4.25, takode, zbog pojave pukotina na
povrsini presjeka.

Posmatrajuci boju presjeka, ocjene su se kretale od 4 do 5. Kontrolni uzorak C1 dobio je ocjenu
4, jer mu je boja presjeka bila neujednacena, izmjenjena usljed pojave pukotina u srediSnjem
dijelu. Uzorak C2 je najbolje ocjenjen (5), nije bilo promjena u boji (ravnomjerna). Kod uzorka
C3, koji je dobio ocjenu 4.5, takode je doslo do promjene u srediSnjem dijelu, zbog pojave

pukotina. Uzorak DEE dobio je ocjenu 4, zbog pojave sive nijanse na povrsini presjeka. Sli¢no je
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1 sa uzorkom AEE, samo $to je nijansa sive neSto manje uocljiva nego kod uzorka DEE, a ocjena

je 4.25.
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Grafik 4.25. Rezultati senzorne ocjene ispitivanih kobasica nakon 6 mjeseca skladistenja

Posmarajuci promjene mirisa, ukusa i arome, ocjene su se kretale od 4 do 5. Uzorak C1 dobio je
ocjenu 4.5, zbog pojave gorcine nakon gutanja. Uzorak C2 je i za ovu osobinu dobio najviSu
ocjenu 5, bez ikakvih komentara od strane ocjenivaca. Kod uzorka C3 javlja se kiseo ukus, kao 1
gor€ina, 1 zato je dobio ocjenu 4. Kod uzoraka DEE 1 AEE javlja se kiseo ukus razlicitog
intenziteta, a ocjene su 4.25 1 4.0, pojedinacno.

Ocjene za konzistenciju, se nakon 6 mjeseci skladiStenja, su se kretale od 4.5 do 5. Uzorci C2 1
C3 dobili su ocjenu 5; imali su kompaktnu masu i1 zadovoljavajuéu zvakljivost. Kod uzoraka C1,
AEE 1 DEE ocjena je 4.5, poSto povezanost sastojaka nije zadovoljavajuca.

Hromis$ (2015) navodi da toku skladistenja dolazi do pogorSanja senzornih svojstava, ali da nema
znacajne razlike izmedu kontrolne kobasice i1 kobasice sa hitozanom. Kurt (2016) smatra da na
senzorne osobine mogu uticati komponente dodatih antioksidanasa (tanini), navodi mnoga
fenolna jedinjenja karakteriSu pojava gorcine i trpkosti. Cunha 1 sar. (2018) su u svojim
istrazivanjima primijetili da dodatak praha ruzmarina u fermentisane kozje kobasice dovodi do
poboljSanja senzornih osobina, te da ovaj dodatak ima uticaj na gubitak crvenila a sprecava i
stvaranje neugodnog ukusa.

Grafik 4.26. prikazuje rezultate ocjena ukupnog senzornog kvaliteta ispitivanih kobasica nakon

zrenja (0) 1 tokom skladiStenja (3 1 6 mjeseci). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti
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da je ukupni kvalitet svih uzoraka bio je prilicno visok tokom cijelog perioda ispitivanja, kretao

se od 85.5-100%, pri ¢emu nije bilo velikih odstupanja od maksimalnih pokazatelja kvaliteta.

Nakon zrenja najnizi ukupni senzorni kvalitet imao je uzorak C2, zatim C1, dok su uzorci C3,
AEE i DEE imali maskimalne ocjene (100%). Ocjene nakon 3 mjeseca skladiStenja su i dalje
veoma visoke. Najnize ocjene imao je, ponovo, uzorak C2, zatim C3, dok su ostali, opet, imali
maskimanih 100%. Na kraju ispitnog perioda, nakon 6 mjeseci skladiStenja ocjene su nesto nize

za sve uzorke (85.5-89%), osim za uzorak C2 koji je imao maksimalnih 100%.
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“vrijednosti a-e predstavljaju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05)
Grafik 4.26. Rezultati ocjene ukupnog senzornog kvaliteta ispitivanih kobasica tokom
skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Arslan 1 sar. (2018) navode da ocjenjivaci nisu prijavili nikakve negativne promjene senzornog
kvaliteta, koje bi mogle biti uzrokovane visokom koncentracijom hitozana koriStenog na
fermentisanim kobasicama, kao i da nema statisti¢ki znacajnih razlika u ukupnoj prihvatljivosti,
a s tim se slaze i Hromis (2015). Demirok Soncu i sar. (2018) smatraju da rastvor hitozana u
kombinaciji s timijanom ili ruzmarinom, nema znac¢ajnog uticaja na senzorne osobine turskih
fermentisanih kobasica, ali moze da pozitivno uti¢e na sprecavanje povrSinskog rasta gljivica na
njima. Ekstrakti nekih biljaka mogu uticati na poboljSanje boje mesa i proizvoda od mesa
(Efenberger-Szmechtyk 1 sar., 2020).

U Tabeli 4.25. dati su rezultati ocjene senzornog kvaliteta ispitivanih uzoraka ,,difference from

control“ - DFC testa (Whelan, 2017) nakon zrenja.
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Tabela 4.25. Rezultati senzorne ocjene DFC testom za ispitivane uzorke kobasica nakon zrenja

s-polj " boja boja miris ukus
izgled omotaca
C2 0" 0 0 -1 -1
C3 0 0 0 0 0
AEE +2 +2 0 0 0
DEE 0 0 0 0 0

*0-nema razlike, 1-veoma mala razlika, 2- veoma mala do umjerena razlika

Koris¢enjem ,difference-from-control” testa (DFC) neposredno nakon proizvodnje (0), u
pogledu boje presjeka nije bilo razlike medu uzorcima. Veoma mala razlika javlja se kod uzorka
C2 u pogledu mirisa i ukusa, koji je bio malo losiji nego kod kontrolnog uzorka. Veoma malo do
umjerena razlika primjecena je kod uzorka AEE u pogledu boje omotaca, omota¢ je imao
intenzivniju crvenu boju te je davao ljepsi izgled proizvodu.

Nakon tri mjeseca skladiStenja (Zabela 4.26.), DFC test je pokazao da u spoljaSnjem izgledu 1
boji presjeka nije bilo razlike izmedu uzoraka i kontrole. Sto se ti¢e mirisa, veoma malu razliku
pokazao je uzorak C3, a uzorak C2 veoma malu do umjerenu razliku, odnosno bili su losiji u
odnosu na kontrolni uzorak. Ova dva uzorka, C2 i C3, su imali veoma malu razliku (negativnu) 1
po pitanju ukusa. Za boju omotaca, uzorak AEE imao je veoma malu pozitivnu razliku, dok je

uzorak DEE imao veoma malu negativnu razliku u odnosu na kontrolu.

Tabela 4.26. Rezultati senzorne ocjene DFC testom za ispitivane uzorke kobasica nakon 3
mjeseca skladistenja

°P oljni boja boja miris ukus
izgled omotaca
C2 0" 0 0 -2 -1
C3 0 0 0 -1 -1
AEE 0 +1 0 0 0
DEE 0 -1 0 0 0

*0-nema razlike, 1-veoma mala razlika, 2- veoma mala do umjerena razlika

U Tabeli 4.27. prikazani su rezultati DFC testa za Sesti mjesec skladiStenja. Prema ovom testu, u
pogledu spoljasnjeg izgleda i boje omotaca nije bilo razlike izmedu uzoraka i kontrole.

Boja presjeka kod uzorka C2 imala je umjerenu pozitivnu razliku, a kod uzorka C3 veoma malu
pozitivnu razliku. Uzorak DEE imao je veoma malu negativnu razliku u boji presjeka. Za miris,
veoma malu do umjerenu razliku (pozitivnu) pokazao je uzorak C2, dok ostali uzorci nisu imali

razliku u odnosu na kontrolni uzorak.
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Tabela 4.27. Rezultati senzorne ocjene DFC testom za ispitivane uzorke kobasica nakon 6
mjeseca skladistenja

s.polj n boja boja miris ukus
izgled omotaca
C2 0" 0 +3 +2 +2
C3 0 0 +1 0 -2
AEE 0 0 0 0 -2
DEE 0 0 -1 0 -1

*0-nema razlike, 1-veoma mala razlika, 2- veoma mala do umjerena razlika, 3-umjerena razlika

Sto se ti¢e ukusa, uzorak C2 je imao pozitivhu veoma malu do umjerenu razliku, dok su uzorci
C3 i AEE imali negativhu veoma malu do umjerenu razliku. Uzorak DEE je pokazao veoma
malu negativnu razliku u odnosu na kontrolu.

Zamuz i sar. (2018) navode da dodatkom biljnih ekstrakata dolazi do promjene boje uzoraka, dok
se miris 1 ukus ne mijenjaju. Arslan i sar. (2018) navode da je kod kobasica sa hitrozanskim
omotacem razlike senzornih osobina prisutne samo u pogledu ukusa, dok Hromis (2015) smatra
da hitozanski premaz sa pcelinjim voskom minimalno uti¢e na profil mirisa i ukusa ispitivanih
kobasica. U svom istaZivanju fermentisanih kobasica prekrivenih natrijum alginatom, Krol 1 sar.
(2017) nalaze da su razlike u boji, izmedu uzoraka, bile su vrlo malene i nisu bile vizuelno

uocljive.
4.3.12. Antioksidativne osobine omotaca

Sadrzaj ukupnih fenola (TPC) u omota¢ima nakon zrenja (0) i tokom skladiStenja (3 i 6 mjeseci)
prikazan je na Grafiku 4.27. Kao §to se vidi iz prikazanih rezultata, sadrzaj TPC nakon zrenja se
kretao od 2.812 mg GAE/g koliko je izmjereno u uzorku AEE, do 6.99 mg GAE/g u uzorku DEE
(Prilog, Tabela 7.18.). lako je, na osnovu rezultata ispitivanja antioksidativnih osobina 1 ekstrakta
aronije i omotaca tretiranih rastvorima ekstrakta aronije, bilo ocekivano da uzorak AEE ima visok
TPC, analizom su ustanovljene prili¢no niske vrijednosti TPC.

Tokom 3 mjeseca skladistenja ustanovljeno je povecanje TPC vrijednosti kod svih uzoraka, osim
kod uzorka DEE kod kojeg je sadrzaj TPC opao. Vrijednosti su se kretale od 3.80 m GAE/g
koliko je imao uzorak CI1, do 5.721 mg GAE/g u uzorku C3. Daljim skladistenjem kod uzoraka
C2,C3 1 AEE TPC opada, dok kod C1 i DEE ta vrijednost raste. Sa grafika se moze vidjeti da je

uzorak DEE tokom cijelog perioda skladiStenja imao znatno vi$i sadrzaj TPC od kontrolnog
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uzorka (18-50%). Na kraju perioda ispitivanja najviSu vrijednost TPC imao je uzorka DEE

(5.225 mg GAE/g).
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Grafik 4.27. Sadrzaj TPC (mg GAE/Q) u omotacima ispitivanih fermentisanih kobasica
tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Na sadrzaj fenolnih jedinjenja, u raznim vrstama omotaca koji se koriste za kobasice razli¢itog
tipa, moZe da utice vrsta omotaca. Lee 1 Kim (2020) su u svojim istraZivanjima dosli do saznanja
da ,,yuba“ filmovi (od sojinog mlijeka) imaju ve¢i sadrzaj fenola od kolagenskih omotaca.
Takode su zakljucili da dodatak ekstrakata u filmove znacajno povecava sadrzaj fenola u njima.
Poznato je i da brojne komponente dima imaju antioksidativno dejstvo, zbog sadrzaja fenola
(pirogalol, gvajakol 1 siringol i njihovi derivati), ¢ije je antioksidativno dejstvo jednako ili vece
od nekih sintetskih antioksidansa (BHT, BHA) (Sikorski, 2016). Antioksidativna svojstva dima
potvrduju mnogi autori (Holck i sar., 2017; Suvajdzi¢, 2018).
Vrijednost DPPH u omotac¢ima nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci) prikazana je
na Grafiku 4.28. Kao §to se vidi iz rezultata, vrijednost DPPH nakon zrenja (0) se kretala od 0.211
ng GAE/g koliko je nadeno u uzorku C3, do 0.292 ug GAE/g u uzorku AEE (Prilog, Tabela 7.19.).
Tokom skladistenja primjeti se sli¢an trend kod svih uzoraka (vrijednost prvo opada a zatim raste).
Poslije tri mjeseca skladiStenja najviSu izmjerenu vrijednost DPPH imali su uzorci DEE i AEE,
0.126 1 0.131 pg GAE/g, pojedinacno. Tokom daljeg skladiStenja vrijednost za DPPH su porasle
kod svih uzoraka i kretale su se od 0.175 pug GAE/g koliko je izmjereno u uzorku C3, do 0.220
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ng GAE/g u uzorku C2. Za uzorak DEE je izmjerene vrijednost od 0.184 pg GAE/g, dok su
uzorci AEE 1 C1 imali iste vrijednosti od 0.218 ug GAE/g.
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Grafik 4.28. Vrijednost DPPH (ug GAE/Q) u omotacima ispitivanih uzoraka kobasica
tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Krol i sar. (2017) su, analizirajuci kobasice sa omota¢ima od alginata, naveli vrijednosti DPPH
od 7.61 do 8.62 mmol Trolox Eq./kg nakon zrenja 1 5.54-5.97 mmol Trolox Eq./kg nakon 28
dana skladi$tenja, dok je u prikazanim rezultatima do primjetnijeg opadanja ove vrijednosti doslo
u tre¢em mjesecu ispitivanja.

Lee i Kim (2020) smatraju da vrijednost DPPH, kao i kod TPC, zavisi od vrste ispitivanog
omotaca, te da su ,,yuba“ omotaci pokazala 3.8-5.9 puta vecu aktivnost prema DPPH. Mnogi
autori se slaZzu da dodatak prirodnih antioksidanasa kao §to su biljni ekstrakti uti¢e na povecanje
antioksidativne aktivnosti omotaca (Hromis, 2015; Lee 1 Kim, 2020).

Prikaz rezultata vrijednosti ABTS u omota¢ima nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 1 6
mjeseci) dat je na Grafiku 4.29. Kao Sto se moZe vidjeti iz rezultata, vrijednost ABTS se nakon
zrenja kretala u intervalu od 0.305 pg GAE/g koliko je izmjereno za uzorak C3, do 0.407 ug
GAE/g, koliko je nadeno u uzorku DEE. Tokom skladiStenja, kod svih uzoraka vrijednosti prvo
opadaju, a zatim lagano rastu.

Vrijednost ABTS su se u tre¢em mjesecu skladistenja kretale od 0.160 pug GAE/g (C1) do 0.188
ug GAE/g (C3) (Prilog, Tabela 7.20.). Sadrzaj ABTS nakon Sest mjeseci skladiStenja je bio
prili¢no ujednacen i kretao se od 0.221 pg GAE/g koliko je izmjereno u uzorku C2, do 0.250 pg
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GAE/g, koliko je izmjereno u uzorku DEE. Uzorci sa omotaCima tretiranim biljnim ekstraktima

tokom cijelog vremena skladiStenja imali su vrijednosti viSe od kontrolnog uzorka.
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Grafik 4.29. Vrijednost ABTS (ug GAE/Q) u omotacima ispitivanih uzoraka kobasica
tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

U literaturi nema dostupnih podataka o ispitivanju antioksidativne aktivnosti omotaca ABTS
testom. Ipak, postoji snazna korelacija izmedu DPPH, ABTS i FRAP testova (vrijednosti
Pearson-ovog koeficjenta korelacije su u rasponu od 0.688 do 0.805), Sto pokazuje da su
koriSteni antioksidativni testovi efikasni 1 medusobno komplementarni za procjenu
antioksidativnih aktivnosti ispitivanih uzoraka. Generalno, mnogi autori se slazu da dodatak
ekstrakata ili etericnih ulja utice na poboljSanje antiksidativne aktivnosti upotrebljenih omotaca
ili premaza (Hromis, 2015; Qiu i Chin, 2020; Lee i Kim, 2020).

Na Grafiku 4.30. prikazani su rezultati vrijednosti FRAP u omotacima ispitivanih fermentisanih
kobasica nakon zrenja (0) i u toku skladiStenja (3 1 6 mjeseci). Na osnovu prikazanih rezultata,
moZe se vidjeti da je nakon zrenja vrijednost FRAP bila u intervalu 10.402-14.036 umol Fe*'/g
(uzorci C3 1 DEE, pojedinacno) (Prilog, Tabela 7.21.). Kod svih uzoraka primjeéen je isti trend,
prvo opadanje a zatim porast vrijednosti FRAP.

Tokom Sestog mjeseca skladiStenja najnizu vrijednost za FRAP imao je uzorak C3, 8.335 umol
Fe?'/g, a najvisa vrijednost izmjerena je u uzorku DEE, 12.771 pumol Fe?'/g. Tokom cijelog
perioda skadiStenja uzorak DEE imao je primjetno vise vrijednosti od ostalih uzoraka, a oko 30%

vecu vrijednost za FRAP od kontrolnog uzorka C1.
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Grafik 4.30. Vrijednost FRAP (umol Fe?*/q) u omotacima ispitivanih fermentisanih
kobasica tokom skladistenja (0, 3, 6 mjeseci)

Ispitivanjem kobasica sa omotacima od alginata, Krol i sar. (2017) prijavljuju razli¢ite rezultate
za FRAP, pri ¢emu navode viSe vrijednosti neposredno nakon zrenja nakon c¢ega dolazi do
opadanja vrijednosti tokom skladiStenja.

Dominguez i sar. (2018) isticu da, iako se primjecuje da antioksidativni filmovi poboljsavaju
vijek trajanja mesa, nema dovoljno informacija o uticaju metoda proizvodnje takvih filmova na
njihov antioksidativni kapacitet. Takode, oni smatraju da upotreba razli¢itih antioksidansa,

polimera i mesnih matrica u istrazivanjima otezava njihovo poredenje.
4.3.13. Mikrobioloski status gotovog proizvoda

Ukupan broj bakterija, odnosno ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija, u nadjevu 1 u
ispitivanim uzorcima nakon zrenja (0) i tokom 6 mjeseci skladiStenja prikazan je na Grafiku
4.31. Kao sto se vidi iz prikazanih rezultata, ukupan broj bakterija u nadjevu bio je 6.46 log
cfu/g. Duci¢ (2015) je u svom ispitivanju fermentisanih kobasica ustanovio da je u nadjevu
sremske kobasice i sudzuka ukupan broj bakterija bio 5.9-6.0 log cfu/g. Sli¢ne vrijednosti navodi
Kurt (2016) za fermentisane kobasice sa dodatkom brasna od sjemenki grejpfruta. Nesto vise
vrijednosti ukupnog broja bakterija (6.81 log cfu/g) za nadjev fermentisanih kobasica navode u

svom radu Demirok Soncu 1 sar. (2018), Arslan 1 sar. (2018) navode vrijednosti ukupnog broja
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bakterija od 7.19-7.34 log cfu/g u nadjevu turksog sudzuka, dok su Bozkurt i Erkmen (2002) za
isti proizvod dobili vrijednosti ukupnog broje bakterija od 7.54 log cfu/g.

log cfu/g

nadjev O mjesec  1mjesec 2mjesec 3 mjesec 4 mjesec
Enadjev BCl KC2 mC3 OAEE m®mDEE

Grafik 4.31. Ukupan broj bakterija u nadjevu i u ispitivanim uzorcima kobasica tokom
skladistenja

U gotovom proizvodu, nakon zrenja, ukupan broj bakterija se kretao u intervalu od 6.40 do 7.36
log cfu/g. Vrijednosti od 6.40 i 6.41 log cfu/g imali su uzorci C3 i DEE, pojedinacno, 6.56 1 6.57
log cfu/g uzorci AEE i1 C1, pojedina¢no, dok je uzorak C2 imao najviSu vrijednost ukupnog broja
bakterija od 7.34 log cfu/g. Analiziraju¢i sudzuk sa premazom od hitozana i eteri¢nih ulja,
Demirok Soncu i sar. (2018) navode da je na kraju zrenja ispitivanih fermentisanih kobasica,
sudzuka, doslo do povecanja ukupnog broja bakterija, a vrijednosti su se kretale od 7.83 do 8.81
log cfu/g. Capita 1 sar. (2006) smatraju da razlike u vrijednostima ukupnog broja bakterija zavise
i od vrste mesa koje se koristi za dobijanje kobasica (svinja, jelen...).

Nakon mjesec dana skladiStenja, ukupan broj bakterija se kretao od 6.28 log cfu/g za uzorak
AEE, do 6.74 log cfu/g za uzorak C3. Iz prikazanih rezultata vidi se da su omotaci tretirani
ekstraktima imali manji ukupan broj bakterija od kontrolnih uzoraka. Krol i sar. (2017) su,
analiziraju¢i fermentisane kobasice sa omotacima od alginate, ustanovili da je doSlo do porasta
ukupnog broja bakterija nakon 28 dana skladiStenja, s tim da je taj porast u kontrolnim uzorcima

izrazeniji a vrijednosti viSe za oko 25%.
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Poslije dva mjeseca skladistenja, ukupna broj bakterija se kretao od 5.64 log cfu/g u uzorku AEE,

do 6.69 log cfu/g u uzorku C2. Bozkurt i Erkmen (2002) su nakon skladiStenja sudzuka
ustanovili da je ukupna broj bakterija bio 6.3-6.7 log cfu/g. Nesto viSe vrijednosti navodi Kurt
(2016) za fermentisane kobasice sa dodatkom brasna od sjemenki grejpfruta.

Ukupan broj bakterija nakon tri mjeseca skladiStenja kretao se od 5.45 log cfu/g, koliko je
ocitano za uzorak DEE, do 6.84 log cfu/g za uzorak C3, a uzorci sa omotacima tretiranim biljnim
ekstraktima imali su nize vrijednosti od kontrolnih uzoraka. Kurt (2016) je ustanovio da dodatak
brasna od sjemenki grejpfruta u sudzuk, u koli¢ini od 1.5 1 3%, dovodi do smanjenja ukupnog
broja bakterija tokom skladiStenja. Isti autor navodi da je, najvjerovatnije, razlog za to sadrzaj
flavonoida u koriStenom dodatku, posto se antimikrobno dejstvo povezuje sa sadrzajem
flavonoida i njegovih derivata.

Poslije 4 mjeseca skladiStenja, ukupan broj bakterija se kretao od 5.74 log cfu/g za uzorak DEE,
do 6.48 log cfu/g za kontrolni uzorak C1.

Ukupan broj bakterija se nakon 5 mjeseci skladistenja kretao od 5.79 do 6.84 log cfu/g. Najnizu
vrijednost imao je uzorak C2, a najviSu C3. Savanovi¢ (2019) je, analizirajuc¢i fermentisane
kobasice sa dodatkom razli¢itih koncentracija etari¢nih ulja kima, kleke i zalfije, ustanovio da se
ukupan broj bakterija, nakon 150 dana skladiStenja, kretao od 4.30 do 6.85 log cfu/g.

Nakon Sest mjeseci skladiStenja, ukupan broj bakterija se kretao od 5.28 log cfu/g u uzorku C3
do 6.24 log cfu/g za uzorak CIl. Takode, moze se vidjeti da uzorak DEE na kraju perioda
ispitivanja ima za oko 10% manji broj bakterija u odnosu na kontrolni uzorak. Veliki uticaj na
razvoj mikroorganizama ima aw vrijednost, a ve¢ina bakterija ne moze rasti ispod vrijednosti aw
od 0.87 (Vukovi¢, 2012; McNeil, 2019), Sto se slaZe sa rezultatima mjerenja aktiviteta vode koji
su dobijeni u ovom istrazivanju (Grafik 4.7.).

Savanovi¢ (2019) je ustanovio da je, nakon skladiStenja od 225 dana, ukupan broj bakterija u
fermentisanim kobasicama bio 4.38-7.38 log cfu/g. Kurt (2016) u svom istrazivanju navodi da se
tokom skladiStenja smanjuje broj bakterija, te da smanjenje broja ukupnih aerobnih mezofilnih
bakterija moze biti povezano sa na¢inom pakovanja (vakuum) i uslovima skladistenja u frizideru.
Iz prikazanih rezultata, takode, moze se vidjeti da je, tokom cijelog perioda skladiStenja, manji
ukupan broj bakterija kod uzoraka sa omotaCima tretiranim biljnim ekstraktima, nego kod
kontrolnog uzorka. Nikmaram i sar. (2018) navode da se upotrebom filmova sa antimikrobnim

svojstvima pocetni broj bakterija moze znacajno smanjiti, kako na sobnoj temperaturi, tako i na
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temperaturi skladiStenja (+4°C). Efenberger-Szmechtyk i sar. (2020) navode da biljni ekstrakti

bogati polifenolima mogu produziti rok trajanja mesa i mesnih proizvoda, tako §to inhibiraju rast
patogene mikroflore. Demirok Soncu i sar. (2018) zakljuCuju da ugradnja eteri¢nih ulja u
hitozanski premaz i nanoSenje na povrSinu kobasice, moze, ali ne mora, uticati na prirodnu
mikrofloru kobasica.

Enterobakterije su uobiCajeni kontaminenti mesa i, samim tim se mogu na¢i u nadjevu u
koli¢inama koje zavise od inicijalnog opterecenja sirovina, tipa kobasice i faze zrenja. Pocetni broj
Enterobacteriaceae u fermentisanim kobasicama smatra se pokazateljem sanitarnih uslova
proizvodnje, a moze da poti¢e od materijala za punjenje, radnog osoblja, opreme i alata koji se
koriste u preradi ili iz atmosfere prostorije za zrenje (Krol i sar., 2017; Arslan 1 sar., 2018). U
Tabeli 4.28. prikazan je ukupan broj enterobakterija u nadjevu i u ispitivanim uzorcima, nakon
zrenja (0) i tokom 6 mjeseci skladistenja. Kao Sto se vidi iz Tabele 5.28, sadrzaj enterobakterija u
nadjevu je bio <2 log cfu/g. Nakon zrenja i nakon mjesec dana skladiStenja u svim ispitivanim
uzorcima ukupan broj enterobakterija je bio <2 log cfu/g.

Smjernicom/vodicem o mikrobioloSkim kriterijima za hranu (2013) preporuceni su
mikrobioloski kriterijumi za trajne kobasice, sa granicnom vrijednos¢u za enterobakterije 1-2 log

cfu/g, te se moze smatrati da ispitivani uzorci zadovoljavaju odredbe ove Smjernice.

Tabela 4.28. Ukupan broj enterobakterija u nadjevu i u ispitivanim uzorcima

log enterobakterije nadjev <2
cfu/g
0 mjesec I mjesec 2 mjesec 3 mjesec 4 mjesec S mjesec 6 mjesec
C1 <2 <2 (0] <2 <2 (0] %]
C2 <2 <2 (%) <2 <2 (4] %]
C3 <2 <2 (0] <2 <2 (0] %]
AEE <2 <2 (%) <2 <2 (4] (%)
DEE <2 <2 (0] <2 <2 (0] ()

Demirok Soncu i sar. (2018) za sadrzaj enterobakterija u nadjevu sudZzuka navode vrijednost 4.81
log cfu/g, 1 da tokom zrenja dolazi do zna¢ajnog opadanja ove vrijednosti, koje je viSe izrazeno u
uzorcima sa hitozanom i eteri¢nim uljima. Wojciak i Dolatowski (2012) slazu se da upotreba
antioksidanasa, koji pokazuju neka bakteriostatska svojstva, mogu inhibirati razmnoZavanje
bakterija iz porodice Enterobacteriaceae.

Krol 1 sar. (2017) navode vrijednosti ukupnih enterobakterija ispod granice detekcije za

fermentisane kobasice sa omotafima od alginata. Do istih podataka za fermentisane kobasice
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dosli su 1 Ivanovi¢ 1 sar. (2015), te smatraju da se eliminacija enterobakterija na kraju

fermentacije moze pripisati procesu acidifikacije, povecanoj koliini soli, smanjenju aw
vrijednosti 1 prisustvu bakterija mlijecne kiseline, odnosno njihovih produkata (bakteriocini).
Analiziraju¢i fermentisane kobasice (sremska kobasica, sudzuk), Duci¢ (2015) je ustanovio da u
gotovim proizvodima enterobakterije nisu prisutne.

Arslan 1 sar. (2018) su, u kobasicama sa hitozanskim omota¢ima, ustanovili zna¢ajno smanjenje
ukupnog broja enterobakterija u pocetnim fazama prerade, Sto su povezali sa visokom kiselos¢u i
velikim sadrzajem bakterija mlijecne kiseline, koji se smatraju dominantnom florom u ovim
proizvodima.

Prisustvo enterobakterija u uzorcima nije ustanovljeno tokom daljeg skladiStenja. Rezultati
prikazani u ovom radu slazu se sa rezultatima koje su dobili Kurt (2016) i Savanovi¢ (2019).
Efenberger-Szmechtyk i1 sar. (2020) isticu da upotreba biljnih ekstrakta utiCe na smanjenje
ukupnog broja entrobakterija u proizvodnji fermentisanih kobasica.

U Tabeli 4.29. prikazan je ukupan broj koagulaza (+) stafilokoka u nadjevu i u ispitivanim
uzorcima, nakon zrenja (0) i tokom Sest mjeseci skladistenja.

Kao §to se moze vidjeti iz prikazanih rezultata, u nadjevu i u svim uzorcima tokom perioda
skladiStenja, ukupan broj koagulaza bio je ispod <2 log cfu/g. Smjernice/vodi¢ o mikrobioloSkim
kriterijima za hranu (2013), kao grani¢ne vrijednosti za koagulazu (+) stafilokoka navodi 1-2 log
cfu/g, pa se i1z prikazanih rezultata moze zakljuciti da su ispitivani uzorci u skladu sa

preporucenim vrijednostima.

Tabela 4.29. Ukupan broj koagulaza (+) stafilokoka u nadjevu i u ispitivanim uzorcima

log koagulaza .
cfu/g (+) stafilokoka acyey =
0 mjesec I mjesec 2 mjesec 3 mjesec 4 mjesec S5 mjesec 6 mjesec
C1 (0] <2 (%) <2 (%) (0] ()
C2 (%) <2 (%) <2 () (%) (%)
C3 (0] <2 (0] <2 0 (0] (%)
AEE %] <2 (%) <2 () (%) %)
DEE %) <2 %) <2 (%) %) (0]

Wojciak i Dolatowski (2016) su, za kobasice sa prirodnim omota¢ima od kisele surutke i nekih
biljnih ekstrakata (ruzmarin, kleka, sjeme goruSice), dobili rezultate koji su u skladu sa

rezultatima ovog rada.
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Kvasci 1 plijesni se veoma c¢esto mogu naci, u manjem ili veCem broju, na povrsini ili u

unutrasnjosti proizvoda, kao S$to su fermentisane kobasice. U Tabeli 4.30. prikazani je ukupan
broj kvasaca i plijesni u nadjevu i u ispitivanim uzorcima, nakon zrenja (0) i u toku Sest mjeseci

skladistenja.

Tabela 4.30. Ukupan broj kvasaca i plijesni u nadjevu i u ispitivanim uzorcima tokom 6 mjeseci

skladistenja
clf‘l’ﬁg Kvasci i plijesni nadjev <3.70
0 mjesec I mjesec 2 mjesec 3 mjesec 4 mjesec S mjesec 6 mjesec

C1 <2 <2 <3 <3 <3 <3 <3

C2 <2 <2 <3 <3 <3 <3 <3

C3 <2 <2 <3 <3 <3 <3 <3
AEE <2 <2 <3 <3 <3 <3 <3
DEE <2 <2 <3 <3 <3 <3 <3

Iz prikazanih rezultata vidi se da je ukupan broj kvasaca i plijesni u nadjevu bio manji od 3.7 log
cfu/g. Nakon zrenja, kao i tokom cijelog perioda skladistenja, ukupan broj kvasaca i plijesni bio
je <2 log cfu/g za sve ispitivane uzorke. Demirok Soncu i sar. (2018) navode da je u nadjevu
sudzuka ukupan broj kvasaca i plijesni bio 5.39 log cfu/g, kao i da se tokom zrenja ova
vrijednost malo smanjila. Takode, oni navode da primjena hitozana i eteri¢nih ulja u proizvodn;ji
sudZuka nije pokazala znacajan uticaj na promjenu broja kvasaca i plijesni. Ispitivanja Bozkurta 1
Erkmena (2002) pokazuju da se na pocetku zrenja ukupan broj kvasaca 1 plijesni povecavao, da
bi se do kraja zrenja 1 tokom skladiStenja taj broj znacajno smanjio. Krol 1 sar. (2017) prijavljuju
porast ukupnog broja kvasaca 1 plijesni tokom skladi$tenja na kontrolnim uzorcima, dok je kod
uzoraka sa alginatom kvasci i1 plijesni nisu detektovani. Savanovi¢ (2019) je analizom 60
varijanti fermentisanih kobasica, sa dodatkom raznih eteri¢nih ulja, pronasao da je ukupan broj
plijesni tokom skladiStenja svih uzoraka ispod granice detekcije (<10 cfu/g). Ispitivanjem
razli¢itih vrsta fermentisanih kobasica, Capita i sar. (2006) navode da je ukupan broj kvasaca i
plijesni bio 3.8-4.0 log cfu/g. Lili¢ i sar. (2013) smatraju da je jedan od faktora koji utice na
pojavu plijesni 1 kvasaca dijametar kobasice, jer je ve¢i broj naden je u kobasicama uzeg
dijametra, usljed veceg prisutva kiseonika. Takode isticu 1 uticaj dima, jer su kvasci osjetljivi na

proces dimljenja.
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Rezultati i diskusija
Jos neki od nepozeljnih mikroorganizama koji se mogu naci u fermentisanim kobasicama a koji

predstavlja veliki rizik po zdravlje ljudi su sulfitoredukujuce klostridije. Smjernicom/vodi¢em o
mikrobioloskim kriterijima za hranu (2013), preporu¢ena je grani¢na vrijednost za
sulfitoredukujuée klostridije od 1-2 log cfu/g. U Tabeli 4.31. prikazan je ukupan broj
sulfitoredukujucih klostridija u nadjevu i u ispitivanim uzorcima, nakon zrenja i u toku Sest

mjeseci skladistenja.

Tabela 4.31. Ukupan broj sulfitoredukujucih klostridija u nadjevu i u ispitivanim uzorcima

log Sulfitoredukujucée .
cfu/g klostridije e {IET o
0 mjesec I mjesec 2 mjesec 3 mjesec 4 mjesec S mjesec 6 mjesec
C1 (%) 0 (%) (%) (%) %) ()
C2 (4] (%) (%) () (%) %] (%)
C3 (%) 0 (%) (%) (%) (%) (%)
AEE 4] (%) (%) () (%) %] (%)
DEE %) %) (%) (%) (%) %) (0]

Kao $to se vidi iz prikazanih rezultata, ni u nadjevu, niti u uzorcima tokom skladiStenja nisu
registrovani ovi mikroorganizmi. Dobijeni rezultati su u skladu sa dozvoljenim vrijednostima
datim u Smjernicama/vodic¢u o mikrobioloskim kriterijima za hranu (2013). Iste vrijednosti dobio
je 1 Savanovi¢ (2019), ispitujuci veci broj uzoraka sa dodatkom raznih etericnih ulja, ali 1 mnogi
drugi autori za razliite vrste fermentisanih kobasica (Drosinos 1 sar., 2005; Gonzalez-Fandos 1
sar.,, 2021). Kako bi se opasnost od sulfitoredukuju¢ih klostridija svela na minimum, za
fermentisane proizvode od mesa se preporucuje dodatak nitrita/nitrata u minimalnoj koli¢ini od
100 ppm, uz minimalno 2.5% soli (https://inspection.canada.ca). Na smanjenje nepozeljnih
bakterija u fermentisanim kobasicama uti€u 1 prirodno prisutne bakterije mlije€ne kiseline.
Njihove metabolicke aktivnosti imaju konzerviSu¢i efekat, jer djeluyju na patogene
mikroorganizme 1 mikroorganizme koji uzrokuju kvarenje hrane (Krockel, 2013). Ovakvo
dejstvo bakterija mlijecne kiseline na sulfitoredukujuce klostridije, ustanovili su Hospital i sar.

(2016).
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu prikazanih rezultata, dobijenih ispitivanjem antioksidativnog i antimokrobnog
djelovanja ekstrakata trnjine, drenjine, aronije i crvene treSnje, moze se zakljuciti sljedece:

» Biljni ekstrakti su pokazali razliCito antioksidativno djelovanje. Etanolni ekstrakti su
pokazali jacu antioksidativnu aktivnost od vodenih ekstrakata, u svim ispitivanim
uzorcima, S$to je rezultat bolje rastvorljivosti polifenolnih komponenti u razblazenom
etanolu u odnosu na vodu. Sadrzaj ukupnih fenola (TPC) u ispitivanim biljnim
ekstraktima kretao se 14.83-31.87 mg GAE/g s. e. u vodenim, i 38.34-54.11 mg GAE/g
s.e u etanolnim ekstraktima. Redoslijed biljnih vrsta po opadajuéem sadrzaju ukupnih
fenola u vodenim ekstraktima je sljedeci: crvena treSnja > aronija > drenjina > trnjina, a u
etanolnim: trnjina > aronija > drenjina > crvena treSnja. Sadrzaj ukupnih flavonoida (TF)
je manji od sadrzaja neflavonoida (TN) u vodenim ekstraktima kod svih uzoraka, dok je

kod etanolnih ekstrakata TN ve¢i samo kod drenjine.

U vodenim ekstraktima sadrZaj flavonola kretao se od 1.1 do 7 mg QE/g s.e, a u
etanolnim ekstraktima od 1.3 do 10.37 mg QE/g s.e. Najveci sadrzaj naden je u trnjini, u
oba ekstrakta, a najmanji u drenjini, u oba ekstrakta.

Najveci sadrzaj antocijana (>20 puta veci od ostalih biljnih vrsta) naden je u aroniji, u
oba ekstrakta. U vodenim ekstraktima sadrZzaj monomernih antocijana kretao se od 1.06
do 54.66 mg/g s.e., a za ukupne antocijane od 2.51 do 69.76 mg/g s.e. U etanolnim
ekstraktima sadrzaj monomernih antocijana je bio ve¢i nego u vodenim ekstraktima i
kretao se od 3.62 do 177.88 mg/g s.e., a ukupnih antocijana od 12.96 do 229.17 mg/g s.e.
Najbolju antioksidativnu aktivnost, mjerenu testovima (ABTS, DPPH 1 FRAP) pokazao
je ekstrakt aronije (vodeni 1 etanolni) (izuzetak je ABTS kod etanolnog ekstakta). Vodeni
ekstrakti su, u svim ispitivanim uzorcima, pokazali slabiju antioksidativnu aktivnost od
etanolnih ekstrakata.

» Biljni ekstrakti pokazali su razli¢ito antimikrobno djelovanje. Vrijednost minimalnih
inhibitornih koncentracija (MIC) prema S. aureus kretale su se od 7.5 mg/mL (TEE), do
120 mg/mL (TrVV). NajniZe vrijednosti minimalnih baktericidnih koncentracija (MBC)
imali su rastvori drenjine (EE, EV, VV) i aronije (EV).
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Prema B. cereus vrijednost MIC kretale su se od 7.5 mg/mL (TEE, DEE, AEE, AEV), do

120 mg/mL (TrVV), a najnizu vrijednost MBC od 7.5 mg/mL imali su rastvori aronije
(EE1EV).

Vrijednost MIC prema E. coli kretale su se od 15 mg/mL kod ekstrakata trnjine i drenjine
(EE 1 VE), do >120 mg/mL (AVYV). Najnize vrijednosti MBC imali su rastvori trnjine
(VE) i drenjine (EE, VE).

Prema S. enterica vrijednost MIC kretale su se od 15 mg/mL (TEE, TVE, DEE, DVE), do
>120 mg/mL (AVV), a najnizu vrijednost MBC od 15 mg/mL imao je rastvor drenjine
(EE).

Antifungalnu aktivnost, prema plijesni P. expansum pokazali su jedino EE rastvori u
najvisoj ispitivanoj koncentraciji od 30 mg/mL, a do povecanja precnika rasta plijesni

dolazi tek nakon 4 dana. Ostali rastvori nisu pokazali antifungalnu aktivnost.

Nakon ispitivanja antioksidativnog i antimikrobnog djelovanja omotaca, tretiranih rastvorima
ekstrakata trnjine, drenjine, aronije i crvene treSnje, moze se zakljuciti sljedece:

» Prirodni omotaci potopljeni u biljne ekstrakte pokazali su razlicite antioksidativno
djelovanje. TPC u ispitivanim omota¢ima kretao se od 0.304 mg GAE/g (TrEV) do 6.861
mg GAE/g (AEE). Najvisa vrijednost TPC nadena je u omotacima tretiranim ekstraktima
aronije, 1 veoma su sli¢ni vrijednostima za uzorak sa vitaminom C (C2), koji je koriSten
kao kontrola antioksidativnog sredstva.

Vrijednosti za DPPH kretale su se od 0.028 mg GAE/g (TVE) do 1.259 mg GAE/g
(AEV). NajviSa vrijednost za DPPH nadena je u omotaCima tretiranim rastvorima
ekstrakata aronije.

Vrijednosti za ABTS kretale su se od 0.054 mg GAE/g (TVE) do 0.796 mg GAE/g
(AEE), a najvece vrijednosti su pokazali omotaci tretirani sa rastvorima aronije.
Vrijednosti za FRAP kretale su se od 2.414 pmol Fe?'/g (TVE), do 38.131 pmol Fe*'/g
(AEE), a najvece vrijednosti su pokazali omotaci tretirani sa rastvorima aronije (veoma
visoke vrijednosti).

» Prirodni omotaci, potopljeni u biljne ekstrakte, pokazali su razli¢ito antimikrobno
djelovanje. Dejstvo prema S. aureus, u vidu kontaktne inhibicije (K.I.) pokazao samo

DEV. Prorjeden rast kulture B. cereus pokazao je omota¢ tretiran DEE rastvorom
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ekstrakta. Dejstvo prema S. enterica u vidu inhibicije (I) su pokazali omotaci tretirani

rastvorima drenjine (DVV 1 DVE), a K.I. omotaci tretirani rastvorima drenjine (DEV 1
DEE) i trnjine (TVV, TVE, TEE). Na E. coli K.I. su pokazali omotaci TVV , DVViAVV.
Dobijeni rezultati ukazuju da koristene koncentracije ekstrakata u koje su bili potopljeni
omotaci, iako su bile vise od izmjerenih MIC vrijednosti za pojedine ekstrakte, nisu bile
dovoljne da oni pokazu znacajnije antimikrobno dejstvo, iako je ustanovljeno da
ispitivani omotaci imaju pozitivan uticaj na antioksidativna svojstva. Pretpostavka je da
je omotac¢ zadrzao manju koli¢inu od potrebne za djelovanje na izabrane sojeve. Odavde
proizilazi da se antimikrobne osobine biljnih ekstrakta mogu pripisati individualnim ili

sinergijskim efektima razlicitih faktora, a ne samo sadrzaju fenolnih materija.

Pregledom rezultata fizickih, fizicko-hemijskih, hemijskih i senzornih promjena u toku zrenja i
skladiStenja tradicionalnih fermentisanih kobasica, kao i lipolitickih promjena i mikrobioloskog
statusa, moze se zakljuciti sljedece:

» Upotreba omotaca tretiranog biljnim ekstraktom uticala je na ocuvanje kvaliteta i
odrzivost fermentisanih kobasica tokom skladistenja. Primjena omotaca tretiranih biljnim
ekstraktima nije uticala na promjene pH i aw vrijednosti, i dobijene vrijednosti nisu se
razlikovale od kontrolnog uzorka.

Na sadrzaj vode, pepela, soli, proteina i ukupnih masti u kobasicama, tretirani omotaci
nisu imali nikakav uticaj i nisu se razlikovali od kontrolnog uzorka.

» Pracenjem lipolitickih promjena, moze se zakljuciti da je tokom skladistenja doslo do
povecanja sadrzaja slobodnih masnih kiselina u ispitivanim uzorcima kobasica, osim za
AEE, kod koga je u toku zadnja tri mjeseca skladiStenja doSlo do smanjenja vrijednost za
priblizno 5%.

Rezultati analize vrijednosti peroksidnog broja pokazali su da je tokom skladiStenja doSlo
do njenog porasta, osim kod uzorka C2. Uzorak DEE je pokazao niZe vrijednosti od
kontrolnog uzorka.

Pra¢enjem napredovanja oksidacionog procesa MDA testom, vrijednosti tokom
skladiStenja su porasle u svim ispitivanim uzorcima i kretale su se od 0.74 do 1.90 mg/kg.
U uzorcima sa tretiranim omotac¢ima (AEE 1 DEE) tokom skladiStenja su izmjereni manji

sadrzaji MDA, u odnosu na kontrolni uzorak, za priblizno 12%.
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» Ispitivanjem teksture dolazi se do zakljucka da je kod uzorka DEE doslo do povecanja

tvrdo¢e tokom skladiStenja. Uzorak AEE se tokom skladiStenja ponaSao sli¢no

kontrolnom uzorku, uz neznatno vecu tvrdocu.

Posmatrajuc¢i boju povrsine kobasica, dolazi se do zakljucka da je upotreba ekstrakta
aronije imala uticaj na parametre boje. Tokom skladistenja doslo je do porasta svjetloce
(L*) 1udjela crvene boje (a*), a lagani porast je primijecen i kod udjela zute boje (b*).
Kod parametara L* i a* na presjeku kobasica nije bilo ve¢ih promjena, a sli¢an trend je
prisutan kod svih uzoraka. Udio Zute boje (b*) na presjeku nije se mijenjao samo kod

uzorka AEE.

» Senzornim ispitivanjem uzoraka kobasica, nakon zrenja i tokom 3 mjeseca skladistenja,
ustanovljeno je da nije bilo razlike izmedu ispitivanih uzoraka. Nakon Sestog mjeseca
skladiStenja u uzorcima AEE i DEE je doSlo do pojave kiselog ukusa razli¢itog

intenziteta, ali ocjene za ukupnu prihvatljivost su i dalje bile veoma visoke.

Rezultati ,different from control” - DFC testa pokazali su da je uzorak AEE vizuelno bio
prihvatljiviji i imao ljepSu boju povrsine, Sto je potvrdeno i rezultatima ispitivanja boje
omotaca.

» Rezultati TPC dobijeni analizom omotaca fermentisanih kobasica pokazali su da je
uzorak DEE tokom cijelog perioda skladiStenja imao znatno visi sadrzaj TPC od
kontrolnog uzorka (18-50%). Rezultati mjerenja antioksidatvne aktivnosti primijenjenim
testovima (ABTS, DPPH, FRAP), takode su pokazali da su vrijednosti mjernih

parametara bile vise kod uzoraka AEE 1 DEE u odnosu na kontrolni uzorak.

> Ispitivanjem ukupnog broja bakterija doslo se do zakljucka da su tokom cijelog perioda
skladiStenja uzorci AEE 1 DEE imali manji ukupan broj bakterija od kontrolnog uzorka.
U pogledu ispitivanja prisustva drugih testiranith mikroorganizama (enterobakterija,
koagulaza (+) stafilokoka, sulfitoredukuju¢ih klostridija, kvasaca i plijesni), nisu
ustanovljena odstupanja uzoraka AEE i DEE u odnosu na kontrolni uzorak, a svi

ispitivani uzorci su bili mikrobioloski ispravni.

Na osnovu svih rezultata istraZivanja, generalno se moZze zakljuciti sljedece:
» upotreba omotaca tretiranih ekstraktima pozitivno je uticala na smanjenje kiselinske

vrijednosti, peroksidnog broja i sadrzaja MDA, kao i na smanjenje ukupnog broja
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bakterija u toku skladiStenja u odnosu na kontrolni uzorak, a nije negativno uticala na

senzorne osobine ispitivanih fermentisanih kobasica.

odabrani omotac¢i pokazali su antioksidativnhu aktivnost i pozitivno djelovanje u
sprecavanju oksidativnih promjena u mastima, kao i antimikrobnu aktivnost koja je
uticala na smanjenje ukupnog broja bakterija u kobasicama.

posto su razlike ispitivanih parametara u odnosu na kontrolu male, ali primjetne, u
pogledu daljih istrazivanja trebala bi se razmotriti upotreba viSih koncentracija

ekstrakata u tretmanu prirodnih omotaca.
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Slika A. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti biljnih ekstrakata
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Slika B. Ispitivanje antifungalne aktivnosti biljnih ekstrakata
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Slika D. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti omotaca tretiranih biljnim ekstraktima
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Slika E. Ispitivanje antifungalne aktivnosti omotaca tretiranih biljnim ekstraktima
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Tabela 7.1. Prosjecne promjene pH vrijednosti + SD u ispitivanim uzorcima kobasica nakon
zrenja (0) i tokom skladistenja (3 1 6 mjeseci)

pH 0 3 6

Cl 5.17*+0.03 5.36®+0.05 5.40°%¢+0.03
C2 5.12*+0.04 5.438¢+0.04 5.42%9C+0.03
C3 5.33"2+0.09 5.55%+0.05 5.58°2+0.04
AEE 5.27°A+0.12 5.49°B+0.11 5.51°®+0.05
DEE 5.36°+0.06 5.44%8+0.07 5.47°%®+0.06

* Vrijednosti parametara a-d, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.2. Prosjecne vrijednosti aw = SD za ispitivane uzorke kobasica nakon zrenja (0) i
tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

aw 0 3 6
Cl 0.856*+0.001 0.842°®+0.004 0.843%5+0.003
C2 0.841°2+0.000 0.843*+0.001 0.851°2+0.000
C3 0.853*+0.000 0.838%B+0.000 0.840°®+0.001
AEE 0.845°+0.001 0.823°®+0.002 0.842*C+0.003
DEE 0.867°A+0.005 0.832°2+0.002 0.829°®+0.001

* Vrijednosti parametara a-d, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.3. Prosjecni sadrzaj vode (%) £SD u ispitivanim uzorcima kobasica nakon zrenja (0) i
tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

% 0 3 6

Cl 32.15*+0.34 31.33%A+0.23 31.61'+0.24
C2 30.98%+0.52 32.15°B+0.15 31.69%'+0.34
C3 31.52A+0.22 32.23"°B+0.18 31.72*48+0.21
AEE 31.36+0.52 29.33°®+0.06 32.07%¢+0.31
DEE 34.81#+0.28 31.14%8+0.33 29.85°C+0.39

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabeli 7.4. Prosjecni sadrzaj ukupnog pepela (%) £SD u ispitivanim uzorcima kobasica nakon
zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

% 0 3 6

Cl 4.47%+0.05 5.06°®+0.21 5.04?+0.02
C2 4.54*A+0.06 4.98%+0.07 5.01%8+0.06
C3 4.57*+0.20 5.20°8+0.06 5.13?+0.00
AEE 454°2+0.12 5.28%8+0.09 5.16%%+0.06
DEE 4.82*4+0.05 5.28%8+0.10 5.15%+0.15

* Vrijednosti parametra a, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-B unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu
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Tabela 7.5. Prosjecni sadrzaj hlorida (%) £SD u ispitivanim uzorcima kobasica nakon zrenja (0)
i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

% 0 3 6
Cl 4.69%4+0.01 4.36%+0.02 4.298+0.05
C2 4.72%4+0.08 4.62°2+0.03 4.39%°B+0.05
C3  4.63*+0.02 4.80"°A+0.10 4.40%B+0.00
AEE 4.80°B+0.02 4.87°4+0.08 4.57°B+0.11
DEE 4.62*+0.02 4.93°®+0.03 4.68°A+0.04

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-B unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.6. Prosjecni sadrzaj proteina (%) £SD u ispitivanim uzorcima kobasica nakon zrenja
(0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)
% 0 3 6

C1 22.64%4+0.41 23.56*+0.90 23.77*+0.09
C2 22.56%4+0.10 23.45*+0.52  23.29°4+0.38
C3 22.57%+0.10 24.17%+0.49  22.89*'+0.32
AEE  21.66*°+0.67 23.15°%+0.31 22.69*‘®+0.24

DEE 21.42%+1.18 22.95*B+0.79 23.13%®+0.27

* Vrijednosti parametara a-b, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-B unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.7. Prosjecni sadrzaj ukupnih masti (%)£SD u ispitivanim uzorcima kobasica nakon
zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

% 0 3 6
Cl 37.73%A+0.16 38.05*+0.51 37.83"A+0.32
C2 39.17°A40.48 37.86*+0.72 37.90°A+0.21
C3 37.63%A+0.67 37.60**+0.08 36.972/+0.27
AEE 37.00°+0.13 38.13**+0.05 36.8728+0.86
DEE 36.57°4+0.64 37.53%B+0.09 37.94°C+0.29

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.8. Prosjecan sadrzaj slobodnih masnih kiselina (mg KOH/g)£SD u ispitivanim
uzorcima kobasica nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

mg KOH/g 0 3 6
C1 10.30*48+0.77 11.20%B+0.41 12.11%+0.15
C2 10.16%°+0.92  9.88"A+0.73  12.01°8+0.02
C3 0.96*+1.28  11.67%8+0.55 13.36°°+0.40

AEE 9.53*+1,09 12.68%+0.33 12.08%8+0.17
DEE 10.99%+0.55 12.74%°+0.04 13.66"°+0.06

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu
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Tabela 7.9. Prosjecne vrijednosti peroksidnog broja (mmol O2/kg)£SD u ispitivanim uzorcima

kobasica nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

mmolO2/kg 0 3 6
C1 3.79%A+0.09 4.19%°A+0.34 4.27*4+0.09
C2 4.65°+0.86  4.56*+0.07 3.53°2+0.09
C3 2.72%A4+0.50 4.22%B+0.55 4.62°8+0.07
AEE 3.48%0A+0.21 4.34%B+0.28 4.77°C+0.12
DEE 3.81%AB+0.79 3.47°AB+0.21 4.25°8+0.06

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.10. Prosjecne vrijednosti sadrzaja MDA (mg/kg)£SD u svim ispitivanim uzorcima
kobasica nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

mgMDA/kg 0 3 6
Cl1 0.74%440.02 1.25°%+0.03 1.92%¢+0.02
C2 0.75%40.01 1.198+0.01 1.78°C+0.01
C3 0.74*40.01 1.08°2+0.01 1.80°C+0.01
AEE 0.75*+0.01 1.10°B+0.01 1.73°C+0.00
DEE 0.75*+0.01 1.09°+0.00 1.70%C+0.00

* Vrijednosti parametara a-d, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.11. Prosjecna tvrdoc¢a/mekoca (kg)£SD ispitivanih uzoraka kobasica nakon zrenja (0) i
tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

kg 0 3 6

Cl 0.51%4+0.13 0.55%A+0.09 0.54**+0.08
C2 0.58"B+0.14 0.46*+0.11 0.63%8+0.17
C3 0.43A+0.12 0.48*+0.08 0.51*+0.09
AEE 0.56%4+0.11 0.62°4+0.10 0.56*+0.14
DEE 0.35°°+0.09 0.48%8+0.07 0.65%+0.12

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.12. Prosjecne vrijednost L"+SD izmjerene na povrsini omotaca ispitivanih uzoraka
kobasica nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

L* 0 3 6

Cl 41.27%+1.34 42.36°°2+1.00 41.59%*+0.66
C2 41.00%"+1.02 43.22"+0.64 39.99%4+1.23
C3  40.00*+3.14 43.23°+1.38 41.14*+0.65
AEE 39.21%A+2.00 40.37*B+1.75 42.25%8+117
DEE 41.34%A+0.53 42.48%A+145 41.57%+2.02

* Vrijednosti parametara a-b, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-B unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu
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Tabela 7.13. Prosjecne vrijednost a*+SD izmjerene na povrsini omotaca ispitivanih uzoraka
kobasica nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

a* 0 3 6

Cl 3.70"+0.50 5.86°®+0.31 5.14%B+0.77
C2 4.72%A+0.48 6.34"+0.53 6.28°B+0.50
C3 3.73*+0.48 7.10°2+0.89 6.60°®+0.99
AEE 3.84*+0.18 5.33%+0.38 7.13°°+0.68

DEE 5.07°+1.00 5.76+0.52 4.85%'+0.74

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-B unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.14. Prosjecne Vrijednost b*+ SD izmjerene na povrsini omotaca ispitivanih uzoraka
kobasica nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

b* 0 3 6

Cl 2.58*+0.45 5.28%8+0.66 5.93%°B+0.58
C2 3.41®A+048 6.13"+1.16 5.70%B+1.02
C3 3.50%A+0.81 6.63°B+1.24 6.69°8+0.98
AEE 2.77%A+035 3.85%®+0.57 6.95%°+0.87
DEE 3.73°240.66 5.28%%8+0.49 4.39"AB+0.76

* Vrijednosti parametara a-b, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.15. Prosjecne vrijednost L™+ SD izmjerene na presjeku ispitivanih kobasica nakon
zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

L* 0 3 6

Cl 48.76*+0.87 51.678+2.06 53.122"B+2 62
C2 50.28%+354 51.17%A+1.91 54.24%8+0.65
C3 49.10+1.16 48.99°A+191 51.98%B+169
AEE 48.83%A+1.35 50.20%AB+190 52.08%8+1.80
DEE 48.47*+1.99 50.16%8+1.77 51.46""+1.56

* Vrijednosti parametara a-b, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-B unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.16. Prosjecne vrijednost a* + SD izmjerene na presjeku ispitivanih uzoraka kobasica
nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

a* 0 3 6

Cl 9.06*+0.48 8.39%4+0.57 7.09°8+0.58
C2 9.06*+0.48 8.80*+0.57 7.09°®+0.58
C3 8.79%+0.70 8.72+0.73 6.97*+0.51
AEE 9.72%A+1.11 7.74°+0.65 7.36%8+0.64
DEE 9.93*A+1.16 8.22%%8+0.86 6.90%C+0.51

* Vrijednosti parametara a-b, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu
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Tabela 7.17. Prosjecne vrijednost b*+SD izmjerene na presjeku ispitivanih uzoraka kobasica
nakon zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)
b* 0 3 6

Cl 6.022+0.83 7.58%B+0.76 7.822"8+1.09
C2 6.46%2+0.70 8.76®+1.11  8.06°B+0.52
C3 6.47%°+1.04 7.75%B+1.15 6.91°AB+0.65
AEE 6.99%4+1.16 6.98"+0.44 7.16%°°4+0.75
DEE 7.47°2+41.12 7.65®"+1.11 6.76°/+0.81

* Vrijednosti parametara a-b, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-B unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.18. Sadrzaj TPC (mg GAE/Q) u omotacima ispitivanih fermentisanih kobasica nakon
zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

mg GAE/g 0 3 6
C1 3.179%8+0.126  3.890%8+0.491 4.246%°8+0.367
C2 3.495%+0.414  4.883°B+0.096  4.216%"+0.342
C3 4.722°A+0.172  5.721°8B+0.242  3.489*/+0.086
AEE 2.812%4+0.047 4.476%°AB+0.058 4.110%°"+0.427
DEE 6.990°4+0.643  5.080°B+0.074  5.225°B+0.708

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-B unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.19. Vrijednost DPPH (ug GAE/Q) u omotacima ispitivanih uzoraka kobasica nakon
zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

MgGAE/g 0 3 6
C1l 0.244%A+0.003 0.090%%+0.001 0.218*A°+0.009
C2 0.262°A+0.039 0.099%B+0.001 0.220**+0.031
C3 0.211°2+0.003 0.115°°B+0.008 0.175*'+0.003
AEE 0.292°A+0.006  0.131°®+0.012  0.218%+0.012
DEE 0.288%A+0.001 0.126°®+0.011  0.184°¢+0.023

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu

Tabela 7.20. Vrijednost ABTS (ug GAE/Q) u omotacima ispitivanih uzoraka kobasica nakon
zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

ugGE/g 0 3 6
C1 0.336%+0.020 0.160%8+0.022 0.244%¢+0.023
C2  0.357%A+0.034 0.180%®+0.012 0.221*8+0.000
C3 0.305*+0.026 0.188%¢+0.004 0.226%8+0.001
AEE  0.362%A+0.012 0.187%8+0.006 0.247°¢+0.025
DEE  0.407°A+0.012 0.183%+0.023 0.250%°+0.007

* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-C unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu
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Tabela 7.21. Sadrzaj FRAP (umol Fe?*lg) u omotacima ispitivanih fermentisanih kobasica nakon
zrenja (0) i tokom skladistenja (3 i 6 mjeseci)

umol Fe?*/g 0 3 6
C1 13.435%4+0.021 5.671%8+1.239  8.806%°+0.917
C2 12.483%A+2 179 5.235%8+0.336  8.559%C+0.850
C3 10.402°AB+0.197 7.743°+0.111 8.335%%+0.018

AEE 12.623%A+0.597 6.254%B+0.528 8.756%5¢+0.120
DEE 14.036*+0.399  7.772°B+0.755 12.771°C+0.589
* Vrijednosti parametara a-c, unutar iste kolone su statisticke znacajnosti izmedu uzoraka,
A-D unutar istog reda su statisticke znacajnosti tokom skladistenja (p<0.05) prema Tukey testu
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buorpaduja

Ana Benemup (pohena I'ajuh) pohena je 17.03.1975. y bocanckoj Jlyouru, bochna wu
XeplerosuHa, IJje je 3aBplinia OCHOBHY U CPeilby XEMM]CKO-TEXHOJIOMIKY IIKOIY.

Y bBawoj Jlyuum je 1993. romune ymucana TexHomomku ¢(akyiITeT, CTYAMjCKH IpOTrpam
buorexnonomko-npexrambenu. umiomupana je 2002. roauHe U CTEKIa 3Bake JUILIOMUPAHU
uHxkemep TexHonoruje. Axamemcke 2003/04 romuHe ymmcana je MarucTapckd CTyAH] Ha
TexnonomkoM ¢akynrery VYuuBep3urera y bamoj Jlynm, Ha CTyaujckoM mporpamy
[Ipexpambene TexHoNoTHje W OWOTEXHOJIOTHje, M3 YyKe HayuHe obmactu IIpexpambene
TEXHOJIOTHj€ HAMUPHHUIA )KUBOTUHCKOT MOpHjeKia. Marucrapcku paj je ycrjemHo oadopaHuia
09.09.2016. ronuHe u cTekia 3Bambe Marucrap TEXHUYKUX HayKa M3 00JIaCTH MpexpaMOeHHX
TexHoJoryuja (obmact MHXemepcTBO U TEXHOJIOTH]E).

ITo 3aBpmieTky cryauja, ox 08/2002-12/2002 Guia je anrakoBaHa y (GaOpHUIM 3a MPOU3BOIILY
TjecTeHuHe U Kekca, "Anpua MM", Bama Jlyka. Y nepuony ox 12/2002-05/2005 u ox 11/2006
paguia je Kao JabOpaTOPHjCKU TEXHHYAp M CTPYYHU CApPaJHUK Yy JIA0OpaTOPHjU 3a aHAIU3y
HamupHUIA, TexHonmomku ¢akynter, YHuBep3uTeT y bamoj Jlynn Ha mpeamernma AHanmza
HamupHUIa, [IpexpamMOeHe TeXHOIOTHje HAMUPHULA OMJBHOT TopHjekia, TexHonoruja Boha u
nospha, TexHosoryja »xwura u OpamHa, [IpexpambeHne TexHOJIOTHje HAMUPHUILA KUBOTHHECKOT
nopujekna, TexHosioruja Meca U Mpou3Boja o4 Meca, TexHoloruja MiMjeka U Mpou3BOJa OJ
MIIHjEKa.

ITepuon oxn 05/2005-11/2006 mpoBena je Ha CTpyyHOM ycaBpiuiaBawy Ha MHctutyTty “Lazzaro
Spallanzani”, Jlogun, Wrtanuja, y nabopatopuju 3a OHOXEMH]y MIIHMjEKa, Kao CTUIEHIUCTA
WTaJMjaHCKE BIIAJIE.

Mp Ana Benemup je kxao aytop u koaytop o0jaBuna 40 HayuyHUX M CTYYHUX pajoBa.
VY4yecTBoBazia je y pealu3alyju celaM HayuyHO-UCTPaKUBAUKUX MpojeKaTa.

VYnara je u Majka J1Boje Jjelre.










































Iipuior 3.

Hsjaga 1

HU3JABA O AYTOPCTBY

M3jaBibyjem
A4 je JOKTOPCKA JHucepTanuja

Hacnoe paga .. Yruuaj jonatia OUbHOT €KCTPAKTa HA CBOJCTBA MPUPOAHON OMOTAYA U
oapxupoct Jlomahe depmenTucane kodacuie™

Hacsoe paja Ha edrsieckom jesuxy . Effect of herbal extract addition on the
properties of the natural casings and viability of domestic fermented sausage™

% DE3YJTAT CONCTBEHOT HCTPAKUBAYKOT Pajia,

g Ja JOKTOpCKA AMCepTaluja, y UjeIMHM WIH Yy [MjeioBuMa, Huje 6una
npeanoKeHa 3a jJodujarme OUI0 Koje MIUIOME TTpeMa CTYAMjCKUM nporpaMuMa
JAPYTHX BUCOKOLIKOJICKHX YCTAHOBA,

¥ Jacy pe3ysiTaTv KOPEKTHO HABEJCHH W

¥ JaHycaM KpUIMo/aa ayTopeka rnpaea M KOPUCTHO HHTENICKTYaIHY CBOJUHY IPYIHX JIdLa.

¥ Bamoj Jdyun__{ Y ‘OH Mol? [loTnMe goxTOpanTa

,f‘i I""F?; R
fita, Dereiuno
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H3jasa kojom ce oBramhyje
VYuupepsuret ¥ bamoj Jiyuuaa
JAOKTOPCKY AHCEPTANHjY YHHHH JABHO
AOCTYNHOM

Ognawhyjem YHupepsutet y bawoj Jlyuu 1a MOjy JOKTOPCKY AMCEPTALIKAjy MO/ HACIOBOM

,,YTHIa] omaTka OUIBHOT €KCTpaKTa Ha CBOjCTBA IPHPOIHOT OMOTa4a U

oapxuBocT omahe epmerTHCaHE Kobacuie™

KOja j€ MOje ayTOPCKO Jjesio, Y4UHH jaBHO JOCTYHHOM.

JIOKTOpCKY AMCEpTALjY Ca CBUM MpPUIO3MMA MPEqao/na caMm y eJieKTPOHCKOM
(opmaTy MoroJHOM 3a TPajHO ApXHBHPAE.

Mojy JOKTOPCKY AMCEpTALMjy [OXPameHy y AHTUTaJlHU PENO3HTOPHjYM
Vuugepauteta y Bamoj Jlyun Mory Ia KOpHCTe CBM KOjM HOWTY]y oapeade
caapkane y opabpasom Tthimy nuueHue Kpearwsne sajeanuue (Creative
Commons) 3a KOjy caM ce OJJly4Ho/na.

1. AyTOpCcTBO

2. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMJATHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — Oe3 npepaje
4. AYTOPCTBO — HEKOMEPLIMJAJIHO — AM]EITUTH MO UCTHM YC/IOBMMA
(3 AytopeTeo — 6e3 npepazie

6. AYTOPCTBO — AWjEIUTH MO UCTUM YCIIOBHMA

(MonuMo 12 330KpY)KUTE C€aMmMO jeHy O LIECT NOoHyheHux JHUCHUHM, KpaTak
ONyC NHMLEHUM 1aT je Ha rnonehuHu nucta).

V Bawoj Jlyuu l/ R -OL(' -iZOf{ s HoTnue joKkropaHTa

(’4/‘/‘4&’ jg&? {_‘)/f‘u’/%}(,
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M3jaBa 0 HIeHTHYHOCTH ITAMIAHE H eJIEKTPOHCKE
Bep3MjeJOKTOPCKE JHCepTaluje

Wme u npesume ayTopa _Anxa Benemup

Hacnog pana . Vrunaj noaarka OMJBHOI eKCTPAKTa Ha CBOJCTBA IPHPOAHOT
oMmoTaya 1 oapxkuBocT Jlomahe depmenTHCaHe Kobacuie

MenTop npod. ap Cwexana Marmguh

M3japsbyjeM [a je inraMiiana Bep3uja Moje JOKTOPCKe JucepTalje HICHTHYIHA
eIeKTPOHCKO]BEP3KjU KOjy CaM IpeIao/iia 3a JATHTAINH PEMO3HTOPH]YM
Vuupepsurera y bamoj Jlynu.
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