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1. UVOD 

 

Sintetski polimeri su postali veoma značajni od početka njihovog razvoja tokom Drugog 

svetskog rata do danas. Prva značajna moderna komercijalna plastika se pojavila 1940-ih 

godina. Primena sintetskih polimera je unela revolucionarne izmene u sferi ambalažne 

industrije. Polimeri na bazi nafte, kao što su: polietilen (PE), polipropilen (PP), polistiren 

(PS), poli(etilen tereftalat) (PET) i poli(vinil-hlorid) (PVC) su brzo doživeli široku primenu u 

oblasti ambalaže, zahvaljujući velikom broju pozitivnih osobina, kao što su: fleksibilnost, 

čvrstoća, mala relativna masa u odnosu na upakovani proizvod, obradivost i niska cena 

(Goddard, 1990). 

Gotovo svi prehrambeni proizvodi, kako sveži, tako i prerađeni, se pakuju u neku vrstu 

ambalaže, tokom proizvodnje, prerade, manipulacije, skladištenja, pa sve do konzumacije 

(Anker, 2000). Svha ambalaže je da zaštiti upakovani sadržaj od spoljnih uticaja tokom 

distribucije, transporta i skladištenja, u deklarisanom roku upotrebe (Curaković i sar., 1992). 

Upotreba ambalažnih materijala i ambalaže na bazi sintetskih polimera obezbeđuje mnoge 

pogodnosti, malu relativnu masu ambalaže, dobra fizička i mehanička svojstva, širok spektar 

dizajna uz cene koje pogoduju, kako industriji, tako i potrošačima. Masovna upotreba ovih 

polimera je dovela do ekoloških problema zbrinjavanja velike količine nerazgradivog 

plastičnog ambalažnog otpada. Pritom se svi ovi materijali proizvode iz neobnovljivih 

sirovina. Tri osnovne strategije za zbrinjavanje plastičnog otpada su: spaljivanje, reciklaža i 

odlaganje na deponije (Lazić i sar., 2009). Broj i kapacitet deponija je ograničen, a reciklažni 

sistem skup i ograničen, dok je problem zagađivanja vazduha spaljivanjem otvoren. Navedeni 

faktori, zajedno sa podizanjem ekološke svesti stanovništva i novom državnom regulativom o 

ambalaži i ambalažnom otpadu su uticali da plastična industrija počne da traga za ekološki 

prihvatljivim rešenjima. Potreba za održanjem ili unapređenjem kvaliteta upakovane hrane, uz 

smanjenje količine nastalog ambalažnog otpada, su doprineli, između ostalog, intenzivnom 

istraživanju biorazgradivih i jestivih ambalažnih materijala iz obnovljivih izvora tokom 

poslednje dve decenije (Lazić i Novaković, 2010). Upotrebom ovih materijala, donekle se 

smanjuje problem količine ambalažnog otpada, a kao sirovina se favorizuje biomasa i agro-

industrijski otpad, kao i otpad iz same prehrambene industrije. Upotrebom ovakvih sirovina, 

pored dobijanja jeftine sirovine za proizvodnju materijala, donekle se smanjuje i količina 

otpada agro i prehrambene industrije i umanjuje problem njegovog zbrinjavanja (Lazić i 

Novaković, 2010; Olabarrieta, 2005). Upotreba biopolimera je bila prisutna još u drevnom 

Egiptu i staroj Kini, ali kasnije se njihov razvoj zaustavio zbog velike komercijalizacije 

sintetskih polimera i danas je, izuzev celuloze, upotreba biopolimernih ambalažnih materijala 

izuzetno ograničena zbog njihove visoke cene i lošijih fizičko-mehaničkih i barijernih 

svojstava (pre svega prema vodenoj pari). Ipak, istraživanja na ovom polju su mnogobrojna i 

razvoj savremenih načina proizvodnje i prerade (savremene tehnike polimerizacije i mešanja) 

dovodi do snižavanja cene i optimizacije osobina biopolimera (Olabarrieta, 2005). 

Osnovna funkcija ambalaže je da prihvati proizvod i štiti ga do upotrebe, a uz ovu 

funkciju ambalaža služi kao sredstvo komunikacije sa potrošačima (Curaković i sar., 1992). 

Osnovnu ulogu, prihvatanja i očuvanja proizvoda, ambalaža treba da izvrši na ekonomski 
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prihvatljiv način za proizvođača i potrošača, uz minimiziranje ekološkog opterećenja. 

Ambalaža štiti proizvod dvosmerno. Sa jedne strane ograničava delovanje spoljašnjih faktora 

na upakovan sadržaj, štiteći od uticaja svetlosti (UV, IC zračenje), gasova (kiseonika, 

ugljendioksida), vlage, mikroorganizama, insekata, glodara i drugih spoljašnjih uticaja, dok sa 

druge strane, ambalaža čuva svojstva proizvoda, onemogućavajući gubitak vlage, arome i 

narušavanja gasne atmosfere. Pored navedenog, ambalaža štiti proizvod i od fizičkog i 

mehaničkog oštećenja (Lazić i Novaković, 2010). Pored tradicionalne ambalaže koja štiti 

svojstva proizvoda pasivno, bez direktne interakcije sa njim, u ekspanziji je i razvoj aktivnih 

sistema pakovanja. Pod pojmom “aktivna” ambalaža, definiše se material koji je dizajniran da 

otpušta aktivne komponente u hranu ili ih apsorbuje iz hrane sa ciljem produženja održivosti 

hrane, kao i održavanja ili poboljšanja uslova pakovanja. Najpoznatije i najčešće korišćene 

tehnologije aktivnog pakovanja u industriji hrane su emiteri (antimikrobnih agenasa, 

antioksidativnih agenasa, etilena i CO2) i apsorberi (vezuju etilen, vlagu, CO2 i O2 ). Aktivne 

komponente: emiteri ili apsorberi se mogu primeniti u obliku kesice/kapsule koja se ubacuje u 

ambalažu ili se mogu inkorporirati u sam ambalažni materijal. Ovde biopolimeri nalaze 

značajnu primenu kao aktivni ambalažni materijali, tako što su sami filmovi aktivni 

(antimikrobna ili antioksidativna svojstva) ili se u biofilmove inkorporiraju prirodni i sintetski 

aktivni agensi radi kontrolisanog otpuštanja u proizvod (Hartley, 2013). 

Hitozan je filmogeno jedinjenje koje se dobija iz otpada prehrambene industrije, a 

pritom pokazuje antimikrobna i antioksidativna svojstva, te se može razmatrati u svetlu 

prirodnog biorazgradivog aktivnog materijala (Nadarajah, 2005). U prilog upotrebe hitozana 

za izradu aktivnih jestivih filmova u prehrambenoj industriji se mogu navesti sledeća svojstva 

ovog biopolimera: odobren je kao aditiv u prehrambenoj industriji u mnogim državama, ima 

sposobnost formiranja filmova dobrih barijernih svojstava za gasove, pokazuje antimikrobna i 

antioksidativna svojstva, tri funkcionalne grupe omogućavaju različite modifikacije molekula 

u cilju poboljšanja osobina, izvor je obnovljiva sirovina, koja je pritom i otpad iz 

prehrambene industrije, nastali jestivi filmovi se mogu konzumirati zajedno sa proizvodom ili 

se odbacuju kao biorazgradiva ambalaža (Chhabra, 2004; Hammond, 2004). Ono na čemu je 

potrebno raditi je: poboljšanje mehaničkih svojstava, propustljivosti za vodenu paru, sniženju 

cene hitozana (optimizacijom u procesu proizvodnje, uvođenjem alternativnih sirovina u 

komercijalnu proizvodnju, npr. plesni). Kombinacija prirodnih antimikrobnih i 

antioksidativnih supstanci: hitozana i etarskih ulja biljaka može dati odlične rezultate. 

Inkomporiranjem etarskih ulja u hitozanski film usporava se isparavanje aktivnih komponenti, 

a hidrofobna priroda ulja može doprineti poboljšanju mehaničkih i barijernih karakteristika 

filma (Chi, 2004; Olabarrieta, 2005). 

Petrovačka kobasica je tradicionalna suva fermentisana kobasica iz Srbije, zaštićena 

imenom porekla. Ovaj proizvod karakteriše nekontinuirana proizvodnja u individualnim 

seoskim domaćinstvima i nedovoljna prisutnost na tržištu. Za njenu konkurentnost i širi 

plasman na tržištu neophodna je kontinuirana proizvodnja, kao i efikasno rešenje za očuvanje 

kvaliteta za duži vremenski period skladištenja. Jedan od mogućih pristupa u rešavanju pitanja 

očuvanja kvaliteta tokom skladištenja je prirodno, ekološki podobno rešenje u vidu upotrebe 
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jestivog, biorazgradivog aktivnog filma na bazi hitozana, uz dodatak etarskih ulja biljaka 

(Krkić i sar., 2013).  

1.1. Cilj disertacije 

 

Cilj doktorske disertacije je razvoj aktivnog jestivog premaza na bazi hitozana, kao i 

njegova primena u cilju produženja održivosti suvih fermentisanih kobasica. Cilj je realizovan 

sintezom više različitih modela hitozanskih biofilmova i kolagen-hitozan laminiranih omotača 

sa dodatkom aktivnih i pomoćnih komponenti. Dodatkom etarskih ulja origana i kima, kao i 

pčelinjeg voska modifikovan je sastav filmogenog rastvora za sintezu biofilmova i kolagen-

hitozan laminiranih omotača. Karakterizacija svih tipova filmova i omotača izvršena je 

ispitivanjima fizičko-mehaničkih svojstava (debljina, zatezna jačina i izduženje pri kidanju), 

strukturnih osobina (elektronskenirajuća mikroskopija-SEM i ATR-FTIR spektroskopija), 

fizičko-hemijskih karakteristika (sadržaj vlage, rastvorljivost, bubrenje i boja filma), 

barijernih svojstava (propustljivost gasova i vodene pare) i biološke aktivnosti filmova 

(antioksidativna i antimikrobna aktivnosta). Cilj navedenih modifikacija hitozanskih 

biofilmova i kolagen-hitozan laminiranih omotača je optimizacija mehaničkih, fizičko-

hemijskih i barijernih svojstava filmova, kao i unapređenje antimikrobne i antioksidativne 

aktivnosti hitozanskog filma i laminiranog omotača, odnosno dobijanje aktivnog jestivog 

ambalažnog materijala optimalnih svojstava. 

Mogućnost primene razvijenih i okarakterisanih aktivih jestivih premaza na bazi hitozana 

ispitana je primenom na suvu fermentisanu Petrovačku kobasicu. Efekat primene premaza 

izučavan je ispitivanjima parametara kvaliteta Petrovačke kobasice i to, praćenjem promene 

sadržaja vlage, vrednosti pH, boje, oksidacije lipida, kao i senzorske ocene mirisa i ukusa ove 

kobasice tokom skladištenja. 
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2. OPŠTI DEO 

 

2.1. Aktivno pakovanje 

 

Tradicionalni način pakovanja (pasivno pakovanje), s obzirom na način distribucije i 

skladištenja proizvoda, ima svoja ograničenja u zaštiti proizvoda. Zahtevi za povećanjem 

trajnosti proizvoda, kao i negativan stav potrošača prema konzervansima doveli su do razvoja 

aktivnog pakovanja. Prema Odredbi Evropske Unije o materijalima i predmetima koji dolaze 

u dodir sa hranom, koja je stupila na snagu 2004. godine (Regulation 1935/2004), dopušteno 

je uvođenje “aktivne” i “inteligentne” ambalaže, dok su dodatni zahtevi propisani specifičnim 

merama koje uključuju pozitivnu listu dopuštenih supstanci i/ili materijala. Pod pojmom 

“aktivna” ambalaža, definiše se materijal koji je konstruisan na način da otpušta aktivne 

komponente u hranu ili ih apsorbuje iz hrane sa ciljem produženja trajnosti ili održavanja ili 

poboljšavanja uslova pakovanja (Rooney, 1995). Navedeni novi tipovi ambalaže ne smeju 

menjati sastav ili organoleptička svojstva hrane ili rezultirati informacijama koje bi mogle 

zavarati potrošača. Aktivna ambalaža ne sme sadržavati supstance s namerom prikrivanja 

procesa kvarenja hrane.  

Tehnike aktivnog pakovanja se dele na (Lazić i sar., 2008): apsorpcione sisteme, 

otpuštajuće sisteme i ostale sisteme. 

-Apsorbcioni sistemi apsorbuju neželjene materije, odnosno jedinjenja, kao što su 

kiseonik, ugljen-dioksid, etilen, vlaga, laktoza, strani mirisi ili holesterol.  

-Druga tehnika aktivnog pakovanja je primena otpuštajućih sistema koji aktivno 

dodaju ili emituju jedinjenja u upakovanu hranu ili u slobodan prostor u ambalaži, kao što su 

ugljen-dioksid, antioksidansi i antimikrobni agensi. 

-Ostali sistemi mogu imati razne zadatke, kao što su, samo-zagrevanje, samo-hlađenje 

i konzerviranje. 

Aktivno se pakovanje prvi put pominje pre nekoliko decenija, kada je započela 

masovna upotreba desikanata za pakovanje suvih proizvoda. Desikant, koji se nalazio u hidro-

poroznoj kesici, upijao je vodenu paru iz proizvoda putem transmisije kroz strukturu 

pakovanja. Najpoznatija i najčešće korišćena tehnologija aktivnih pakovanja u industriji hrane 

su specijalna pakovanja koja služe za eliminaciju kiseonika iz unutrašnjosti pakovanja 

(“oxygen scavenger”). Najčešće se u ovu svrhu koristi vitamin E, kao i butilovani 

hidroksianizoli i hidroksitolueni (BHA/BHT). Tokoferoli nisu isparljive supstance, pa još 

uvek ne mogu izbaciti iz upotrebe butilovane hidroksianizole i hidrokistoluene (BHA/BHT), 

koji migriraju iz pakovanja u hranu i stvaraju površinski antioksidativni efekat. Cilj ovih 

pakovanja je da se spreče, ili u najvećoj mogućoj meri redukuju, oksidacioni procesi, što 

uključuje i druge mere za sprečavanje naknadnog ulaska kiseonika u pakovanje, kao što su 

upotreba filmova sa dobrim barijernim svojstvima, tehnika dobrih varova itd. Kiseonik nije 

jedini faktor koji utiče na kvalitet upakovane hrane. I drugi faktori značajno utiču na 

pogoršanje održivosti proizvoda, naročito porast ili smanjenje vlage, izloženost svetlosti, 

mikrobiološki status, kao i enzimska aktivnost samog proizvoda. Slično antioksidansima, 
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naučna i stručna zajednica već duži niz godina pokušava da iskoristi barijerne filmove kao 

rezervoar za antimikrobna pakovanja. Do sada se često koristio vitamin C za sprečavanje rasta 

plesni kod upakovane suve hrane. Međutim, usled toksičnosti pojedinih novosintetisanih 

jedinjenja, upotreba ovih pakovanja na tržištu je veoma usporena (Velebit i Petrović, 2012; 

Jovanović i Džunuzović, 2011). 

Rastući zahtevi potrošača za hranom bez hemijskih konzervanasa usmerili su mnoga 

istraživanja u smeru pronalaženja prirodnih materija koje se mogu koristiti u očuvanju hrane. 

U ovom kontekstu, ambalaža na bazi biopolimera dobija na značaju, a prirodne supstance sa 

izraženim antimikrobnim i antioksidativnim svojstvima, kao što su etarska ulja biljaka, kao i 

prirodni biopolimeri posebno skreću pažnju. Prirodni biopolimeri mogu služiti kao nosači 

aktivnih komponenti, kao što su etarska ulja biljaka u cilju njihovog postupnog otpuštanja u 

hranu tokom skladištenja, a mogu i sami pokazivati aktivna svojstva u zaštiti hrane. 

Antioksidativna svojstva su zapažena kod većeg broja biopolimernih materijala na bazi 

hidrokoloida, dok je kod biopolimera hitozana pored antioksidativne dokazana i antimikrobna 

aktivnost. Ovako dizajnirana ambalaža je, pored osnovne funkcije očuvanja proizvoda, 

aktivna, prirodna, ekološki prihvatljiva i biorazgradiva (Lazić i Novaković, 2010; Popović, 

2013; Hromiš i sar., 2014). 

2.2. Biofilmovi  

 

Materijali koji se koriste za proizvodnju biorazgradivih filmova se mogu podeliti na 

prirodne (biopolimeri) i sintetičke polimere. Prirodni polimeri (biopolimeri) su proizvedeni od 

obnovljivih ili prirodnih resursa, dok se sintetički dobijaju iz fosilnih ili neobnovljivih izvora, 

tj. iz nafte (Flieger i sar., 2003).  

Biofilmovi predstavljaju prirodne materijale koji se u relativno kratkom vremenskom 

periodu razlažu na ugljen dioksid, vodu, metan ili biomasu, delovanjem kiseonika, 

mikroorganizama i/ili enzima. Filmovi mogu biti jestivi i/ili biorazgradivi, u zavisnosti od 

formulacije, metode formiranja, i uslova formiranja. Kada se za proizvodnju filmova koriste 

hidrokoloidi ili lipidi za humanu ishranu i prehrambeni aditivi (npr. plastifikatora, kiseline ili 

baze, soli i enzimi), a usled termičkog tretmana, modifikacije pH, dodatka soli, enzimske 

modifikacije itd., dolazi samo da promene u konformaciji i načinu pakovanja hidrokoloida i 

gubitka vode, dobijeni filmovi spadaju u grupu jestivih. Jestivi filmovi su i biorazgradivi. 

Međutim, jestivost se gubi kada hidrokoloid ili lipid reaguje sa nejestivim hemikalijama, pre 

ili za vreme formiranja filma (npr. hemijsko ugrađivanje različitih molekula), ili kada se 

dodaju nejestive komponente u film (Krochta i De Mulder-Johnston, 1997). Izazov kojem 

moraju odgovoriti biorazgradivi filmovi je da zadrže svoje osobine i da obavljaju svoju 

funkciju bezbedno i efikasno u željenom vremenskom periodu. Proces biorazgradnje treba da 

otpočne tek posle isteka roka upotrebe upakovanog proizvoda ili određenog vremena primene 

filma (Krochta i De Mulder-Johnston, 1997; Lazić i Novaković, 2010). 
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Slika 1. Podela biopolimera prema poreklu i načinu proizvodnje 

 

Biofilmovi najčešće predstavljaju smešu polimera velikih molekulskih masa, 

rastvarača i plastifikatora. Različiti dodaci, kao što su antimikrobne komponente, 

antioksidansi, pojačivači ukusa, boje i dr. mogu biti inkorporirani, u cilju poboljšanja njihove 

funkcije. Plastifikatori i drugi aditivi se kombinuju sa filmogenim biopolimerima u cilju 
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modifikacije fizičkih karakteristika filma. Kod jestivih biorazgradivih filmova, vrsta 

rastvarača je ograničena na vodu i etanol (Giancone, 2006; Popović, 2013). 

Biopolimeri se, prema poreklu i načinu proizvodnje, mogu podeliti na (van Tuil i sar., 

2000): 

1) Polimere ekstrahovane/izolovane direktno iz biomase (celuloza, skrob, hitin i hitozan, 

kazein i gluten);  

2) Polimere proizvedene klasičnim hemijskim sintezama od biomonomera (primer je 

polimlečna kiselina PLA, mada se teorijski, svi dosadašnji polimerni materijali mogu 

se zameniti ovim biopolimerima) 

3) Polimere dobijene direkno iz prirodnih ili genetički modifikovanih organizama 

(polihidroksialkanoati PHA i bakterijska celuloza) 

 

Šematski prikaz vrsta biopolimera dat je na Slici 1. (van Tuil i sar., 2000; Popović, 2013). 

2.2.1. Jestivi biofilmovi 

 

Najpristupačniji i najviše eksploatisani biopolimeri, dobijeni iz morskih plodova, 

životinja i biljaka, u osnovi su lipidi i hidrokoloidi. Za dobijanje јеstivih biofilmova 

primenjuju se komponente klasifikovane u tri kategorije: hidrokoloidi (proteini i polisaharidi), 

lipidi (masne kiseline, acilgliceroli i voskovi) i kompoziti (mogu biti kombinacija više 

hidrokoloida ili hidrokolida i lipida). Ove kombinacije biopolimera i lipida se pretežno koriste 

za proizvodnju jestivih biofilmova (van Tuil i sar., 2000).  

Hidrokoloidi, proteini i polisaharidi predstavljaju molekule izraženih filmogenih 

karakteristika i imaju široku primenu za dobijanje biorazgradivih filmova. Filmovi na bazi 

hidrokoloida se mogu primenjivati kada barijera prema vodenoj pari nije ključna. Ovi filmovi 

imaju odlična barijerna svojstva prema gasovima i lipidima. Većina ima dobre mehaničke 

karakteristike pa se primenjuju za poboljšanje strukturnog integriteta lomljivih i krtih 

proizvoda. Većina, ne utiče na senzorska svojstva upakovanog proizvoda (hrane ili leka). 

Hidrokoloidi se klasifikuju prema sastavu, naelektrisanju molekula i rastvorljivosti u vodi. 

Prema sastavu dele se na proteine i polisaharide. Za formiranje filmova, od velikog značaja je 

i naelektrisanje hidrokoloida, pa su zato neki hidrokolidi npr. hitozan osetljivi na promenu 

vrednosti pH (Giancone, 2006). 

Polisaharidi su prirodni polimeri sačinjeni od monosaharidnih i/ili disaharidnih 

jedinica. Kao rezultat njihive strukture, osobine ovih filmova su: dobra barijera za ulja i 

kiseonik, ali u prisustvu vlage ova dobra svojstva se narušavaju usled hidrofilne prirode 

polimera. Polisaharidi i njihovi derivati imaju široku primenu u proizvodnji biorazgradivih 

filmova jer je veoma širok spektar sirovina za njihovu proizvodnju, sirovine su jeftine, a 

proizvodnja jednostavna i nema potrebe za upotrebom toksičnih rastvarača. To su, pre svih, 

alginati, pektini, hitozan, karagenani, skrob, hidrolizati skroba i derivati celuloze (van Tuil i 

sar., 2000 i Janjarasskul and Krochta, 2010). 
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Proteini se, prema poreklu, mogu podeliti na proteine biljnog (gluten, zein, proteini 

soje, graška, kukuruza) i životinjskog porekla (kazein, kolagen, želatin, keratin). Proteini 

obuhvataju širok opseg polimernih materija koje pružaju strukturnu i biološku aktivnost 

biljkama i životinjama. Za razliku od polisaharida, proteini se sastoje od aminokiselina, 

povezanih peptidnim vezama. Zbog prisustva bočnih grupa vezanih za ɑ-ugljenikov atom, 

aminokiseline se međusobno povezuju, stvarajući veliki broj proteina, različite veličine, 

strukture i funkcije (Ou i sar., 2005, Popović, 2013). 

Lipidi se već dugi niz godina koriste kao zaštitni omotači, ali obzirom da oni nisu 

polimeri, nemaju sposobnost da grade koherentne samostalne filmove. Mogu da poboljšaju 

sjaj površine polimera i, pošto su uglavnom nepolarne supstance, poboljšavaju barijerna 

svojstva prema vodi. Voskovi, kao što su karnaube vosak i parafin, i razne vrste lipida iz 

povrća koriste se u komercijalne svrhe još od tridesetih godina XX veka, kao omotači svežeg 

voća i povrća, sireva i proizvoda od mesa. Generalno, filmovi na bazi voskova imaju najveći 

stepen otpornosti prema migraciji vlage u odnosu na sve druge lipidne i nelipidne filmove. 

Parafinski vosak je jedan od najefikasnijih barijera za vodenu paru, usled nedostatka polarnih 

grupa. Dobija se iz određenih frakcija tokom destilacije nafte. Koristi se kao prevlaka za voće, 

povrće i sireve. Karnauba vosak je proizveden u Brazilu iz listova palme. Koristi se za 

omotače voća i povrća. Ima najvišu tačku topljenja i specifičnu težinu od svih prirodnih 

voskova i dodaje se drugim voskovima da bi im se povećala temperatura topljenja, tvrdoća, 

žilavost i sjaj (Hernandez,1994). Pčelinji vosak izlučuju medonosne pčele pri gradnji saća. 

Vosak se dobija nakon centrifugiranja meda iz saća otapanjem u toploj vodi, pari ili na suncu. 

Na sobnoj temperaturi je mek, ali na nižim temperaturama postaje veoma krt. Rastvara se u 

ulju i drugim voskovima (Hernandez, 1994). Filmovi na bazi voskova, masti i ulja se veoma 

teško primenjuju zbog svoje debljine i masne površine, a mogu imati i izražen ukus na mast. 

Mono-, di- i triacilgliceroli su mono-, di- i triestri glicerola sa masnim kiselinama i koriste se 

kao omotači. Ove filmove karakterišu nezadovoljavajuće senzorske osobine, mogućnost 

pucanja prilikom skladištenja u uslovima hlađenja i zamrzavanja, apsorpcija stranih mirisa, i 

zaostali neprijatan kiseli ili gorki ukus (van Tuil i sar., 2000). 

2.2.2. Jestivi biofilmovi na bazi polisaharida 

 

Jestivi biofilmovi se međusobno razlikuju prema sirovini iz koje su proizvedeni. Vrsta 

preovlađujućeg molekula u mrežastoj strukturi biopolimera određuje osnovne fizičko-

mahaničke i barijerne osobine, pa time i primenu za pakovanje određenih vrsta proizvoda. 

Najčešći filmovi na bazi polisaharida koji se koriste u proizvodnji ambalažnih materijala su 

filmovi na bazi amilaze, alginata, karagenana, agara, dekstrana, pektina, 

karboksimetilceluloze, hidroksipropil celuloze i drugih celuloznih estara (Lazić i Novaković, 

2010; Galić, 2010, Dhanapal i sar, 2012). 

Amilaza je linearna frakcija skroba i ona formira koherentne, relativno jake filmove, u 

odnosu na amilopektinske filmove, koji su krti i heterogeni. Filmovi proizvedeni od hidroksi-

propilnih derivate skroba sa visokim sadržajem amilaze su slaba barijera razmeni vlage, ali 

imaju veoma nisku propustljivost kiseonika pri niskoj relativnoj vlažnosti vazduha. Skrobni 

filmovi se tradicionalno koriste za zaštitu orašastih proizvoda. Hidroksipropilirani amilozni 
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skrobni filmovi su fleksibilni, transparentni, otporni na masnoće, termoskupljajući i relativno 

nepropusni za gasove. Pored ovih dobrih svojstava, ovi filmovi su osetljvi na vlagu. 

Alginati se ekstrahuju iz smeđih algi iz porodice Phaeophyta i sastoje se od alginske 

kiseline, linearnog kopolimera D-manuronske i L-glukuronske kiseline.  Natrijumov alginat je 

so alginatne kiseline ekstrahovane iz smeđih morskih trava. Formiranje filma koji može, ali i 

ne mora uključiti fazu geliranja, postiže se evaporacijom i umrežavanjem elektrolita ili 

injektovanjem u vodi topivih rastvora (koji ne otapaju alginat). Čvrstoća  i propusnost filmova 

se može modifikovati dodatkom kalcijumovih soli (hlorida, acetata, laktata, tartarata, 

glukonata, sulfata, citrate). Premazi na bazi alginata nalaze čestu primenu u mesnoj industriji. 

Filmovi se proizvode evaporacijom vode iz tankog sloja rastvora alginata i impregniraju 

uljem i masnoćom radi poboljšanja barijernih svojstava prema vodi. Kalcijumovi joni se 

koriste kao agensi za umrežavanje koji pomoću jonske veze spajaju lance alginata. Održivost 

brzo smrznute ribe i mesa se može značajno produžiti ukoliko se proizvodi zaštite premazom 

kalcijum-alginata. Premaz se nanosi potapanjem mesa ili ribe (pre smrzavanja) prvo u rastvor 

natrijum-alginata, koji sadrži dekstrozu, a zatim u rastvor kalcijum-hlorida. Formiran premaz 

je čvrst, stabilan na promenu temperature, sprečava penetraciju kiseonika i razvoj oksidativne 

užeglosti. Jedan od poznatijih komercijalnh filmova (Flavor-Tex), dobijen geliranjem 

maltodekstrinskog rastvora natrijum alginata sa rastvorom kalcijum-hlorid-karboksimetil-

celuloze, koristi se za zaštitu niza prehrambenih proizvoda. Ispitivanja su pokazala da se 

primenom navedenog premaza značajno smanjuje gubitak mase svežeg mesa (1.5%) tokom 

24 sata u odnosu na kontrolno nezaštićeno meso (2.8%), dok je ukupni broj mikroorganizama 

na površini zaštićenog mesa bio nešto niži  (Galić, 2009). 

Polisaharidna guma karagenan se ekstrahuje iz crvenih algi, iz vrste poznate kao Irska 

mahovina (Chondrus crispus). Karagenan je kompleksna mešavina od najmanje pet različitih 

polimera na bazi galaktoze.  

Agar je guma koja se dobija iz različitih vrsta crvenih algi iz klase Rhodophyte i 

takođe je polimer na bazi galaktoze. Agar formira jake gelatinozne strukture koje karakteriše 

tačka topljenja znatno viša od temperature formiranja gela. Agar i karagenan se koriste kao 

premazi za prehrambene proizvode sa ciljem suzbijanja rasta mikroba (kod mesa) i gubitka 

vlage (perad).  

Dekstrani su gume dobijene mikrobiološkom fermentacijom saharoze, a sastavljeni su 

isključivo od  -D-glukopiranoza povezanih različitim tipovima glikozidnih veza. Koriste se 

za očuvanja arome, boje i svežine hrane tokom skladištenja u uslovima hlađenja i 

zamrzavanja. Za zaštitu voća i orašastih proizvoda preporučuje se korišćenje dekstrinskih 

filmova (niske DE vrednosti, odnosno sadržaja redukujućih šećera izražen kao procenat D-

glukoze na suvu materiju). Dekstrini imaju nešto kraće lance od dekstrana. Najčešće nastaju 

hidrolizom skroba. Fleksibilni i čvrsti filmovi dobijaju se evaporacijom (5 – 15)% vodenog 

rastvora maltodekstrina (DE:3). Otpornost na vodu im je slaba. Kukuruzni sirupi s niskim DE 

vrednostima (DE 28-38) smanjuju brzinu prelaza vodene pare celuloznog acetata. Dekstran se 

upotrebljava kao konzervans protiv gubitka vlage kod proizvoda kao što su škampi, meso, 

suvo voće, sir, maslac i smrznuta hrana. Pululani su strukturni polisaharidi koje proizvode 
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plesni Aureobasidium pullulans iz skroba. Pululan karakteriše dobra čvrstoća i elastičnost 

formiranog filma. 

Karboksimetil-celuloza, hidroksipropil-celuloza i drugi celulozni etri koriste se za 

izradu filmova. Filmovi se sintetišu evaporacijom iz vodenih rastvora. Postupkom ekstruzije 

ili presovanja, mogu se dobiti proizvodi različitih oblika i dimenzija. Direktno prevlačenje 

hrane sprovodi se potapanjem u rastvor premaza. Dobijeni filmovi su čvrsti, prozirni, 

relativno otporni na vodu, masti, ulja i većinu nepolarnih organskih rastvarača. Značajna 

karakteristika filmova na bazi celuloze je usko područje rastvorljivosti u vodi. Većina ih je ne 

nerastvorljiva u vodi iznad 55 °C. Primenom odgovarajućeg plastifikatora moguće je 

proizvesti termoskupljajući film hidroksipropil-metil celuloze.  Etri celuloze su polimerne 

supstance koje nastaju parcijalnom supstitucijom tri hidroksilne grupe u pozicijama 2, 3 i 6 

monomera glukoze. Najrasprostranjeniji etri celuloze su metilceluloza, 

hidroksipropilceluloza, hidroksipropil-meticeluloza i karboksimetilceluloza. Sve ove vrste 

daju filmove veoma dobrih osobina. Koriste se za pakovanje hrane koju, pre svega, treba 

zaštititi od migracije kiseonika, masti i vode. 

Pektin je komplesna grupa strukturnih polisaharida biljnog porekla, koju uglavnom 

čini monomer D-galakturonska kiselina različitog stepena esterifikacije metil grupom. Kako 

ovaj film karakteriše visoka propustljivost za vodenu paru, za povećanu primenu suvog 

pektinskog filma ovaj nedostatak se može rešiti prevlačenjem lipidima. 

Hitozan je polu-prirodni polisaharid koji se dobija hemijskom modifikacijom hitina. 

Postoji čitav niz aditiva koji se mogu koristit u izradi jestivih filmova u svrhu 

poboljšanja zaštitnih, nutritivnih i senzorskih svojstava materijala. Zaštitna svojstva se mogu 

poboljšati dodatkom antimikrobnih agenasa ili antioksidanasa. Korišćenjem sloja premaza sa 

visokom koncentracijom antimikotičkih ili antioksidativnih agenasa moguće je održati izvorni 

integritet hrane ili, kao alternativa, moguće je koristiti manje količine aditiva. Takođe su 

učinjeni napori u razvijanju materijala koji će sprečiti mikrobno kvarenje većih komada mesa 

upotrebom limunske kiseline i rastvora natrijum-hlorida u obliku spreja pri čemu se podešava 

aktivitet vode (aw) i vrednost pH površine mesa. Poboljšanje nutritivne vrednosti hrane može 

se postići prevlačenjem hrane odgovarajućim nutritivnim aditivima. Dodatkom boja, 

zaslađivača, kiselina ili soli u jestive filmove značajno se mogu poboljšati ne samo senzorska 

svojstva hrane, već se mogu ukloniti neugodni mirisi kod nekih jestivih filmova. 

 

 

 

 

 

 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

11 
 

2.3. Hitin i hitozan 

 

Hitin je osnovna strukturna komponenta egzoskeleta beskičmenjaka, kutikule insekata 

i ćelijskog zida gljiva (Slika 2). Naziv hitin potiče od grčke reči "hiton", što znači oklop. 

Smatra se drugim biopolimerom po rasprostranjenosti na Zemlji, posle celuloze. Hitin je 

linearan, visoko kristalan polisaharid, izgrađen od monomernih jedinica acetilglukozamina 

povezanih β-1,4glukozidnim vezama (Slika 3). Uloga hitina je analogna ulozi kolagena kod 

viših životinja i celuloze kod kopnenih biljaka. Biljke proizvode celulozu za izgradnju 

ćelijskih zidova, a insekti i ljuskari proizvode hitin za oklope (Pillai, 2009). 

Zavisno od izvora hitina, do sada su identifikovana tri polimorfna oblika: i hitin 

u čvrstom stanju (Slika 4). Najrasprostranjeniji polimorf je -hitin, koji je termodinamički 

stabilniji od -oblika jer se rekristalizacijom iz rastvora, kao i biosintezon in vitro i 

enzimskom polimerizacijom uvek dobija -hitin. -oblik se sreće u asocijaciji sa proteinima 

kod lignji, nekih vrsta crva, morskih algi i protozoa. Komercijalno, hitin se proizvodi iz 

otpada prehrambene industrije, sačinjenog od morskih ljuskara (-hitin). 

 

 

Slika 2. Hijerarhijska struktura kutikule kao prikaz uređene strukture hitina (prikaz iz Pillai, 2009) 

 

Treći polimorf hitina koji se navodi u literaturi je -hitin, ali se pretpostavlja da on 

predstavlja izmenjenu varijantu α- ili  β-hitina, a ne pravi treći polimorfni oblik (Muzzarelli i 

Muzzarelli, 2005). Kod obe strukture,  i  hitina, lanci hitina su organizovani u lamelama 

koje su usko povezane vodoničnim vezama između susednih listova (C-O···NH veze) duž a-

ose pojedinačne ćelije. Pored ovih veza, kod -hitina se javljaju i vodonične veze unutar 

listova između hidroksimetil grupa pojedinačnih lanaca (duž b-ose) (Aranaz, 2009). Kod α–

hitina makromolekuli imaju suprotnu, tj. antiparalelnu orijentaciju, kod β-hitina imaju istu, tj. 
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paralelnu orijentaciju, dok kod γ-hitina svaki treći lanac ima antiparalelnu orijentaciju. 

Šematski prikaz ove tri polimorfne strukture dat je na Slici 4.   

 

Slika 3. Lanac hitina 

 

 

Slika 4. Tri polimorfne konfiguracije hitina (a) α-hitin, (b) ß-hitin i (c) γ-hitin (Aranaz, 2009) 

 

Hitin se i u prirodi javlja delimično deacetilovan (sa niskim sadržajem jedinica 

glukozamina), zavisno od sirovine iz koje je dobijen. Bez obzira na ovu činjenicu, oba 

alomorfa hitina,  i -hitin su nerastvorna u svim uobičajenim rastvaračima, nezavisno od 

prirodne varijabilnosti u stepenu kristalnosti (Rinuado, 2006). Da bi se postigla rastvorljivost 

hitina u vodenim rastvorima, neophodno je da stepen deacetilovanosti molekula bude oko 

50% i da pritom acetil grupe budu ravnomerno raspoređene duž lanca (Rinuado, 2006).   

Hitin ima nisku toksičnost i inertan je u gastrointestinalnom traktu sisara. Biorazgradiv 

je, pod uticajem hitinaza koje su široko rasprostranjene u prirodi, u bakterijama, plesnima i 

biljkama i digestivnom traktu mnogih životinja. Upotrebljava se u afinitetnoj hromatografiji 

za izradu kolona za izolovanje lecitina. Pokazano je da hitin i 6-O-karboksimetilhitin 

zaustavljaju razvoj tumornih ćelija kod miševa i stimulišu rezistentnost prema infekciji 

E.Coli. Hitin ubrzava zarastanje rana. Koristi se za imobilizaciju enzima i celih ćelija. 

Imobilizacija enzima ima primenu u prehrambenoj industriji za bistrenje voćnih sokova i u 

preradi mleka, gde se - i - amilaze ili invertaze nanose na hitin (Rinuado, 2006). Hitin se 

može upotrebljavati kao bisenzor, u tretiranju industrijskih zagađivača. Može se proizvoditi u 

obliku niti i filmova. Niti se koriste kao vezujuća sredstva u procesu proizvodnje papira, gde 
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dodatak od 10% n-izobutilhitin niti poboljšava silu kidanja papira (Rinuado, 2006). Osnovna 

primena hitinskog filma i niti je u medicinskoj i farmaceutskoj sferi, kao gaze za previjanje i 

kao materijala za kontrolisano otpuštanje leka. Hitin se koristi kao nosilac leka u obliku filma, 

gela ili praška zbog njegove mukoadhezivnosti. Još jedan primer primene je kompozitni 

materijal za ispunjavanje kostiju na bazi hidroksiapatita, hitina i hitozana, koji oformljava 

pastu koja vremenom stvrdnjava, koji se koristi za usmerenu regeneraciju tkiva kod 

periodontalnih defekata kostiju (Rinuado, 2006). 

Hitozan je naziv za supstituente hitina niskog stepena acetilovanosti. Primarno se 

sastoji od glukozamina, 2-amino-2-deoksi-β–D-glukoze, ili (1-4)-2-amino-2-deoksi-D-

glukoze (Slika 5, Slika 6). Stepen deacetilovanja (“degree of deacetylation-DDA”) kod hitina 

obično se kreće od 5% do 15%, a u hitozanu od 70% do 95%. Visok stepen acetilovanosti 

(“degree of acetylation DA”) i kristalnost molekula hitina čine da on bude nerastvorljiv u 

uobičajenim komercijalnim rastvaračima.  

Deacetilovani hitozan ima slobodne amino grupe, koje se lako naelektrišu pozitivno u 

kiseloj sredini. To doprinosi rastvorljivosti hitozana u vodenim rastvorima kiselina i 

omogućava korišćenje hitozana i njegove bioaktivnosti. Ipak, fizičko-hemijske osobine i 

biološka aktivnost hitozana zavise od procesa proizvodnje. Obzirom da se hitozan proizvodi 

deacetilovanjem hitina, njegove osobine, kao: čistoća, viskozitet, deacetilovanost, molekulska 

masa i kristalna struktura mogu znatno da variraju u zavisnosti od procesa proizvodnje. Na 

primer, izvor hitina može uticati na kristalnost samog hitina, što dalje utiče na bioaktivnost 

proizvedenog hitozana. Hitin dobijen iz lignji je u β-obliku, koji ima otvoreniju strukturu 

(molekulski lanci su paralelni), u odnosu na α-hitin (antiparalelna orijentacija lanaca), koja se 

sreće kod egzoskeleta ljuskara. Paralelna orijentacija lanaca hitina rezultuje daleko slabijim 

vodoničnim vezama osnovnih lanaca, izraženijem bubrenju i većoj reaktivnosti pri 

deacetilovanju (Shahidi et al., 1999).  

 

 

Slika 5. Hemijska struktura hitina, hitozana i celuloze (Nadarajah, 2005) 
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Broj i raspored preostalih acetilovanih grupa zavisi od koncentracije baze, temperature 

i vremena trajanja procesa. Obično se koristi (40 – 50)% NaOH, pri temperaturi od (100 – 

160) °C, tokom (0.5 – 5) h, i rezultat je heterogeno N deacetilovanje, sa zonama 

deacetilovanih monomera. Do reakcije dolazi u amorfnim delovima polimera hitina, pri čemu 

rezistentni kristalni delovi originalnog molekula hitina ostaju netaknuti. S druge strane, niža 

koncentracija natrijumhidroksida (~10%) na sobnoj temperaturi, tokom dužeg vremena daće 

nasumično raspoređene acetil rezidue. Ova metoda se primenjuje na prethodno nabubrelom 

hitinu u vodenom rastvoru pod vakuumom, kako bi se olakšala difuzija baze u hitinski 

materijal. Blaži uslovi deacetilovanja se koriste kada je potreban hitozan veće molekulske 

mase, jer vruć rastvor NaOH može dovesti do kidanja glukozidnih veza (Chi, 2004; Ben i 

Kurth, 1995). Kod obe metode, primenjuje se velika količina koncentrovane baze i proces 

traje dugo (1 – 80) h, zavisno od metode). Faktori koji utiču na stepen deacetilovanja su: 

koncentracija baze, predtretman, veličina čestica i gustina hitina. U praksi, maksimalan stepen 

deacetilovanosti koji je moguće postići u jednom tretiranju bazom iznosi oko (75 - 85)%. 

Predložene su različite metode za smanjenje količine upotrebljene baze: deacetilovanje u 

prisustvu rastvarača mešljivih sa vodom, kao što su 2-propanol, 2-metil-2-propanol, polietilen 

glikol dimetil etar, aceton ili parafin ulje smanjilo je potrebnu količinu baze za 85%. Upotreba 

kaskadnog reaktora sa niskom koncentracijom baze, tretman zasićenom parom, upotreba 

dielektričnog grejanja mikrotalasima su još neke od metoda. Postoje dokazi da se u određenim 

plesnima i bakterijama odvija enzimatsko deacetilovanje (Gooday i sar., 1991). Deacetilaze 

su izolovane iz različitih vrsta plesni, Mucor rouxii, Aspergillus nidulans i Colletotrichum 

lindemuthianium. Aktivnost ovih deacetilaza je ograničena nerastvorljivošću hitina (Martinou 

i sar., 1998).  

 

Slika 6: Proces proizvodnje hitina i hitozana(Shahidi i sar., 1999; Chi, 2004) 

 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

15 
 

Kao funkcionalni biopolimer, hitozan se aktivno istražuje za različite primene. 

Funkcionalnost hitozana zavisi od hemijske strukture, kao i od molekulske konformacije i 

načina pakovanja molekula. U cilju boljeg razumevanja funkcionalnosti, kao i zbog 

mogućnosti primene i optimizacije funkcionalnih svojstava, neophodno je poznavanje 

strukture ovog materijala (Okuyana i sar., 2000). 

2.3.1. Nativna konformacija molekula hitozana  

 

U čvrstom stanju, hitozan karakteriše uređena fibrilarna struktura sa visokim stepenom 

kristalizacije i polimorfizam. Osnovni parametri koji opisuju konformaciju lanca hitozana 

prikazani su na Slici 7. Rotaciju dve glukozidne veze, Φ i Ψ definišu sekvence od četiri 

atoma: O5-C1-O1-C4' i C1-O1-C4'-C5'. Zajedno sa ovim rotacijama, ugao glikozidnog 

mosta: C1-O1-C4' može da varira pri podešavanju najstabilnije konformacije molekula. 

Orijentacija primarnih hidroksimetil grupa oko C5-C6 veze, χ je definisana sekvencom atoma: 

O5-C5-C6-O6. Najčešća konformacija je jedna od tri stepeničaste konformacije: goš-trans 

(gt), trans-goš (tg) i goš-goš (gg). Tipične vrednosti ugla χ za navedene konformacije su: 

gt=60˚, gg=-60˚ i tg=180˚ (Yui i sar., 1994). 

 

Slika 7. Šema označavanja atoma i konformacionih uglova Φ, Ψ i χ (Yui i sar., 1994) 
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Slika 8. Orijentacija i konformacija hidratisanog (tetiva) hitozana, prikazana kao projekcija duž a-ose (a) 

i duž c-ose (b). Puni kružići predstavljaju atome azota. Samo jedna od dve lamele paralelna sa bc ravni je 

prikazana, zbog  jasnoće. Atomi vodonika su izostavljeni, a vodonične veze su prikazane isprekidanom 

linijom. Sa w su označeni atomi kiseonika molekula vode (Okuyana i sar., 2000) 

  

 

Slika 9. Sistemi intramolekularnog (A) i intermolekularnog (B) povezivanja vodoničnim vezama u 

strukturi hitozanskog kristala tipa I. Atomi azota su prikazani crnim kružićima (Mazeau i sar., 1994). 

 

Prva šema građe i konformacije molekula hitozana dobijenog iz tetive jastoga 

postupkom N-deacetilovanja u čvrstoj fazi objavljena je 1936. godine, a objavili su je Clark i 

Smith, na osnovu rezultata difrakcije X zraka. Kasnije je ovaj model strukture nazvana 

hitozan iz tetive. Tek 60 godina kasnije, 1997. godine je ova šema bila detaljnije analizirana i 
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opisana. Lanac hitozana obrazuje izduženi 2/1 heliks, tj. cik-cak strukturu (Slika 8), 

stabilizovanu intramolekulskim vodoničnim vezama između O-3 i O-5 atoma, kao i nešto 

slabijim vodoničnim vezama između O-5 i O-6 atoma. Kristalna struktura hitozana se održava 

mrežom intermolekularnih vodoničnih veza kojima se povezuju N atomi sa O-5 atomima iz 

prstena susednog antiparalelnog lanca duž c-ose i O-6 atoma susednog lanca duž a-ose (Slika 

9). Ovaj izduženi 2/1 heliks je označen kao tip I konformacije hitozana.  

Lanci hitozana duž c-ose su pakovani u antiparalelnoj orijentaciji. Duž b ose 

antiparalelno postavljeni lanci hitozana su povezani vodoničnim vezama i čine strukturu 

lamela koje su naređane duž a-ose. Između ovih lamela prisutni su molekuli vode koji 

stabilizuju ovu kristalnu strukturu. Polimorfni oblik hitozana iz tetive je hidratisani kristal. 

Ovaj polimorfni oblik je najviše zastupljen u uzorcima hitozana. Komercijalno dostupni 

hitozani imaju ovaj tip kristala, iako se stepen njihove kristalnosti razlikuje.   

Kada se hitozan “iz tetive” uroni u vodu i zagreje na oko 200 °C nastaje drugi 

polimorfni kristalni oblik hitozana, “žareni” kristalni oblik. Ova promena u strukturi je 

nepovratan proces. Molekularna  i kristalna struktura “žarenog” kristala hitozana data je na 

Slici 10.  

 

Slika 10. Projekcija kristalne strukture hitozana u dehidriranom (“žarenom”) polimorfnom obliku u ab, 

ac i bc ravnima. Atomi vodonika su izostavljeni, a vodonične veze su prikazane u obliku isprekidanih 

linija (Mazeau i sar., 1994). 

 

U ovoj kristalnoj strukturi nema molekula vode. Razlika u odnosu na hitozan “iz 

tetive” je u tome što su ovde susedni lanci paralelne orijentacije povezani vodoničnim vezama 

gradeći lamele, a susedne lamele poređane duž a-ose imaju antiparalelnu orijentaciju. Svaki 

pojedinačni lanac hitozana ima formu izduženog dvostrukog heliksa, tj. cik-cak strukturu, 

slično kao kod hitozana “iz tetive”. Cik-cak struktura je i jedina struktura pronađena u 

kristalima hitozana. Ova struktura je slična strukturi hitina i celuloze (tip I). 
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2.3.2. Konformacije hitozana u njegovim solima 

 

Pored strukturne organizacije izduženog 2/1 heliksa, druge organizacije lanca hitozana 

pronađene su u solima hitozana i različitih kiselina (Tabela 1). Kako je hitozan polimer d-

glukozamina sa slobodnim amino grupama, on je polikatjon koji može da gradi soli sa 

kiselinama. Analizom strukture kristala soli hitozana u različitim kiselinama, pronađena su 

četiri osnovna tipa kristala, zavisno, pre svega, od vrste kiseline, ali u nekim slučajevima i od 

njene koncentracije i temperature pripreme soli (Ogawa i sar, 2004). 

Tip I soli je pretežno dehidratisani kristal u kojem lanci hitozana imaju konformaciju 

2/1 heliksa, kao kod nativnog hitozana. Konformacione promene su zapažene u solima tipa II 

i III. Kada je hitozan “iz tetive” uronjen u mešavinu  4M sirćetne kiseline i izopropanala (1:3, 

v/v), rezultujuća so je imala šemu lanca prikazanu na Slici 11. U ovoj šemi, dužina lanca duž 

c-ose je približno četiri puta veća nego kod neizreagovalog hitozana. Ovo ukazuje na 

konformacionu izmenu u molekulu hitozana usled formiranja soli. Ove soli su nazvane tip II 

soli i one imaju hidratisane kristale. Ova konformacija je nestabilnija u odnosu na tip I jer 

nema intramolekulskih vodoničnih veza, kao kod tipa I. Tokom vremena, soli tipa II spontano 

prelaze u dehidratisani oblik odavanjem vode i kiseline. Sve ostale soli tipa II pokazale su 

sličnu šemu lanca kao kod soli sa sirćetnom kiselinom, što indicira da anjoni ovih soli nisu 

uticali na strukturu kristala, već je na strukturu uticao samo osnovni lanac hitozana (Ogawa i 

Inukai, 1987; Cairns i sar., 1992, Ogawa i sar., 2004).  

Tabela 1. Konformacije hitozana u njegovim solima 

a
 So je pripremljena u koncentrovanoj kiselini, 

b
 So je pripremljena  na visokoj temperature, 

c
 13C NMR u 

čvrstom stanju, 
d
 So je pripremljena na niskoj temperature, 

e
 So je pripremljena u razblaženoj kiselini 

Tip Konformacija hitozana Kiselina 

I (dehidratisan) Izduženi 2/1 heliks HNO3
a
, HBr, HI

b
, HClO4

c
, L ili D-

mlečna kiselina
b
, maleinska 

kiselina, L-askorbinska kiselina, D-

izoaskorbinska kiselina, salicilna 

kiselina
d
 

II (hidratisan) Opušten 2/1 heliks HNO3
e
, H2SO4, HCl, HF, HIO4

c
, 

H3PO4
c
, L ili D mlečna kiselina

d
, 

sukcinska kiselina, fumarna 

kiselina, L-vinska kiselina, 

monokarboksilne kiseline (mravlja, 

sirćetna,  propionska, buterna) 

IIa (hidratisan) 4/1 heliks HI
d
 

III (dehidratisan) 5/3 heliks Salicilna kiselina
b
, gentizinska 

kiselina, aspirin
c
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Slika 11. Pikaz strukture molekula hitozana tipa II, projekcija duž b-ose (a) i duž c-ose (b). Atomi 

vodonika su izostavljeni (Okuyama i sar., 2000) 

 

Na Slici 11. je prikazana molekularna struktura hitozana u kristalima soli tipa II i ova 

konformacija hitozana se naziva konformacija tipa II. Lanci su postavljeni antiparalelno, ali 

za razliku od konformacije u tipu I, molekul ima dužu ponavljajuću jedinicu, a asimetrična 

jedinica se sastoji od četiri rezidue glukozamina, tj. od tetrasaharida. Kako dva tetrasaharida 

čine ponavljajuću jedinicu lanca, ovo je takođe 2/1 heliks, ali je konformacija drugačija nego 

kod tipa I, gde asimetričnu jedinicu čini rezidua glukozamina. Tip II ima oblik koji se naziva 

opušteni 2/1 heliks (Okuyama i sar., 2000; Okuyama i sar., 2000
a
). Još jedna podvrsta soli 

tipa II su soli tipa IIa, koja je identifikovana kod soli hitozana i hidrogen jodida pripremljenih 

na niskim temperaturama (Lertworasirikul i sar., 2003). Molekularna konformacija je 4/1 

heliks sa asimetričnom jedinicom koju čini dimer glukozamina (Slika 12).  

 Novija konformacija je pronađena u solima hitozana sa medicinskim organskim 

kiselinama koje imaju fenil grupu, kao: salicilna i gentizinska kiselina (Kawahara i sar., 

2003). Ova konformacija molekula podrezumeva 5/3 heliks sa glukozaminom kao 

asimetričnom jedinicom, levostrani heliks sa pet glukozamidnih rezidua u tri zaokreta heliksa. 

Polimorfizam hitozana utiče na njegovu funkcionalnost. U procesu membranske 

separacije smeše alkohola i vode kroz hitozansku membranu je zapaženo da su molekuli 

alkohola i vode prodirali u amorfne segmente membrane, dok u kristalne regione ovi molekuli 

nisu mogli prodreti. Hitozan ne daje soli sa kiselinama, niti komplekse sa jonima tranzicionih 

metala kada je kristalisan u obliku dehidratisanog “žarenog” kristala. Takođe, hitozan sa 

velikim procentom kristala u dehidratisanom obliku nije rastvorljiv u uobičajenim 

rastvaračima za hitozan (može se smatrati hemijski i biološki inertnim), ali hitozan u 

ovakvom obliku ima visoke vrednosti zatezne jačine (Ogawa, 1991). 
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Slika 12. Konformacija lanca hitozana tipa II (a, 2/1 heliks), IIa (b, 4/1 heliks) i III (c, 5/3 heliks) 

(Lertworasirikul i sar., 2003; Demarger-Andre i Domard, 1994) 

 

Polimorfni oblik hitozana u filmu će zavisiti od rastvarača, koncentracije hitozana i 

temperature uklanjanja rastvarača. Sa porastom temperature, sadržaj hidratisanog kristala se 

smanjuje, dok sadržaj dehidratisanog kristala raste. Tok ove promene zavisi od molekulske 

mase i stepena N-acetilovanosti hitozana. Bez zagrevanja, stepen kristalizacije je bio izrazito 

nizak kod hitozana različite molekulske mase i stepena N-acetilovanosti. Sa zagrevanjem do 

200 °C, kod hitozana niske molekulske mase i niskog stepena N-acetilovanosti zapažen je 

veći stepen kristalizacije i brži prelaz iz hidratisanog u nehidratisani kristal (Ogawa, 1991).  

Uticaj različitih uslova pripreme hitozanskih membrana na polimorfizam i kristalnost 

je ispitan pripremom membrana na bazi hitozana različitih molekulskih masa sa 0% N-

acetilovanosti, primenom različitih metoda: A) sušenje na vazduhu uz neutralizaciju u 

rastvoru NaOH, B) neutralizacija NaOH koncentrisanim rastvora pre potpunog sušenja na 

vazduhu, C) vakuum sušenje na 60 °C, D) membrana osušena na vazduhu je izvučena na suvo 

pri temperaturi 85 °C pre neutralizacije u NaOH i E) membrana osušena na vazduhu je posle 

neutralizacije u NaOH izvučena u vodi pri temperaturi 95 °C.  Kada su primenjene metode A, 

C i D detektovani su i hidratisani i dehidratisani kristali hitozana, a stepen kristalizacije je 

rastao sa smanjenjem molekulske mase. Kod pripreme B nisu pronađeni dehidratisani kristali, 

dok je sadržaj ovih kristala kod metode E bio najviši, kao posledica visoke temperature. 

Filmovi pripremljeni na bazi hitozana u različitim monokarbonskim kiselinama sa i 

bez neutralizacije filma u NaOH pokazali su stepen kristalizacije oko 35%. 

 

 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

21 
 

2.3.3. Hitozanski biofilmovi 

 

G.W. Rigby je 1936. godine dobio patent za prva istraživanja u izradi filma od 

hitozana. Ovi filmovi su bili elastični, čvrsti, prozirni, bezbojni, pripremljeni rastvaranjem 

hitozana. Sledeći hitozanski filmovi, dobijeni sličnom metodom, pojavljuju se tek 1974., 

Muzarelli,  a kasnije se više autora bavilo ovom tematikom: Averbach (1978), Butler i sar. 

(1996), Caner i sar. (1998) i Wiles i sar. (2000). Filmovi su pokazali dobra barijerna svojstva 

prema gasovima pri niskoj vlažnosti vazduha i dobra mehanička svojstva, ali su ipak od 

izveštaja do izveštaja opisane karakteristike varirale, zavisno od izvora hitozana i njegovih 

karakteristika, upotrebljenog rastvarača i metode za proizvodnju filma, kao i od vrste i 

količine upotrebljenih plastizera (Nadarajah, 2005). 

Od jestivih filmova se očekuje da budu izdržljivi, otporni, fleksibilni, savitljivi i elastični. 

Očekuje se da pokažu poželjnu otpornost koja će omogućiti da podnesu razne manipulativne 

procese. Hitozanski filmovi su dobra barijera za  gasove. Propustljivost kiseonika je u nivou 

sa konvencionalnim plastičnim filmovima, kao: polivinilidenhlorid (PVdC) i etilvinil alkohol 

(EVOH). Opet, zavisno od vrste i načina proizvodnje hitozana variraju i barijerna svojstva 

filmova. Poboljšanje barijernih svojstava prema vodenoj pari još nije dalo željene rezultate. 

Pokušalo se sa formiranjem hitozan-lipidnog kompozitnog filma, hitozan-pektinskog 

laminiranog filma, hitozan-glutaldehidnog filma da bi se smanjila propustljivost vodene pare i 

rastvorljivost filmova u vodi. Ipak, proizvodnja filma od polisaharida sa adekvatnim 

barijernim svojstvima za vodenu paru ostaje izazov za istraživače zbog hidrofilne prirode 

samih biopolimera (van Tuil i sar., 2000). 

2.4. Kompozitni biofilmovi 

 

Kako svaki od navedenih jestivih filmova nosi svoje prednosti i ograničenja, često se u 

primeni kombinuju različiti polimeri i/ili lipidi kako bi prednosti jedne komponente 

neutralisale nedostatke koje eventualno pokazuje druga komponenta. Na ovaj način se često 

pristupa u rešavanju problema osetljivosti hidrokoloidnih filmova na vlagu, kada se u film na 

bazi polisaharida ili proteina dodaje lipidna komponenta. Sa druge strane, lipidni film ima 

nedostatak strukturnog integriteta, koji nadomešćuje uređena struktura hidrokoloidnog filma 

(Debeaufort and Voilley, 2009). Polisaharidni i proteinski filmovi imaju hidrofilna svojstva, 

što ih čini osetljivim na dejstvo vodene pare, ali su sa druge strane filmovi koji imaju odlična 

barijerna svojstva prema gasovima i otpornost na dejstvo ulja. Kada se hidrokoloidnom filmu 

doda lipidna komponenta, u strukturu se unosi određen udeo nepolarnih grupa koje mogu 

poboljšati barijerna svojstva filma prema vodenoj pari. Sa druge strane, lipidni materijali 

imaju loša mehanička svojstva kada se koriste samostalno. Dobra mehanička svojstva 

hidrokoloidnih filmova mogu kompenzovati ovaj nedostatak lipidnih filmova. Formiranje 

kompozitnog filma može podrazumevati formiranje višeslojne strukture sloj po sloj ili 

mešanje hidrofilne i hidrofobne podjedinice uz upotrebu emulgatora ili čvrste suspenzije, kao 

što je prikazano na Slici 13. (Debeaufort and Voilley, 2009).  
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Slika 13. Struktura kompozitnog filma, PS je polisaharid, a Pro je protein (Lin, 2012) 

 

Na Slici 13. su prikazane varijante formiranja kompozitnog filma. Umesto lipidnog 

monosloja (Slika 13a), lipidna komponenta može biti umešana u polimernu strukturu 

upotrebom višeslojnog sistema (Slika 13b), čvrste disperzije (Slika 13c) ili čvrste emulzije 

(Slika 13d). Višeslojni sistem podrazumeva potpuno razdvojene slojeve komponenata koji se 

nalaze jedan na drugom. Ovakva struktura može nastati odmah pri formiranju filma 

nanošenjem jednog po jednog sloja, a može nastati i tokom sušenja filma iz emulzije koja se 

naruši i dođe do razdvajanja slojeva. Čvrsta emulzija može nastati iz stabilne suspenzije 

čestica lipida u makromolekulskoj mreži, dok čvrsta disperzija nastaje kada se mala količina 

polimera inkorporira u kontinualnu lipidnu fazu (Debeaufort and Voilley, 2009). Lipidi koji 

su vezani u supstratu pokazuju veću kompatibilnost prema proizvodima sa velikim sadržajem 

masti usled hidrofobne interakcije (Bravin i sar., 2006).  

2.4.1. Filmogena emulzija 

 

Uslovi formiranja emulzije, struktura nastale emulzije i njena stabilnost direktno utiču 

na strukturu filma i njegova svojstva. Tokom sušenja filma, rastvarač isparava i efektivna 

koncentracija lipida raste, a uporedo dolazi do flokulacije, koalescencije i isplivavanja lipida u 

gornji sloj, zavisno od fizičkog stanja lipida, sastava kontinualne faze i uslova sušenja. Male 

veličine čestica i visoka stabilnost emulzije tokom sušenja filma će doprineti homogenoj 

raspodeli lipidnih čestica u filmu, što će doprineti efikasnijoj kontroli transporta vodene pare 

(Debeaufort i sar., 1993). Stabilnost emulzije zavisi od kompleksnih mehanizama, ali su 

osnovni faktori prosečna veličina masnih čestica i raspodela veličina ovih čestica, od čega 

zavisi stabilnost, boja i reološka svojstva filmogene emulzije (Đaković, 2006). Rotor-stator 

sistemi se često koriste u industriji za homogenizovanje različitih nemešljivih tečnosti visokih 

viskoziteta (Schubert, 1997), gde je moguće postići veličine dispergovanih čestica oko 1 m 

(Urban i sar., 2006). Da bi se postigle niži prečnici lipidnih čestica, potrebno je koristiti 

homogenizatore koji emulguju pod visokim pritiskom, obično do 500 bar. Ukoliko se koriste 
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visokopritisni homogenizatori, odnosno mikrofluidizeri, emulzije se mogu formirati i 

upotrebom pritiska do 1000 bar ili više. Iako upotrebom ovako visokih pritisaka nastaju finije 

emulzije, prosečna veličina čestice ostaje približno ista, ali raspodela veličine čestica biva uža 

u odnosu na emulzije formirane upotrebom nižih pritisaka (Perrier-Cornet i sar., 2005; 

Paquin, 1999, Pinnamaneni i sar., 2003; Strawbridge i sar., 1995). U nekim studijama je 

istaknuto da ovako intenzivni uslovi emulgovanja, pored toga što doprinose formiranju 

lipidnih čestica manjeg dijametra i uže raspodele dijametara mogu uticati i na molekule 

proteina i polisaharida, menjajući njihova funkcionalna svojstva. Pored uticaja na nivo 

agregacije hidrokoloida, može doći i do nepovratnog narušavanja konformacije biopolimera 

(Lee i sar., 2009, Kasaai i sar., 2003; Paquin, 1999). Proučavanje uticaja uslova 

homogenizacije na svojstva filmogene emulzije 0.5% (w/v) rastvora hitozana velikih 

molekulskih masa i stepena deacetilovanosti 75.6% u 0.25% sirćetnoj kiselini i 0.5% (v/v) 

oleinske kiseline je pokazalo bimodalnu raspodelu veličina čestica sa dve populacije koje se 

preklapaju u opsegu (0.1 - 4) m. Ova raspodela je značajno izmenjena kada je filmogena 

emulzija podvrgnuta mikrofluidizaciji pri različitim pritiscima i dobijena je unimodalna 

raspodela veličine čestica u opsegu (0.03 - 1) m. Što je primenjeni pritisak bio viši u rasponu 

62 MPa do 163 MPa, dobijene čestice su imale manji srednji dijametar i uži raspon vrednosti 

dijametra. Filmogena emulzija je imala vrednost pH 4.8 i, pri ovoj vrednosti pH, amino grupe 

hitozana, koje su pozitivno naelektrisane (pKa NH3
+
/NH2 ≈ 6.5) mogu da reaguju sa negativno 

naelektrisanim hidroksilnim grupama oleinske kiseline (pKa COOH/COO
- 
≈ 4.8), što dovodi 

do formiranja pozitivno naelektrisanih dispergovanih čestica. Povećanje pritiska pri 

homogenizaciji dovodi do smanjenja površinskog naelektrisanja čestica, posebno pri 

pritiscima višim od 83 MPa. Ova pojava je objašnjena kao posledica elektrostatičke 

interakcije između micela oleinske kiseline i hitozana, što vodi smanjenju površinskog 

naelektrisanja čestica hitozan-oleinska kiselina (Vargas i sar., 2011). Mikrostruktura filma 

zavisi od organizacije različitih komponenti u filmogenoj emulziji i od interakcije ovih 

komponemti tokom sušenja filma. Mikrostruktura hitozanskog filma je bila izmenjena 

dodatkom oleinske kiseline. Došlo je do pojave diskontinuiteta hitozanskog matriksa zbog 

čestica lipida smeštenih u polimerni matriks. Primenom mikrofluidizacije nižih pritisaka, 

došlo je do smanjenja razlika između dve faze, čestice lipida su bile manje i bolje povezane za 

polimerni nosač. Primenom viših pritiska javile su se nepravilnosti u strukturi usled agregacije 

lipidnih čestica, što je najverovatnije posledica narušenog međupovršinskog omotača usled 

čega dolazi do flokulacije formiranjem mostova. Pri istim uslovima homogenizacije, dodatak 

oleinske kiseline je doveo do sniženja propustljivosti filmova za vodenu paru. Dodatno 

sniženje propustljivosti je postignuto mikrofluidizacijom, osim upotrebe najviših pritisaka, 

kao što je zapaženo u mikrostrukturi filmova (Vargas i sar., 2011). 

Na bazi svojstava molekula hitozana, moguće je formirati povratnu Pikeringovu 

emulziju (Liu i sar., 2012). Pri niskim vrednostima pH, hitozan je rastvorljiv u vodi i slojevi 

ulja i vodenog rastvora hitozana su nemešljivi (Slika 14). Povišenjem vrednosti pH rastvora, 

hitozan postaje nerastvorljiv u vodi i formira se disperzija čestica hitozana koje se  adsorbuju 

na graničnoj fazi ulje/voda i dolazi do formiranja emulzije ulja u vodi. Sniženjem pH vodene 

faze ove emulzije do pH 4, dolazi do deemulgovanja. Upotrebom hitozana umesto surfaktanta 

uspešno je formirana Pikeringova emulzija kojim se može manipulisati izmenom vrednosti 
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pH vodene faze. Emulziju je bilo moguće formirati pri pH>6, ali je u opsegu 6<pH<6.5 

emulzija bila stabilna oko 2 dana, dok je za pH>6.5, formirana emulzija bila stabilna oko 2 

meseca. U ovom slučaju, hitozan ne stabilizuje emulziju smanjenjem površinskog napona 

rastvora (kao klasičan surfaktant), već adsorbcijom nanočestica na graničnoj površini 

ulje/voda (slično kao koloidne čestice Mg(OH)2 i silike) (Tan i sar., 2011; Vignati i Piazza, 

2003). 

Za hitozan je određena HLB vrednost od 36.7. Ovo je HLB vrednost koja odgovara 

jonskom surfaktantu izrazito hidrofilnog karaktera. Ipak, na osnovu strukture hitozana, 

očekivana je viša HLB vrednost, što može biti posledica niskog stepena jonizacije. Hitozan, 

zbog svoje strukture nije efikasan u sniženju površinskog napona na granici faza vazduh-

rastvor, ali se može adsorbovati na granici faza ulje/voda i na ovaj način mehanički i 

elektrostatički stabilizovati dispergovanu fazu emulzije.  

 

Slika 14 (a) Digitalna fotografija emulzije tečnog parafina u vodenom rastvoru hitozana, pri različitim 

vrednostima pH, (b) Fluorescentni mikrograf  emulzije stabilizovane hitozanskim nanočesticama, pri pH 

6.7. Koncentracija hitozana je 0.1 %mas. Odnos uljane i vodene faze je 1:1 (Liu i sar., 2012) 

 

Dvostruka emulzija voda/ulje/voda ulja suncokreta u vodi je formirana u prisustvu 1% 

(w/v) hitozana, bez upotrebe surfaktanta. Zahvaljujući visokoj vrednosti HLB, hitozan može 

da potpomogne formiranje emulzije tipa ulje u vodi. Uzevši u obzir da hitozan nije čista 
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supstanca, već smeša molekula različitog stepena deacetilovanosti, on se verovatno ponaša 

kao smeša emulgatora različitih vrednosti HLB. Obzirom da je udeo molekula visokog 

stepena deacetilovanosti visok, kontinualna faza nastale emulzije je voda. Optimalni odnos 

hitozan:ulje, koji je obezbedio stabilnu emulziju u toku dva meseca i iz koje se hitozan više 

nije mogao izdvojiti rastvaranjem sirćetnom kiselinom, bio je 0.2 g hitozana/g ulja. 

Adsorbovani hitozan se najverovatnije ponaša kao interfazni barijerni sloj koji otežava 

difuziju kako hidrofilnih, tako i hidrofobnih supstanci kroz čestice emulzije. Povišenjem 

vrednosti pH kontinualne faze, hitozan je ostao adsorbovan na graničnoj površini faza 

stabilizujući emulziju. Veličina čestice dispergovane faze je zavisila od odnosa hitozana i ulja 

u emulziji (Schulz i sar., 1998). Ispitivanjem uticaja stepena deacetilovanosti molekula 

hitozana na emulgujuća svojstva u emulziji ulja suncokreta u vodi, ustanovljeno je da je, u 

opsegu (73 – 95)%, najefikasniji hitozan stepena deacetilovanosti (80 – 89)%, sa dva 

optimuma pri 81% i 88%. Pri stepenu deacetilovanosti od 81% formirana je stabilna emulzija 

visokog viskoziteta, dok je uz hitozan stepena deacetilovanosti 88% formirana stabilna 

emulzija niskog viskoziteta (Del Blanco i sar., 1999). Viskozitet, stabilnost  i  starenje  

emulzije voda/ulje/voda suncokretovog ulja u vodi bili su proporcionalni dodatoj količini 

hitozana. Pri koncentraciji hitozana od 0.2% (w/v), razdvajanje slojeva emulzije započelo je 

nakon (4 - 6) h, dok je za više koncentracije (1%, w/v i 2%, w/v) emulzija bila stabilnija.  

Iako je korišćen za formiranje emulzije suncokretovog ulja u vodi, sam hitozan se ne 

može smatrati efikasnim emulgatorom zbog niske površinske aktivnosti, koja je u skladu sa 

hemijskom strukturom hitozana (polisaharid sa katjonskim -NH3
+
 i -OH grupama 

raspoređenim duž ugljovodoničnog lanca). Ulje suncokreta sadrži visoku koncentraciju 

oleinske kiseline, koja je dobar emulgator. Takođe, između hitozana i oleinske kiseline može 

doći do formiranja kompleksa elektrostatičkom interakcijom između –COO
-
 i −NH3

+
 grupa, 

što bi dovelo do stabilizacije formirane emulzije (Liu i sar., 2012). 

Kada je analizirana mogućnost formiranja emulzije tečnog parafina u vodenom 

rastvoru hitozana, potvrđeno je da je površinska aktivnost hitozana niska. Hitozan potpomaže 

formiranje emulzije ulje u vodi povećanjem viskoziteta disperzne faze i formiranjem guste 

polielektrolitske četke na površini kapi ulja (Slika 15). Tek pri višim koncentracijama 

hitozana je bilo moguće formirati stabilnu emulziju (preko 0.20%, w/v), jer je pri nižim 

koncentracijama broj makromolekula nedovoljan da dođe do formiranja polielektrolitske 

“četke” na površini kapi ulja, a viskozitet disperzne faze nedovoljan da dovede do 

stabilizacije emulzije. Brzina razdvajanja slojeva emulzije, kao i visina izdvojenog sloja 

direktno zavise od koncentracije hitozana (Payet i Terentjev, 2008). 
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Slika 15. Prikaz organizacije čestica hitozana na graničnoj površini ulje/voda sa malim hidrofobnim 

vezivnim mestima (crne tačke) na strani ulja i gustom četkom dugačkih hidrofilnih lanaca na strani vode 

(Payet i Terentjev, 2008) 

 

Ispitan je uticaj molekulske mase (15 kDa, 145 kDa i 200 kDa) i gustine naelektrisanja 

(stepen deacetilovanosti 40%, 77% i 92%) molekula hitozana na karakteristike emulzije 

kukuruznog ulja u vodi koja je stabilizovana slojem PAM i polielektrolita. Zaštita 

emulgovanih kapi višeslojnim omotačem može dovesti do formiranja stabilnije emulzije, u 

odnosu na emulziju stabilizovanu jednim slojem emulgatora. Prvo je formirana emulzija ulja 

u vodi stabilizovana PAM (natrijum dodecil sulfat ili polietilen glikol sorbitan monolaurat, 

Tween 20), a zatim je u ovu emulziju dodat rastvor hitozana, tako da je koncentracija ulja bila 

3% (w/v), a koncentracija hitozana se kretala od (0 – 1)% (w/v). Kada je koncentracija 

hitozana bila ispod koncentracije koja je potrebna da bi se zasitila površina kapi disperzne 

faze, došlo je do izražene agregacije kapi usled formiranja mostova koji povezuju čestice u 

emulziji, dok je pri višim koncentracijama hitozana bilo moguće formirati stabilnu emulziju. 

Nije uočena značajna zavisnost  ζ potencijala i srednjeg prečnika čestica emulzije od 

molekulske mase hitozana, ali je u prisustvu hitozana sa najnižim stepenom deacetilovanosti 

od 40% formirana emulzija sa najnižim srednjim prečnikom i ζ potencijalom dispergovanih 

čestica. Stabilnu višeslojnu emulziju je moguće formirati mešanjem rastvora hitozana srednje 

ili visoke molekulske mase sa jonskom i nejonskom PAM (natrijum dodecil sulfat ili 

polietilen glikol sorbitan monolaurat, Tween 20) (Mun i  sar., 2006). 

 

 

 

 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

27 
 

2.5. Postupci dobijanja biofilmova 

 

U prehrambenoj industriji se jestivi filmovi mogu primeniti u zaštiti proizvoda na više 

različitih načina. Može se formirati jestiva prevlaka ili premaz na površini proizvoda ili se 

formira film koji se koristi za umotavanje ili pakovanje proizvoda. 

Tabela 2. Primeri komercijalnih premaza u prehrambenoj industriji (Lin, 2012) 

Komercijalni naziv Osnovna komponenta Primena 

“Freshseel” estri saharoze Produženje roka održivosti 

lubenice 

“Fry Shield” Ca pektinat Smanjuje upijanje masnoće tokom 

prženja ribe i povrća 

“Nature Seal” Ca askorbat Jabuke, avocado, šargarepa i drugo 

povrće 

“Nutrasave” N,O-karboksimetil-hitozan Smanjuje gubitak vlage iz avokada, 

održava čvrstoću 

“Opta Glaze” pšenični gluten Premaz visokog sjaja za upotrebu 

kao glazura na pekarskim 

proizvodima umesto glazure od 

sirovog jaja, sprečava 

mikrobiološki kvar i pruža 

ograničenu zaštitu od gubitka vlage 

“Semperfresh” estri saharoze Sprečava gubitak vlage višanja i 

krušaka i čuva prirodnu boju voća 

“Z* coat” kukuruzni zein Produžava rok održivosti orašastih 

plodova 

 

Najčešće korišćen pristup je formiranje jestive prevlake ili premaza na površini 

proizvoda. Tehnike u nanošenja jestivih prevlaka se moraju prilagoditi samim 

karakteristikama materijala i proizvoda. Najčešće se formiraju vodeni rastvori, koloidne 

disperzije ili emulzije čija se primena može postići: ručnim premazivanjem pomoću četke, 

prskanjem (sprej) tehnikom, potapanjem u filmogeni rastvor i ceđenjem, raspodelom u posudi 

koja rotira, prevlačenjem u fluidizovanom sloju ili vazdušnim četkanjem. Uopšteno se 

preporučuje korišćenje relativno visokih koncentracija filmogenih rastvora, disperzija i 

emulzija da bi se na površini proizvoda formirao kontinualni premaz veće debljine. U nekim 

slučajevima (npr. kod kalcijum-alginata) potrebno je sprovesti i drugu fazu obrade, kroz 

rastvor za umrežavanje. Stabilizacija premaza se postiže sušenjem ili hlađenjem zavisno od 

vrste materijala. Iako se sa industrijskog gledišta želi postići što brža proizvodnja premaza ili 

filma, od velike je važnost izvesti dobru regulaciju temperature hlađenja ili uslova sušenja, 

tako da se dobijeni premaz ili film kompaktno formira. Ukoliko se stabilizacija sprovede 

prebrzo, dolazi do nejednakog pucanja premaza, koji poprima rupičasti izgled. U većini 

slučajeva, za izradu dobrog filma, od presudnog je značaja veština, iskustvo i dobra procena 

radnika u pogonu (Galić, 2010). Primeri komercijalnih jestivih biofilmova u prehrambenoj 

industriji su dati u Tabeli 2. 

Kada se formira film nezavisno od proizvoda, u primeni su suvi i vlažni postupak. Oba 

postupka započinju rastvaranjem sastojaka u adekvatnom rastvaraču, a završavaju se 

uklanjanjem tečne faze sušenjem (Peressini i sar., 2003). U suvom postupku, kao što je 

ekstruzija, materijal se meša sa manjom količinom tečnosti i temperatura materijala u 

ekstruderu se povećava iznad temperature prelaza u staklasto stanje. U ovoj tački materijal se 
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transformiše iz čvrste faze u rastop uz povećanje mobilnosti. Materijal se zatim ispušta kroz 

mlaznicu i seče u određene oblike (Peressini i sar., 2003). Suvi postupak se uglavnom koristi 

za proizvodnju filmova na polu-komercijalnom i komercijalnom nivou. Vlažni postupci, kao 

što su: razlivanje u kalupe, razlivanje u konstantnoj debljini i direktno presovanje su postupci 

koji se koriste u laboratorijskoj proizvodnji filmova (Lin, 2012). 

Formiranje filmova na laboratorijskom nivou najčešće podrazumeva upotrebu 

metode razlivanja. Zbog velikog sadržaja vode u filmogenim rastvorima, teško je primeniti 

klasične postupke za proizvodnju plastičnih ambalažnih materijala (Peressini i sar., 2003). Pri 

sintezi biofilmova, često se za modifikaciju i poboljšanje svojstava filmova koriste 

plastifikatori i emulgatori (Hernandez-Izquierdo i Krochta, 2008). Najčešće se za nanošenje 

biofilmova koriste podesivi aplikatori za formiranje filma uniformne debljine. Filmogeni 

rastvor se, u definisanoj masi, razliva na podlogu u uniformnoj debljini, nakon čega se film 

suši pri ambijentalnim uslovima ili primenjujući ubrzano sušenje (viša temperatura, vakuum 

sušenje) (Du i sar., 2008; Yoo i Krochta, 2011). Rastvor polimera formira film kroz veći broj 

faza. Kada se rastvor polimera nanese na neku površinu, zahvaljujući kohezionim silama, 

formiraju se veze između molekula polimera. Kada su kohezione sile između molekula 

relativno jake, formira se naležuća kontinualna površina polimernog materijala. Srastanje 

naležućeg sloja polimera se dešava zbog difuzije. Tokom isparavanja rastvarača napreduje 

proces geliranja i omogućava polimernim lancima da se poređaju dovoljno blizu jedan drugog 

da bi formirali sledeći polimerni sloj. Kada postoji adekvatna koheziona atrakcija između 

molekula, dovoljna difuzija i potpuno isparenje rastvarača, polimerni lanci će se ređati tako da 

oforme film (Nadarajah, 2005). Nakon sušenja, filmovi se skidaju sa podloge, kondicioniraju i 

testiraju ili upotrebljavaju u željenoj formi (Rossman, 2009; Lin, 2012). 

Dirktno presovanje je postupak koji podrazumeva nalivanje tečne smese u kalupe, 

nakon čega se primenjuje povišeni pritisak i temperatura da se ispari rastvarač, a osušena 

masa dobija oblik kalupa (Hernandez-Izquierdo i Krochta, 2008). Ova metoda je primenjiva 

za jestive filmove na bazi proteina i polisaharida,  zahvaljujući specifičnim termičkim 

osobinama. Cunnngham i sar. (2000) su razvili postupak za dobijanje filma na bazi 

proteinskog izolata soje plastifikovanog glicerolom, primenjujući uslove: 150°C, 10 MPa, 

tokom 2 minuta. U odnosu na klasični metod razlivanja, ovaj postupak proizvodnje filmova u 

laboratoriji je značajno brži (Hernandez-Izquierdo i Krochta, 2008). Silika, Teflon, PA, PP i 

PE su korišćeni kao materijali za kalupe, u zavisnosti od polarnosti filmogene smeše 

(Hernandez-Izquierdo i Krochta, 2008; Stepto, 2003; Lin, 2012). 

Za proizvodnju filmova na komercijalnom nivou koriste se metode kontinualnog 

razlivanja i ekstruzija. 

Metoda kontinualnog razlivanja podrazumeva uniformno razlivanje filmogene 

smeše na kontinualnu čeličnu traku ili drugu dizajniranu podršku. Razlivena smeša prolazi 

kroz komoru za sušenje da bi se uklonio rastvarač. Suv film se skida sa nosača i mota u rolne 

za kasniju obradu. Ovaj metod se može koristiti i za višeslojno razlivanje. Nakon što prvi sloj 

suvog filma napusti komoru za sušenje može se naneti tanak, sekundarni omotač. Dalje, 

krajnji proizvod se može posuti puderom da bi se izbeglo lepljenje u rolni ili se može štampati 
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primenom jestivih boja. Dužina komercijalnih konvejera je najčešće (15 - 30) m, a širina (0.5 

- 1.5) m (Rossman, 2009; Lin, 2012). 

Ekstruzija je druga metoda koja se koristi za proizvodnju filmova na komercijalnom 

nivou. Ekstruzija se može podeliti u tri dela: punjenje, mešanje i grejanje. Mešavina sastojaka 

filma prvo ulazi u zonu punjenja gde se komprimuje vazduhom. Ovaj sistem najbolje radi uz 

minimalnu upotrebu vode ili rastvarača, ali je upotreba plastifikatora potrebna (Peressini i 

sar., 2003). Kako se sastojci prebacuju u zonu mešanja, rastu pritisak i temperatura, kao i 

gustina mešavine. Mešavina zatim dospeva u zonu grejanja, gde se primenjuje maksimalni 

pritisak, temperatura i napon smicanja. Puž ekstrudera gura otopljeni polimer kroz mlaznicu 

nakon čega se on trenutno hladi (Hernandez-Izquierdo i Krochta, 2008). Nedostaci ove 

metode su da ona može koristiti samo za materijale koji su rezistentni na uticaj toplote i koji 

imaju mali sadržaj vlage (Lin, 2012). 

2.6. Karakterizacija biofilmova 

 

Da bi se omogućila uspešna primena i predvidelo ponašanje biofilmova tokom 

pakovanja, distribucije i skladištenja, a i u postupku dizajniranja biofilma za određenu 

namenu, potrebno je izvršiti karakterizaciju ovih materijala. Osnovna karakterizacija 

materijala podrazumeva određivanje mehaničkih, strukturnih, fizičko-hemijskih, barijernih i 

bioloških svojstava.  

 

2.6.1. Mehanička svojstva biofilmova 

 

Debljina biorazgradivih filmova je važna karakteristika koja direktno utiče na ostale osobine 

filma (mehaničke, barijerne), na potencijalnu primenu filma i održivnost upakovanog 

proizvoda. Efektivnost biorazgradivog filma u zaštiti upakovanog proizvoda primarno zavisi 

od kontrole rasipanja upakovanog proizvoda, što je direktna posledica debljine filma i 

ujednačenosti debljine filma (Skurtys i sar., 2010). Debljina filma ne sme prelaziti minimalnu 

i maksimalnu kritičnu vrednost, kako film ne bi drastično redukovao unutrašnju koncentraciju 

kiseonika ili povećao koncentraciju CO2, kod anaerobne fermentacije upakovanog proizvoda. 

Kod primene jestivog omotača, efikasnost u zaštiti proizvoda direktno zavisi od kvaliteta 

nanošenja filmogenog rastvora, debljine i ujednačenosti debljine premaza. Kada se kap 

tečnosti nanese na čvrstu površinu može doći do potpunog ili delimičnog kvašenja čvrste 

površine (Slika 16). Veće kvašenje će dovesti do formiranja premaza manje debljine.  
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Slika 16. Kap tečnosti na ravnoj čvrstoj površini. A) nema kvašenja °, B) potpuno kvašenje , C) 

delimično kvašenje (0<<180) (Skurtys i sar., 2010) 

 

Debljina premaza zavisi od fizičkih osobina filmogenog rastvora, kao što su gustina, 

viskozitet i površinski napon, ali i od metode koja je primenjena za nanošenje premaza: 

uranjanje, nanošenje sprejem, četkicom, glaziranje. Metode za određivanje debljine se mogu 

klasifikovati u dve grupe: kontaktne i nekontaktne metode. Među kontaktnim metodama, 

najčešće se koristi metoda merenja debljine mikrometrom. Najčešće je debljina filma manja 

od 0.25 mm. Nekontaktne metode su: optička i elektronskenirajuća mikroskopija, konfokalna 

Raman mikrospektrometrija, Furije transformišuća Raman spektrometrija i površinski 

poboljšano Raman rasejanje (Skurtys i sar., 2010). 

Mehanička svojstva polimernog materijala se mogu opisati određenim parametrima 

koji govore o jačini i deformaciji materijala. Ove karakteristike mogu naučnicima, 

tehnolozima, dizajnerima materijala ukazati na potencijalne performanse materijala. Zatezne 

karakteristike napon-deformacija se određuju merenjem sile potrebne za izvlačenje materijala 

i promena kroz koje materijal prolazi primenom ove sile, pri konstantnoj brzini deformacije. 

Napon se izračunava prema Formuli 1: 

Napon (MPa) = Sila (N) / Površina preseka (mm
2
)  (1) 

 U slučaju prikazanom na Slici 17., površina na koju deluje sila je a∙b (mm
2
). Ipak treba 

imati u vidu da je ovo površina na koju deluje sila pre početka testa, ali se tokom trajanja testa 

ova površina smanjuje, a napon biva sve veći. Ipak, ovakva definicija je prihvaćena u praksi. 

 

Slika 17. Napon zatezanja u epruveti materijala (Brown, 2002) 

 

Deformacija se izračunava kao:  

Deformacija= Izduženje δl (mm)/ Početna dužina l0 (mm)  (2) 
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Kao što je prikazano na Slici 18., δl je u svakom trenutku jednako l1-l0 . Najčešće se 

deformacija izražava u procentima (množenjem vrednosti sa 100). 

 

Slika 18. Deformacija zatezanja u epruveti materijala (Brown, 2002) 

 

Imajući u vidu zatezna svojstva napon-deformacija savršeno elastičnog materijala koja 

su prikazana na Slici 19., može se uočiti da je zavisnost napona i deformacije linearan sve do 

momenta kidanja materijala.  

 

Slika 19. Grafik napon-deformacija kod idealno elastičnog materijala (Brown, 2002) 

 

U ovom slučaju je odnos napona (MPa) i deformacije (%) konstantan i ovaj odnos 

predstavlja elastični moduo materijala (GPa). Međutim, realni elastični polimerni materijali 

nemaju linearan odnos napona i deformacije (ovakva zavisnost se sreće samo kod krtih 

materijala), već postoje različiti modeli, a četiri osnovna su: 

a) materijali kod kojih je napon na granici elastičnosti veći od napona kidanja, 

odnosno zatezne jačine materijala imaju zavisnost napon-deformacija prikazan na Slici 20. 

Granica elastičnosti je tačka nakon koje sa daljim povećanjem vrednosti deformacije nema 

porasta vrednosti napona. Granica elastičnosti je definisana vrednostima napona i deformacije 

na granici elastičnosti, a tačka pucanja materijala je definisana zateznom jačinom i 

izduženjem pri kidanju. Kod ovih materijala su zatezna jačina i izduženje pri kidanju manji od 

napona i deformacije na granici elastičnosti materijala. 
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b) materijali kod kojih je napon na granici elastičnosti manji od napona kidanja, 

odnosno zatezne jačine materijala imaju zavisnost napon-deformacija prikazan na Slici 21.  

c) materijali kod kojih je napon na granici elastičnosti jednak naponu kidanja, odnosno 

zateznoj jačini materijala imaju zavisnost napon-deformacija prikazan na Slici 22. 

  d) krti materijali kod kojih je zavisnost napon-deformacija približno linearna (Slika 

23) 

 
Slika 20. Grafik napon-deformacija kod materijala sa većim naponom na granici elastičnosti u odnosu na 

napon kidanja materijala (Brown, 2002) 

 
 

 
Slika 21. Grafik napon-deformacija kod materijala sa manjim naponom na granici elastičnosti u odnosu 

na napon kidanja (zateznu jačinu) materijala (Brown, 2002) 
 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

33 
 

 
Slika 22. Grafik napon-deformacija kod materijala kod kojih su napon na granici elastičnosti i napon 

kidanja (zateznu jačinu) materijala jednaki (Brown, 2002) 

 

 
Slika 23 Grafik napon-deformacija kod krtih materijala (Brown, 2002) 

 

Dva osnovna modula koja se određuju kod polimernih materijala su tangentni modul i 

sekant modul. Tangantni modul (GPa) predstavlja odnos napona i deformacije u tački na 

polupravoj koja polazi iz koordinatnog početka i tangenta je na početni deo krive. Sekant 

modul (GPa) predstavlja odnos napona i deformacije pri određenoj vrednosti deformacije, 

najčešće 1%. Pri izboru druge vrednosti deformacije dobiće se drugačija vrednost sekant 

modula (Slika 24). 
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Slika 24. Tangentni modul i sekant modul (Brown, 2002) 

 

Polimeri su viskoelastični materijali i, kao posledica toga, ponašanje im je zavisno od 

vremena delovanja sile. Zato je pri određivanju zateznih svojstava važno naglasiti brzinu 

istezanja u testu da bi rezultati bili međusobno uporedivi. Na Slici 25. je prikazan uticaj brzine 

istezanja materijala HDPE na izgled krive napon-deformacija. 

 
Slika 25. Grafik napon-deformacija za HDPE na 23 °C pri različitim brzinama istezanja (Brown, 2002) 

 

Sa Slike 25. se može primetiti da se izmerene vrednosti jačine materijala, a samim tim 

i moduli, povećavaju sa povećanjem brzine istezanja. Pri malim brzinama istezanja, ne uočava 

se granica elastičnosti materijala, jer molekuli HDPE, pri ovoj brzini, imaju dovoljno vremena 

da se poređaju tako da mogu prihvatiti povećanje deformacije održavajući otpornost na 

delovanje sile (konstantna vrednost napona istezanja). Sa porastom brzine istezanja, javlja se 

granica elastičnosti, a ukoliko bi se brzina dovoljno uvećala materijal bi se ponašao kao krti 

polimer (Brown, 2002). 

Prema Skurtys i sar. (2010) hidrokoloidni filmovi imaju mehanička svojstva koja 

odgovaraju grupi materijala kod kojih je napon na granici elastičnosti manji od napona 
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kidanja, odnosno zatezne jačine materijala (Slika 21). Vrednosti zatezne jačine polisaharidnih 

filmova kreću se od 10 MPa do 100 MPa, a istezanja pri kidanju, (1 - 80)%. Generalno, 

proteinski filmovi imaju niže vrednosti zatezne jačine, dok su vrednosti izduženja pri kidanju 

za ove hidrokoloidne filmove nešto više, u poređenju sa polisaharidnim filmovima. Zatezna 

svojstva biopolimera zavise od različitih faktora, od kojih su neki: karakteristike polimera 

(molekulska masa, hemijska priroda, derivatizacija), sastav filmogenog rastvora (vrsta i 

koncentracija rastvarača, dodatak plastifikatora, drugog polimera, agensa za umrežavanje, 

nanovlakana), relativna vlažnost vazduha tokom skladištenja, temperatura sušenja, dužina 

skladištenja.  

Azeredo i sar. (2009) su koristili celulozna nanovlakna da poboljšaju mehanička 

svojstva filma na bazi homogenizovanog manga. Upotrebom nanovlakana poboljšana je 

zatezna jačina filma formiranjem fibrilarne mreže uvezane vodoničnim vezama sa izraženim 

međupovršinskom interakcijom matriks/punioc. Za povećanje zatezne jačine polisaharidnih 

filmova koriste se  i agensi za umrežavanje, umrežavanje elektromagnetnim zračenjem ili 

toplotom ili druga polimerna supstanca koji se dodaju filmogenom rastvoru (Ghanbarzadeh i 

Almasi, 2011; Olabarrieta, 2005). Skrobnom filmu je kao agens za umrežavanje dodata 

limunska kiselina i drugi polimer karboksimetilceluloza. Sa povećanjem udela agensa za 

umrežavanje, povećavala se i zatezna jačina biofilma. Preko karboksilnih grupa kiseline je 

došlo do umrežavanja formiranjem jakih vodoničnih veza sa hidroksilnim grupama skroba. 

Takođe, dodatkom drugog polimera, karboksimetilceluloze u skrob došlo je do povećanja 

zatezne jačine skrobnog filma (Ghanbarzadeh and Almasi 2011). 

Brzina i temperatura sušenja filma utiče na njegova mehanička svojstva. Fernandez-

Pan i sar. (2010), Mayachiew i Devahastin (2008) kao i  Srinivasa i sar. (2004) su analizirali 

uticaj temperature sušenja na mehanička svojstva hitozanskih filmova. Veće vrednosti zatezne 

jačine i izduženja pri kidanju su dobijene sporim procesom sušenja pri sobnim uslovima. Brže 

sušenja na visokim temperaturama rezultira slabije organizovanom strukturom sa manjim 

brojem uspostavljenih vodoničnih veza, dok tokom sporog procesa sušenja polimerni lanci 

imaju vremena da se preraspodele i formiraju bolje organizovanu strukturu. 

Plastifikatori su niskomolekularne supstance koje se koriste kao aditivi u preradi 

polimera. Savet internacionalne  unije za čistu i primenjenu hemiju (IUPAC) je definisao 

plastifikatore kao supstance ili materijal inkorporiran u materijal (najčešće plastični ili 

elastomer) da bi povećao fleksibilnost, obradivost ili istegljivost. Ove supstance smanjuju 

napon deformacije, tvrdoću, gustinu, viskozitet i elektrostatički naboj polimera. Kod 

biopolimera, dodatak plastifikatora umanjuje broj intermolekulskih vodoničnih veza između 

molekula polimera, povećavajući fleksibilnost i pokretljivost lanaca. Oni se dodaju sa ciljem 

povećanja fleksibilnosti, smanjenja krtosti i izbegavanja pojave skupljanja filma tokom 

sušenja i skladištenja. Na svojstvo biofilma utiče priroda plastifikatora i njegova 

koncentracija. Sa dodatkom plastifikatora često dolazi i do drugih promena u filmu gde, pored 

opadanja zatezne jačine može doći do povećanja propustljivosti za gasove i vodenu paru. Zato 

se željene karakteristike biopolimernog filma mogu postići uspostavljanjem ravnoteže između 

stepena umreženosti i plastifikacije polimera. Iznad kritične koncentracije plastifikatora 

moguće je premašiti granicu kompatibilnosti plastifikatora usled čega dolazi do izdvajanja 
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plastifikatora iz polimernog matriksa. Najčešće korišćeni plastifikatori su polioli (glicerol, 

etilen glikol, dietilen glikol, trietilen glikol, polietilen glikol, propilen glikol, sorbitol, manitol 

i ksilitol), masne kiseline, monosaharidi (glukoza, manoza, fruktoza, saharoza), etanolamin, 

urea, trietanolamin, ulje iz povrća, lecitin, voskovi, aminokiseline, surfaktanti i voda (Vieira i 

sar., 2011). Na zatezna svojstva biopolimera utiče sadržaj vlage u polimeru, jer molekuli vode 

deluju kao plastifikatori. Sa povećanjem sadržaja vlage povećava se elastičnost i fleksibilnost, 

a smanjuje zatezna jačina biopolimera. Zato je test potrebno izvoditi na kondicioniranom 

uzorku u definisanim uslovima sredine, koji su najčešće 50% RH i 23°C (Rossman, 2009).  

Tokom stajanja hitozanskih biofilmova je došlo do promene mehaničkih svojstava 

filmova: zatezna jačine je ostala ista, ali se vrednost izduženja pri kidanju smanjivala (Caner i 

sar., 1998). U drugom istraživanju, gde je ispitivan uticaj perioda skladištenja na svojstva 

hitozanskih biofilmova, zapažena je drugačija promena mehaničkih svojstava, zatezna jačina 

je opadala, a izduženje pri kidanju se povećavalo tokom skladištenja (Butler i sar., 1996). 

Rastvaranjem hitozana u različitim organskim kiselinama: sirćetnoj (1% i 7.5%), 

mravljoj (1% i 7.5%), mlečnoj (1%, 7.5%) i propionskoj (1% i 7.5%), dobijeni su filmovi 

približnih vrednosti istezanja pri kidanju, osim filma dobijenog rastvaranjem u 7.5% mlečnoj 

kiselini koji je imao značajno veću vrednost ovog parametra. Filmovi dobijeni upotrebom 

sirćetne i mravlje kiseline su imali veće vrednosti zatezne jačine od filmova sa propionskom i 

mlečnom kiselinom 1%, dok je film sa mlečnom kiselinom 7.5% imao najmanju vrednost 

zatezne jačine. Pored uticaja izbora kiselina za rastvaranje hitozana, na mehanička svojstva 

utiče i koncentracija kiseline (Caner i sar., 1998). Takođe, razlivanjem hitozanskog filma iz 

rastvora u sirćetnoj, limunskoj, mlečnoj i maleinskoj kiselini, dobijeni su filmovi među 

kojima je film sa najvećom vrednošću zatezne jačine bio film sa sirćetnom kiselinom, a sa 

najvećim izduženjem pri kidanju film sa limunskom kiselinom (Park i sar., 2002). 

Sa porastom molekulske mase, stepena deacetilovanosti i koncentracije hitozana u 

filmogenom rastvoru, raste zatezna jačina formiranih filmova (Park i sar., 2002; Trung i sar., 

2009; Kim i sar., 2006). 

Hitozanski filmovi formirani iz filmogenog rastvora niže pH imaju veće vrednosti 

zatezne jačine (Kim i sar., 2006). 
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2.6.2. Fizičko-hemijska svojstva biofilmova 

 

2.6.2.1. Sadržaj vlage, bubrenje i rastvaranja 

 

Hidrofilni polimeri koji sadrže polarne grupe koje omogućavaju formiranje vodoničnih 

veza apsorbuju vodu iz vazduha ili iz prehrambenog proizvoda sa kojim su u kontaktu. 

Povećani sadržaj vlage u polimeru uzrokuje promene u mehaničkim i barijernim svojstvima. 

Voda u strukturi polimera deluje kao plastifikator. Zato se za predviđanje ponašanja polimera 

izrađuju eksperimentalne apsorpcione izoterme koje pokazuju sadržaj vlage u polimeru pri 

različitim uslovima relativne vlažnosti vazduha. Na izgled apsorpcione izoterme utiče 

koncentracija plastifikatora, gde proporcionalno povećanju sadržaja plastifikatora raste 

ravnotežni sadržaj vlage u filmu. Suprotno deluje prisustvo hidrofobne komponente: lipida, 

ulja, etarskih ulja, voskova (Coupland i sar., 2000; Kim i Ustunol, 2001). Temperatura i 

metod sušenja uticali su na ravnotežni sadržaj vlage hitozanskog biofilma. Film sušen pri 

ambijentalnim uslovima imao je najviši ravnotežni sadržaj vlage, u odnosu na filmove sušene 

na višim temperaturama ili pod vakuumom (Mayachiew i Devahastin, 2008). 

Molekuli hitozana su u formi soli u filmu. Potapanjem u vodu ili vodeni rastvor, u 

prisustvu hidronijum jona, dolazi do jonizacije protonovanih amino grupa i rastvaranja filma. 

Pre samog rastvaranja, film bubri i prelazi u gel, postupno se rastvarajući. Bubrenje i 

rastvaranje filma je značajno brže kod filmova na bazi hitozana niske molekulske mase u 

odnosu na filmove na bazi visokomolekularnih hitozana. Visokomolekularni hitozan u filmu 

intenzivno bubri, sporo otpuštajući manje čestice u rastvor ili vodu. Sposobnost bubrenja je 

veća za film od hitozana male molekulske mase. Na brzinu rastvaranja i sposobnost bubrenja 

utiče i stepen deacetilovanosti hitozana, pri čemu se sporije rastvara i ima manju sposobnost 

bubrenja film na bazi hitozana većeg stepena deacetilovanosti, u opsegu DD (80 - 100)%. Sa 

porastom vrednosti pH filmogenog rastvora pre formiranja filma, raste brzina rastvaranja 

filma. Rastvaranje, kao i bubrenje je intenzivnije u kiselom i baznom pH u odnosu na 

neutralni pH. Kako bubrenje i rastvaranje obuhvata difuziju vode, jonizaciju amino i 

karboksilne grupe i relaksaciju molekula, u kiseloj sredini se ovi procesi intenziviraju 

jonizacijom amino, u baznoj jonizacijom karboksilne grupe, dok u neutralnim uslovima 

preovladavaju fenomeni difuzije i relaksacije molekula (Nunthanid i sar., 2001; Kim i sar., 

2006; Mathew i sar., 2006). Na brzinu rastvaranja utiče i kiselina koja je korišćena za 

rastvaranje hitozana, pa se tako najbrže rastvaraju filmovi dobijeni iz mlečne kiseline, zatim 

mravlje, propionske i na kraju sirćetne (Kim i sar., 2006). Upotrebom agenasa za 

umrežavanje ili dodatkom drugog polimera, kao i dodatkom lipidne komponente u film, 

moguće je smanjiti rastvorljivost u vodi, kao i stepen bubrenja. Takođe, starenjem filma 

dolazi do smanjenja rastvorljivosti i smanjenja sadržaja vlage zbog pojačanog umrežavanja 

filma (García i sar., 2004; Jones, 2010; Bourtoom i Chinnan, 2009; Suyatma i sar., 2005).  
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2.6.2.2. Boja 

 

Optičke karakteristike površine biorazgradivog filma, boja, sjaj i prozirnost, važne su 

osobine filma koje utiču na potencijalnu primenu filma kao ambalažnog materijala. Optičke 

osobine karakterišu površinu proizvoda, koja je od krucijalnog značaja za budućeg 

konzumenta. Takođe, prozirnost i boja određuju propustljivost svetlosti kroz film, utičući time 

na hemijske promene upakovanog sadržaja. Unutrašnja i spoljašnja mikrostruktura filma igra 

važnu ulogu u određivanju optičkih karakteristika filma (Skurtys i sar., 2010). Hitozanski 

filmovi su prozirni, sjajni, blago žućkasti, pri čemu intenzitet obojenja raste sa porastom 

koncentracije hitozana u filmu i sa starenjem filma. Boja hitozanskog filma zavisi i od 

kiseline u kojoj je rastvoren hitozan pri pripremi filmogenog rastvora. U propionskoj kiselini 

su formirani bezbojni filmovi.Bez obzira na žućkastu nijansu filma, u odnosu na proteinske 

filmove, kao što su filmovi na bazi proteina surutke obojenje hitozanskog filma je minimalno. 

Takođe, tokom skladištenja proteinski i lipidni filmovi ćesto menjaju boju usled odvijanja 

Mailadrove reakcije kod proteina, odnosno užegnuća lipida. Polisaharidni filmovi ne podležu 

ovim reakcijama (García i sar., 2004). Blago zamućenje filma može doprineti očuvanju 

upakovanog proizvoda smanjujući njegovu izloženost ultravioletnim zracima, ipak zamućenje 

onemogućava vidljivost proizvoda za potrošača, što je od velikog značaja (Rubilar i sar., 

2013). 

2.6.3. Barijerna svojstva biofilmova 

 

Propustljivost ambalažnih materijala za gasove i vodenu paru su dva osnovna barijerna 

svojstva, čije je određivanje od velikog značaja u primeni materijala za procenu održivosti 

upakovanog proizvoda. Određivanje propustljivosti materijala za kiseonik, ugljendioksid i 

azot omogućava određivanje propustljivosti materijala za vazduh računskim putem. 

Dostupnost kiseonika u ambalaži je osnovni faktor koji pokreće proces lipidne peroksidacije, 

inicirajući lanac degradirajućih reakcija, narušavajući pritom i organoleptička svojstva 

proizvoda (Sothornvit i Pitak, 2007; Russo i sar., 2006). Propustljivost materijala za 

ugljendioksid takođe ima veliki značaj u produženju održivosti proizvoda koji „dišu“, kao i 

proizvoda pakovanih u modifikovanoj atmosferi (MAP-u). Propustljivost vodene pare je 

podjednako važno barijerno svojstvo jer fizički i hemijski kvalitet upakovanog proizvoda 

zavisi od ravnotežnog sadržaja vlage u proizvodu. Sa jedne strane, važno je sprečiti isušivanje 

proizvoda, a sa druge strane hrskavi proizvodi ne bi trebalo da budu izloženi atmosferi sa 

velikim sadržajem vlage. Zahtev za određenim barijernim svojstvima ambalažnog materijala 

zavisi od vrste upakovanog proizvoda, namene sistema proizvod-ambalaža i željenog roka 

održivosti proizvoda. 

Više različitih faktora utiče na barijerna svojstva biofilmova, među kojima: uslovi 

okoline (temperatura i relativna vlažnost vazduha), kontakt sa upakovanom hranom, stepen 

kristalnosti i odnos kristalne i amorfne faze u polimeru (propustljivost gasova se odvija samo 

kroz amorfne zone u polimeru), koncentracija i struktura polimera (polarnost, linearnost), 

prisustvo i koncentracija plastifikatora, stepen umreženosti, dodatak hidrofobne komponente, 

tretmani tokom i nakon pakovanja, debljina, površina, razlika pritisaka ili koncentracioni 

gradijent u filmu (Mrkić i sar., 2006; Galić i sar., 2000).  
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Propustljivost se definiše kao mera prolaza permeata, gasa ili pare, kroz otporni 

materijal (Pauly, 1999). Kao što je Siracusa (2012) predstavila u radu koji je dao pregled 

barijernih svojstava ambalažnih materijala, u materijalu (filmu ili omotaču) bez perforacija, 

pora i naprslina, primarni mehanizam protoka gasa i vodene pare je aktivna difuzija. Permeat 

se rastvara u matriksu filma sa strane filma gde je veća koncentracija datog permeata, 

difunduje kroz film pod uticajem koncentracionog gradijenta i desorbuje se sa druge površine 

materijala. Uprošćen prikaz propustljivosti gasova ili vodene pare kroz polimernu homogenu 

monoslojnu membranu je prikazan na Slici 26.  

 
Slika 26. Osnovni mehanizam propuštanja gasova i vodene pare kroz polimerni film ili omotač (kružići 

predstavljaju molekule gasa ili vodene pare) (Siracusa, 2012) 

 

Označeni su pritisci permeata, p1 > p2 i koncentracije permeata,  c1 > c2 sa jedne i sa 

druge strane membrane. U prikazanom primeru, fluks permeata (J) se izračunava na osnovu 

prvog Fikovog zakona:  

J = −D Δc,  (3) 

koji za jednodimenzionu difuziju kroz polimernu membranu u stacionarnim uslovima može 

biti predstavljen jednačinom: 

J = −D (Δc/l)  (4) 

gde je J difuzioni fluks (mol/(cm
2
∙s)), D je koeficijent difuzije (cm

2
/s) i Δc je razlika 

koncentracija (mol/cm
3
) kroz membranu debljine l (cm). Kada je mehanizam difuzije u 

stacionarnom stanju, ravnotežne koncentracije gasa na površini i parcijalni pritisci gasa se 

pokoravaju Henrijevom zakonu. U slučaju kada je permeat gas, mogu se umesto koncentracija 

koristiti pritisci gasa na površini materijala, pa se Δc u prethodnim jednačinama može 

zameniti sa SΔp, gde je S (mol/cm
3
 atm) koeficijent rastvorljivosti, koji odražava količinu 

permeata u polimeru. Difuzioni fluks se može izraziti kao: 

J = −D (S Δp/l)  (5) 
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Proizvod DS se naziva koeficijent propustljivosti (P, permeability). Odnos P/l se 

označava sa q i predstavlja propustljivost (permeance). Fikov zakon važi za difuziju koja se 

odvija samo u jednom pravcu kroz film, a D i S koeficijenti su nezavisni od koncentracije 

permeata. U realnosti, mnogo je slučajeva koji odstupaju od ovog zakona: ukoliko je potrebno 

dugo vremena da se uspostavi ravnotežno stanje ili kada su D i S koeficijenti u korelaciji sa 

interakcijom između permeata i polimera (molekul vode i hidrofilni polimer, molekuli 

rastvarača u polimeru). 

Kada su u pitanju laminirani materijali, njihova propustljivost za gasove i vodenu paru 

je opisana teorijom idealnih laminata, koju su opisali Grüniger and Von Rohr. Ukupna 

propustljivost laminata PL, zavisi od debljine li i propustljivosti Pi pojedinih slojeva (L) u 

materijalu:  

  

   
 

 

        
 

   

  
  (6) 

Za laminate se često umesto koeficijenta propustljivosti (P) koristi brzina 

propustljivosti (TR), koja se definiže kao količina permeata koja prolazi kroz film po jedinici 

površine u jedinici vremena u stacionarnom stanju. U ovom modelu raspored slojeva laminata 

nema uticaja. Manometrijski metod za određivanje parametara propustljivosti gasova je 

najčešći, jednostavan i ekonomičan metod. Brzina propustljivosti gasa se izražava kao 

zapremina permeata koja prolazi kroz film po jedinici površine u jedinici vremena pri 

definisanoj pri definisanoj razlici pritisaka u stacionarnom stanju:   
   

        
 , pri čemu se 

uslovi testiranja: temperatura i vlažnost vazduha moraju naglasiti. Kada je permeat vodena 

para, brzina propustljivosti vodene pare se izražava kao masa vode po jedinici površine u 

jedinici vremena:  
 

   , pri čemu je potrebno naglasiti uslove ispitivanja: temperaturu i 

relativnu vlažnost sa obe strane filma (Siracusa, 2012). 

Hitozanski filmovi su dobra barijera za kiseonik, zahvaljijući velikom broju 

vodoničnih veza u strukturi gde su dugački linearni molekuli čvrsto spakovani (Martins i sar., 

2012; Bourbon i sar., 2011; Rubilar i sar., 2013). Propustljivost hitozanskog biofilma za 

gasove je u skladu sa nizom: CO2 > O2 > N2, najverovatnije zbog kiselo-bazne interakcije 

hitozana i CO2 (Liu, 2008). Propustljivost hidrokoloidnih filmova zavisi od temperature, 

relativne vlažnosti i razlike u pritisku sa različitih strana filma. Sa porastom temperature i 

relativne vlažnosti vazduha  raste propustljivost filma (Bonilla i sar., 2012, Liu, 2008). Pored 

ambijentalnih uslova, na barijerna svojstva utiče i veliki broj drugih faktora. Sa dodatkom 

plastifikatora u film i sa povećanjem koncentracije plastifikatora, propustljivost filma za 

gasove i vodenu paru raste. Rastvaranjem hitozana u različitim organskim kiselinama, 

dobijaju se filmovi koji se razlikuju po barijernim svojstvima, pri čemu je uticaj vrste i 

koncentracije kiseline koja je korišćena daleko izraženiji na propustljivost za gasove, u 

odnosu na propustljivost za vodenu paru. Prema vrednosti propustljivosti za vodenu paru, 

hitozanski biofilmovi dobijeni rastvaranjem hitozana u različitim kiselinama, se mogu 

poređati u rastući niz: sirćetna < propionska < mravlja < mlečna, dok je u zavisnosti od 

propustljivosti za kiseonik redosled bio: mlečna < sirćetna < propionska < mravlja. Pokazano 

je da, tokom stajanja filma, njegova barijerna svojstva ostaju nepromenjena ili propustljivost 
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opada tokom vremena skladištenja (Butler i sar., 1996; Caner i sar., 1998; Park i sar., 2002; 

Casariego i sar., 2007). Sa dodatkom agensa za umrežavanje, opada propustljivost 

hitozanskog filma (Mathew i Abraham, 2008; Zhang i sar., 2009). Dodatkom drugog 

hidrokoloida u film, može se uticati na propustljivost hitozanskog filma. Dodatak kukuruznog 

skroba u hitozanski film do 40%, uticao je na smanjenje propustljivosti hitozanskog filma za 

kiseonik, ugljendioksid i azot pri niskoj relativnoj vlažnosti, najverovatnije usled formiranja 

dodatnih vodoničnih veza između dva polisaharida. Sa druge strane, dodatak proteina iz 

surutke u hitozanski film nije doveo do promene propustljivosti hitozanskog filma za 

kiseonik, dok je propustljivost za CO2 i vodenu paru rasla sa rastućom koncentracijom 

proteina u hitozanskom biofilmu (Liu, 2008; Zhang i sar., 2009). Propustljivost hitozanskog 

filma za vodenu paru je rasla i sa dodatkom želatina u biofilm, kao i 

hidroksipropilmetilceluloze (Rivero i sar., Sukkunta, 2005; Sebti i sar., 2007). Povećanje 

koncentracije karvakrola, kao lipofilne komponente u matriksu filma, uz smanjenje 

koncentracije ekstrakta iz semenki grožđa, doprineo je smanjenju propustljivosti za vodenu 

paru i ugljendioksid, kao i povećanju propustljivosti za kiseonik (Rubilar i sar., 2013). Do 

povećanja propustljivosti za kiseonik je došlo i nakon inkorporiranja etarskog ulja timijana 

(Altiok i sar., 2010). Kada je sam karvakrol dodat u hitoznski biofilm, došlo je do povećanja 

propustljivosti filma za vodenu paru, kiseonik i ugljendioksid, mereno pri niskom RH. Pri 

većem RH, doprinos hidrofobnog karaktera karvakrola hitozanskom filmu je uočljiv i 

propustljivost za gasove je niža u odnosu na film bez karvakrola (Kurek i sar., 2014). U 

literaturi su prikazane različite tendencije promene propustljivosti vodene pare hitozanskog 

biofilma sa dodatkom hidrofobne komponente, od porasta propustljivosti filma (Altiok i sar., 

2010; Kurek i sar., 2014), bez promene propustljivosti filma (Rojas-Grau i sar., 2007; 

Pranoto i sar., 2005) do sniženja propustljivosti (Zivanovic i sar., 2005; Rubilar i sar., 2013; 

Wang i sar., 2013; Vargas i sar., 2009; Peng i Li, 2014; Ojagh i sar., 2010). Propustljivost za 

vodenu paru sa dodatkom lipofilne komponente zavisi od koncentracije hitozana, prirode i 

koncentracije lipofilne komponente, uslova homogenizovanja emulzije i svih već navedenih 

faktora od kojih zavisi propustljivost hitozanskog filma (Bonilla i sar., 2012
a
; Bourtoom i 

Chinan, 2009).  
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2.6.4. Strukturna svojstva biofilmova 

 

2.6.4.1. ATR-FTIR spektroskopija 

 

Furije transformišuća infracrvena spektroskopija (FTIR) se koristi za identifikaciju 

organskih i neorganskih supstanci u sva tri agregatna oblika. Furijeova transformacija 

podrazumeva konvertovanje osnovnog snimljenog signala u spektar koji se analizira. Pored 

kvalitativne analize, FTIR se može koristiti i za kvantitativna određivanja jer je intenzitet pika 

u spektru proporcionaan koncentraciji funkcionalnih grupa u ispitivanoj supstanci 

(Jamaluddin, 2009). Infracrveni zrak prolazi kroz uzorak i izaziva vibraciju, istezanje, 

savijanje i kontrakciju hemijskih veza. Kada se ovo dogodi, ekscitovana hemijska veza je 

apsorbovala infracrveno zračenje specifične talasne dužine (cm
-1

) (Goddard i Hotchkiss, 

2007; Lin, 2012). Kada se koristi ATR-FTIR tehnika (attenuated total reflection), uzorak se 

pozicionira na visokoreflektujući kristal (dijamant) i izloži infracrvenom zračenju da bi se 

utvrdila putanja reflektovanog zraka (Tanaka i sar., 2001). Za primenu ovog testa potrebna je 

mala količina uzorka, analiza traje kratko i nije destruktivna (Siracusa i sar., 2008). Dobijeni 

ATR-FTIR spektar može biti upotrebljen da se odredi biohemijski sastav i hemijske promene 

testiranog uzorka, a posebno se analizira region talasnih dužina (1500 - 400) cm
-1

, koji se 

smatra „otiskom prsta“ jedinjenja. Ovom tehnikom se, pored identifikovanja hemijskih veza 

prisutnih u biofilmu, može utvrditi i prisustvo plastifikatora, emulgatora i drugih aktivnih ili 

funkcionalnih komponenti (Lin, 2012). Za uobičajene materijale, identifikacija se može 

izvršiti poređenjem snimljenog spektra sa spektrima iz biblioteke baza spektara, dok se za 

identifikovanje neuobičajenih jedinjenja, FTIR kombinuje sa drugim tehnikama za 

identifikaciju (nuklearna magnetna rezonanca, masena spektrometrija, emisiona 

spektrometrija, difrakcija X-zraka) (Jamaluddin, 2009; Lin, 2012). 

2.6.4.2. Elektron skenirajuća mikroskopija (SEM) 

 

Elektron skenirajuća mikroskopija se primenjuje za ocenu homogenosti filma, 

strukture, glatkoće površine, debljine, prisutnosti pora i pukotina (Saremnzhad i sar., 2011). 

Ova metoda omogućava posmatranje i karakterizaciju heterogenih organskih i neorganskih 

materijala u nanometarskim i mikrometarskim razmerama. Pored analize površine filma, 

moguće je izvršiti i analizu izgleda preseka filma (Marques, 2012). Princip ove metode se 

zasniva na interakciji elektronskog snopa sa površinom materijala, pri čemu izazvani signal 

mogu biti sekundarni elektroni ili X-zraci. Oslobođeni sekundarni elektroni, nakon interakcije 

snopa sa analiziranom površinom, omogućavaju formiranje slike u mikroskopu. Primarni 

snop elektrona je mobilan i snima površinu uzorka, na osnovu čega se dobije kompletna slika. 

Pre izlaganja snopu elektrona, površina uzorka se obradi tako da bude provodnik. Naime, na 

površinu uzorka se nanese tanak sloj zlata (Marques, 2012). Elektron skenirajuća 

mikroskopija je kvalitetna tehnika i za karakterizaciju strukture laminiranih i kompozitnih 

filmova i pruža informacije o strukturi svakog sloja i o homogenosti kompozita. Kod dobro 

homogenizovanih kompozitnih filmova na bazi hidrokoloida i lipida mogu se uočiti 

uniformno raspoređene mikropore koje potiču od dispergovane faze, slično kao kod emulzija. 
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Kod kompozitnih filmova na bazi polisaharida i drugog biopolimera, struktura je gušća i 

kompaktnija (Elizondo i sar. 2009; Popović, 2013). 

2.6.5. Antioksidativna aktivnost hitozana i hitozanskog filma  

 

2.6.5.1. Antioksidansi, definicija, podela i testovi za određivanje 

antioksidativne aktivnosti 

 

Opšta definicija antioksidansa podrazumeva sve supstance, koje u koncentracijama 

znatno nižim od koncentracije supstrata koji može da se oksiduje, značajno smanjuju ili 

sprečavaju njegovu oksidaciju. U širem smislu, antioksidans je zapravo agens koji 

onemogućava, sprečava ili uklanja oksidativna oštećenja ciljanog molekula (Halliwell, 1995).  

Na osnovu različitog mehanizma delovanja, antioksidansi mogu biti:  

1) Primarni antioksidansi, koji usporavaju inicijaciju lančane reakcije slobodnih 

radikala ili prekidaju lančanu reakciju u fazi propagacije, donirajući vodonik ili elektrone 

slobodnim radikalima i transformišući slobodne radikale u stabilnije produkte. Oni obično 

reaguju sa peroksil ili alkoksil slobodnim radikalima, koji nastaju razlaganjem lipidnih 

hidroperoksida. Efikasni su pri manjim koncentracijama, dok pri višim koncentracijama mogu 

pokazati prooksidativno dejstvo. Primeri primarnih antioksidanasa su: fenoli, troloks-C, 

anoksomer, BHA- Butilhidroksianizol, BHT- Butilhidroksitoluen i etoksikvin, galati, 

flavonoidi, ruzmarinski ekstrakt, vitamin E, itd. 

2) Sekundarni ili preventivni antioksidansi, koji sprečavaju razlaganje lipidnih 

hidroperoksida na slobodne radikale tj. redukuju brzinu reakcije inicijacije kod lančanih 

reakcija različitim mehanizmima inaktivacije metala, raspadanja lipidnih hidroperoksida na 

neradikalske produkte, uklanjanja kiseonika, vezivanja određenih proteina sa prooksidativnim 

dejstvom, apsorbujući ultraljubičastvo zračenje ili (u slučaju fosfolipida) stvaraju zaštitni sloj 

između ulja i vazduha. Sekundarni antioksidansi ne transformišu slobodne radikale u 

stabilnije produkte. Primeri sekundarnih antioksidanasa su: limunska kiselina, askorbinska 

kiselina, sumporna jedinjenja, selen, fosfolipidi, karotenoidi, transferin, ceruloplazmin, itd. 

3) Sinergisti, koji nemaju antioksidativno dejstvo ili imaju veoma slab efekat, ali 

pojačavaju aktivnost primarnih antioksidanasa. U sinergiste spadaju antioksidansi koji vežu 

kiseonik ili "skevindžeri" (hvatači) kiseonika (askorbinska kiselina, sulfiti, askorbil-palmitat, 

eritorbinska kiselina) i helatori metala (limunska kiselina, EDTA, fosfati, amino kiseline, 

fosfolipidi, produkti Mailard-ove reakcije). 

Često se u literaturi sreće podela gde sekundarni antioksidansi i sinergisti čine jednu grupu 

koja se naziva sekundarni antioksidansi i sinergisti (Schreiber, 2012; Babović, 2010). Uloga 

antioksidansa nije da poboljša kvalitet hrane, već da održi kvalitet i produži trajnost proizvoda 

(Reische i sar., 2008). Uopšteno, testovi za određivanje antioksidativnog potencijala u 

biološkim sistemima i namirnicama mogu biti zasnovani na:  

 sposobnosti hvatanja slobodnih radikala  

 transferu elektrona  
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 inhibiciji lipidne peroksidacije  
 

Zbog velikog broja reaktivnih hemijskih vrsta koje narušavaju kvalitet lipida u hrani i 

raznolikosti mehanizma njihovog delovanja, nemoguće je definisati jedinstveno merilo 

antioksidativne aktivnosti. U procesu evaluacije antioksidativnog potencijala ispitivane 

supstance, potrebno je izabrati kombinaciju više testova koji se zasnivaju na različitim 

principima i pokazuju antioksidativni potecijal ispitivane supstance putem različitih 

mehanizama delovanja. U Tabeli 3. su navedene neke od metoda koje mogu da se primene za 

određivanje antioksidativnog potencijala različitih agenasa (Lesjak, 2011). 

Tabela 3.Najčešće korišćene metode za određivanje antioksidativnog potencijala (Lesjak, 2011)  

Metoda Princip 

Sposobnosti hvatanja slobodnih radikala 
 

Određivanje 

kapaciteta 

hvatanja 

superoksid anjon 

radikala 

  merenje procenta inhibicije stvaranja •O2
−
, generisanog u reakciji fenazin-

metilsulfata (PMS) u prisustvu NADH i molekulskog kiseonika ili 

hipoksantin/ksantin-oksidaza sistemu; praćenje: spektrofotometrijski (Sánchez-

Moreno, 2002)  

 merenje procenta inhibicije stvaranja etena u reakciji generisanog •O2
− 

sa α-

ketometiolbuternom kiselinom (KMB); praćenje: gasnom hromatografijom 

(MacDonald-Wicks i sar., 2006)  

 „hvatanje“ generisanog •O2
−
, 5,5-dimetil-1-pirolin-N-oksidom; praćenje: elektron 

spin rezonantna (ESR) spektrofotometrija (MacDonald-Wicks i sar., 2006)  
 

Određivanje 

kapaciteta 

hvatanja 

hidroksil 

radikala 

 

 „deoksiriboza test“: merenje procenta inhibicije stvaranja malonildialdehida 

(MDA), nastalog oksidativnim dejstvom Fentonovom reakcijom generisanog HO• 

na deoksiribozu; praćenje: spektrofotometrijski (Sánchez-Moreno, 2002)  

 HORAC test (hydroxyl radical averting capacity): merenje procenta inhibicije 

hidroksilacije p-hidroksibenzoeve kiseline HO• generisanim Fentonovom reakcijom 

sa Co
2+

; praćenje: visokopritisnom tečnom hromatografijom sa maseno 

spektrometrijskim detektorom (MacDonald-Wicks i sar., 2006)  

 3D test: merenje procenta inhibicije stepena oštećenja DNK izazvanog HO• 

generisanim u Fentonovoj reakciji (Sánchez-Moreno, 2002)  

 merenje procenta inhibicije peroksidacije lipozoma ili linoleinske kiseline izazvane 

ROO• generisanim iz azo jedinjenja; praćenje: spektrofotometrijski (Sánchez-

Moreno, 2002)  

Određivanje 

kapaciteta 

hvatanja peroksil 

radikala 

 

 TRAP test (total radical-traping antioxidant parameter assay): određivanje 

antioksidativnog statusa humane plazme praćenjem potrošnje kiseonika tokom 

oksidativnog procesa (generisanje ROO• termalnom dekompozicijom 

vodorastvornog azo-inicijatora) i poređenje sa Troloksom; praćenje: 

spektrofotometrijski (Sánchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i sar., 2006)  

 ORAC test (oxygen radical absorbance capacity assay): merenje procenta 

inhibicije promene fluorescencije B-fikoeritrina ili fluoresceina u prisustvu azo-

generatora ROO•; praćenje: spektrofotometrijski (Sánchez-Moreno, 2002; 

MacDonald-Wicks i sar., 2006)  

 merenje procenta inhibicije izbeljivanja karotenoida krocina u prisustvu azo-

generatora ROO•; praćenje: spektrofotometrijski (Sánchez-Moreno, 2002)  
 

 Transfer elektrona 

Određivanje 

neutralizacije 

DPPH• radikala 

merenje procenta neutralizacije stabilnog DPPH• radikala; praćenje: spektrofotometrijski 

(Sánchez-Moreno, 2002; MacDonald-Wicks i sar., 2006)  

Određivanje TEAC test (trolox equivalent antioxidant capacity): merenje procenta neutralizacije 
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neutralizacije 

ABTS
+
• radikala 

ABTS•
+
 radikala, generisanog u sistemu H2O2/peroksidaza i poređenje sa Troloksom; 

praćenje: spektrofotometrijski (Sánchez-Moreno, 2002)  

Određivanje 

redoks 

potencijala 

FRAP test (ferric ion reducing antioxidant power): merenje procenta inhibicije redukcije 

Fe
3+ 

tripiridiltriazin (Fe
3+

-TPTZ) kompleksa do Fe
2+

-TPTZ; praćenje: 

spektrofotometrijski (MacDonald-Wicks i sar., 2006)  

 

 

 

Inhibicija lipidne 

peroksidacije 

Lipidna peroksidacija 

 praćenje formiranja primarnih produkata oksidacije hidroperoksida; praćenje: 

spektrofotometrijski (Laguerre i sar., 2007)  

 praćenje formiranja sekundarnih produkata oksidacije malonildialdehida; praćenje: 

spektrofotometrijski, visokopritisnom hromatografijom, gasnom hromatografijom 

sa plamenojonizujućim detektorom (Laguerre i sar., 2007)  

 

Brz, jednostavan i jeftin način za merenje antioksidativnog kapaciteta je upotreba 2,2-

Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. DPPH• se veoma često koristi da se ispita 

sposobnost supstance da deluje kao hvatač slobodnih radikala ili donor vodonika. DPPH• je 

stabilan organski radikal tamno ljubičaste boje i dostupan je komercijalno (Prior i sar., 2005). 

U radikalskoj formi DPPH• ima apsorbcioni maksimum na 515 nm zahvaljujući nesparenom 

elektronu, a nakon redukcije apsorpcioni pik nestaje. Pojava žute boje objašnjava se 

sposobnošću pojedinih komponenata da deluju kao donori vodonika ili elektrona, pri čemu 

DPPH• prelazi u redukovani neutralni DPPH-H oblik (Slika 27).  

 

 
Slika 27. Radikalska i redukovana forma DPPH (Lesjak, 2011) 

 

Najčešće se DPPH radikalski test izvodi spektrofotometrijski, ali postoje i varijacije 

ove metode, primenom HPLC, kada se DPPH radikalski test izvodi u bojenim sistemima gde 

pigmenti ometaju spektrofotometrijsko određivanje (Schreiber, 2012). Ova metoda se koristi i 

u složenim biološkim sistemima, može se primenjivati podjednako za čvrste, kao i tečne 

uzorke i nije specifična metoda za analizu aktivnosti određene komponente, već daje rezultate 

ukupne aktivnosti analiziranog uzorka. Antioksidativna aktivnost se izražava na različite 

načine, kao procenat neutralisanog reagensa, brzina inhibicije oksidacije ili u odnosu na 

određeni standard kao što je (S)-(-)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina 

ili Troloks. Nedostatak metode određivanja antioksidativne aktivnosti upotrebom DPPH 

radikalskog testa je u tome što se stabilni DPPH• radikal značajno razlikuje od peroksil 

radikala koji učestvuju u lipidnoj oksidaciji u realnim sistemima, tj. u hrani (Prior i sar., 

2005). 
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2.6.5.2. Lipidna peroksidacija u hrani 

 

Lipidna peroksidacija je proces kojem podležu lipidi u hrani. Mehanizam lipidne 

peroksidacije podrazumeva nastajanje lipidnih peroksida napadom slobodnih radikala na 

lipide. Osnovni supstrat za oksidativno oštećenje lipida predstavljaju polinezasićene masne 

kiseline (Polyunsaturated Fatty Acids - PUFA) u fosfolipidima i glikolipidima, kao i 

holesterol u biološkim membranama. Polinezasićene masne kiseline, kao što su oleinska, 

linolna i linolenska sadrže najmanje dve dvostruke veze između kojih se nalazi metilenska 

grupa koja sadrži posebno reaktivne vodonikove atome. Lipidna peroksidacija se u biološkim 

sistemima može odigrati enzimskim (pod dejstvom lipooksigenaza) i neenzimskim putem. 

Ukoliko se oksidacija odvija u prisustvu atmosferskog kiseonika, naziva se autooksidacija. 

Brzina oksidacije PUFA raste sa povećanjem nezasićenosti. Opšti mehanizam lipidne 

peroksidacije sastoji se od tri faze: (1) inicijacije, formiranja slobodnih radikala; (2) 

propagacije, lančanih reakcija sa slobodnim radikalima; i (3) terminacije, formiranje 

neradikalskog proizvoda. Mehanizam lipidne peroksidacije je prikazan šematski. Inicijacija 

započinje oduzimanjem vodonikovog atoma iz biomolekula. Masna kiselina (LH) se u fazi 

inicijacije prevodi u radikal masne kiseline (L•). Inicijatori su reaktivne kiseonične vrste 

(Reactive Oxygen Species - ROS), kao na primer hidroksil radikal (•OH), peroksil radikal 

(ROO•) i alkoksil radikal (RO•) koji imaju sposobnost da oksidišu polinezasićene masne 

kiseline. Radikal masne kiseline nije stabilan molekul, tako da automatski reaguje sa 

molekulskim kiseonikom, na taj način stvarajući peroksil radikal masne kiseline (LOO• ). 

Ovaj radikal reaguje sa drugim molekulom masne kiseline i nastaje ponovo radikal masne 

kiseline i lipidni hidroperoksid (LOOH), jedan od glavnih početnih proizvoda lipidne 

peroksidacije koji se raspada i formira jedinjenja koja su odgovorna za užeglost namirnica. 

Takvi sekundarni proizvodi uključuju zasićene i nezasićene aldehide, ketone, alkohole i 

kiseline. Lančana reakcija se zaustavlja kada dva radikala reaguju i daju neradikalski molekul. 

Ovo se događa jedino ako je koncentracija radikala dovoljno velika da bi došlo do sudara dva 

radikala. Lančanu reakciju mogu prekinuti antioksidansi tako što deluju kao "hvatači" 

("skevindžeri") slobodnih radikala. Mehanizam kompleksne lančane reakcije lipidne 

peroksidacije odvija se u tri faze: inicijacija, propagacija i terminacija (Babović, 2010).  

I FAZA: Inicijacija   LH + R•  L• + RH  

 

II FAZA: Propagacija  L• + O2  LOO•  

LOO• + LH  LOOH + L• 

Hidroperoksidi koji se dalje formiraju sposobni su da iniciraju stvaranje novih 

slobodnih radikala koji dalje učestvuju u lančanim reakcijama. Nastali peroksi radikali su 

izuzetno reaktivni i napadaju važne biomolekule, proteine, ugljene hidrate i nukleinske 

kiseline. Tokom ovih složenih hemijskih i biohemijskih reakcija nastaju novi lipid peroksi 

radikali, a i alkoksi i hidroksi radikali (Halliwell, 1995). Pri normalnim uslovima lipidni 

peroksidi su stabilni, ali u prisustvu metalnih jona (najčešće jona gvožđa i bakra) podležu 
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dekompoziciji uz nastanak novih slobodnih peroksi i alkoksi radikala (Šojić, 2013; Babović, 

2010): 

Sekundarna inicijacija  LOOH  LO• + OH• 

(razlaganje hidroperoksida) 2 LOOH  LOO• + LO• +H2O  

 

Katalitička inicijacija   LOOH + M
n+

  LO• + 
-
OH + M

(n+1)+
 (npr. M = Fe, n = 2)  

(razlaganje hidroperoksida  LOOH + M
(n+1)+

  LOO• + H
+
 + M

n+
 

u prisustvu metala)  

 

III FAZA: Terminacija  LOO• +LOO•  LOOL + O2  

L• + LOO•  LOOL  

L• + L•  L-L  

 
Slika 28. Formiranje 13-hidroperoksida iz linolne kiseline i nastajanje heksanala iz 13-hidroperoksida 

(Babović, 2010) 
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Fermentisane kobasice su proizvodi od mesa koji sadrže visok sadržaj lipida, (20 - 

40)%. Lipidi u fermentisanim kobasicama predstavljaju značajan izvor energije, 

liposolubilnih vitamina i esencijalnih masnih kiselina. Sa druge strane, u toku procesa sušenja 

i zrenja, dolazi do lipolize, procesa koga prati oslobađanje slobodnih masnih kiselina iz tri, di 

i monoacilglicerola, koje predstavljaju osnovne supstrate za proces lipidne peroksidacije 

(Šojić, 2013).  

Tok oksidativnih promena je prikazan na konkretnom primeru linolne kiseline uz 

nastajanje 13-hidroperoksida i zasićenog aldehida heksanala na Slici 28.  

Metode koje se koriste za određivanje stepena oksidativnih promena na lipidima podeljene su 

u dve grupe:  

1. Određivanje primarnih produkata lipidne peroksidacije (Tabela 4) 

 

2. Određivanje sekundarnih oksidativnih promena na lipidima (Tabela 5) 

 

Tabela 4. Metode analize primarnih produkata oksidacije (Shahidi i Zhong, 2005) 

Metoda Princip Merenje Primena 

Jodometrijska 

titracija (peroksidni 

broj) 

Redukcija ROOH pomoću KI i 

merenje I2 

Titracija sa Na2S2O3 Masti i ulja 

Kompleksi jona 

gvožđa (peroksidni 

broj) 

Redukcija ROOH pomoću Fe
2+

 i 

formiranje Fe
3+

 komplekasa 

Apsorpcija na 500 nm-510 nm 

crvenog kompleksa sa SCN
- 

 

Apsorpcija na 560 nm plavo-

ružičastog kompleksa sa ksilenol 

oranž 

Masti, ulja i 

lipidi iz hrane 

 

 

Svi uzorci 

FTIR (peroksidni 

broj) 

Redukcija ROOH pomoću TPP Apsorpcija TPPO na 542 cm
-1

 Masti  i ulja 

Hemiluminescencija 

(peroksidni broj) 

Reakcija sa luminolom u 

prisustvu hem katalizatora 

Hemiluminescencijska emisija 

oksidovanog luminola 

Masti i ulja 

GC-MC (peroksidni 

broj) 

Redukcija ROOH u ROH i 

kvantifikacija derivata ROH 

ROH derivata Svi uzorci 

UV spektrometrija 

(konjugovani dieni i 

trieni) 

Procena konjugovanih diena i 

triena 

Apsorpcija na 230 nm-234 nm i na 

268 nm 

Svi uzorci 

U ovoj tabeli merenja apsorpcije kiseonika i analiza gubitaka dvostrukih veza u masnim kiselinama nisu smatrane kao primarne promene   
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Tabela 5. Metode analize sekundarnih produkata oksidacije (Shahidi i Zhong, 2005) 

Metoda Princip Merenje Primena 

TBA TBA reaktivne supstance, 

uglavnom malondialdehid 

Spektrofotometrijska tehnika, može 

biti izvršena na celom uzorku 

Svi uzorci, a 

posebno riblja 

ulja 

p-Anizidin Aldehidi, pretežno alkenali Apsorpcija na 350 nm, standardna 

metoda 

Masti i ulja 

Karbonilna 

jedinjenja 

Ukupna karbonilna jedinjenja ili 

specifični formirani karbonilni 

sastojak 

Spektrometrijska tehnika i HPLC za 

određivanje ukupnih i specifičnih 

karbonilnih jedinjenja 

Masti i ulja 

OSI metoda 

(Rancimat i drugi 

aparati za testiranje 

oksidativne 

stabilnosti) 

Isparljive organske kiseline Praćenje promena provodljivosti, 

brzo i automatizovano 

Masti i ulja 

Gasna 

hromatografija 

Isparljiva karbonilna jedinjenja i 

ugljovodonici 

Direktna “headspace” brza analiza Svi uzorci 

 

Određivanje sadržaja malondialdehida pomoću 2-tiobarbitune kiseline (TBA test) je 

prvi put upotrebljen pre više od 40 godina i danas je najčešće korišćen test za određivanje 

oksidativnih promena u hrani. Tokom oksidacije lipida, malondialdehid (MDA) nastaje kao 

rezultat degradacije polinezasićenih masnih kiselina. U ovoj analitičkoj metodi, MDA reaguje 

sa 2-tiobarbiturnom kiselinom i nastaje MDA-TBA kompleks pink boje, koji se određuje 

spektrofotometrijski na apsorpcionom maksimumu na (530 – 535) nm (Slika 29). Stepen 

oksidacije se prikazuje kao miligram MDA ekvivalenata po kilogramu uzorka ili kao 

mikromolovi MDA ekvivalenata po gramu uzorka (Shahidi i Zhong, 2005) 

 
Slika 29. Formiranje obojenog kompleksa TBA-MDA (Shahidi i Zhong, 2005) 

 

Kada se tumače rezultati dobijeni ovom metodom, potrebno je imati u vidu da alkenali 

i alkadienali takođe reaguju sa TBA dajući pink obojenje, pa je podesnije koristiti izraz 

sadržaj TBA reaktivnih supstanci umesto sadržaja MDA (Shahidi i Zhong, 2005). Zbog 

jednostavnosti i visoke korelacije sa senzorskom ocenom kvaliteta ova metoda se veoma često 

primenjuje za definisanja oksidativnog statusa mesa i proizvoda od mesa (Šojić, 2013). 

Kako su primarni peroksidi veoma nestabilni, a TBARS metoda pogodna najviše za 

poređenje uzoraka istog tipa podvrgnutih različitim uslovima, ovu metodu je poželjno 

dopuniti dodatnim testom. Određivanje sadržaja lako isparljivih aldehida (pentanala, 

heksanala, oktanala, nonanala) sve više se primenjuje radi kvantifikovanja sekundarnih 

oksidativnih promena na lipidima (Ross i Smith, 2006).  

 Postoje brojne analitičke tehnike za izolovanje i kvantifikovanje lako isparljivih 

komponenata iz hrane, nastalih u toku procesa lipidne peroksidacije. U samom začetku 
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oksidacije, lako isparljive komponente se u hrani nalaze u veoma malim količinama, a hrana, 

generalno predstavlja veoma složen supstrat, što predstavlja teškoću za njihovo izolovanje i 

precizno kvantifikovanje. Takođe, mora se voditi računa da u samom postupku pripreme 

uzorka za analizu ne dođe do dalje oksidacije samog uzorka. Mnogi produkti oksidacije su 

isparljivi i egzistiraju u gasovitom stanju na temperaturi određivanja, te su za njihovo 

određivanje pogodne metode gasne hromatografije. Iz navedenih razloga se, pri određivanju 

lako isaprljivih jedinjenja, kao produkata lipidne peroksidacije, u mesu i proizvodima od mesa 

najčešće koriste metode gasno-hromatografske (GC) analize, kao što su statička i dinamička 

„headspace“ (HS) tehnika i mikroekstrakcija na čvrstoj fazi (Solid Phase Microextracrion, 

SPME) (Ross i Smith, 2006). 

 Statička „headspace“ tehnika (SHS) je metoda koja omogućava brzo, lako i pouzdano 

određivanje lako isparljivih jedinjenja. Za analizu je potrebna mala količina uzorka, a u toku 

same analize redukovano je formiranje sporednih, isparljivih produkata. Nedostatak ove 

tehnike je mala osetljivost. Količina izdvojenih komponenata iz uzorka zavisi od više faktora, 

kao što su: vrsta i koncentracija uzorka, isparljivost komponenata, vreme i temperatura 

inkubacije (Ross i Smith., 2006; Mandić i sar., 2012; Šojić, 2013).  

 Za razliku od statičke „headspace“ tehnike, dinamička „headspace“ tehnika sprečava 

uspostavljanje ravnoteže između matriksa i lako isparljivih jedinjenja. U ovoj tehnici 

pročistiti-uloviti (eng. purge and trap) inertni gas u kontinuitetu nosi  uzorak (purge), što 

omogućava izdvajanje isparljivih jedinjenja iz uzorka. Gas sa uzorkom prolazi kroz „zamku“ 

koja zadržava isparljive analite izdvojene iz uzorka. Ova tehnika je osetljivija u odnosu na 

statičku „headspace“ tehniku, ali i zahteva instrumentaciju, kao i duže vreme analize uzorka 

(Ross i Smith, 2006). 
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2.6.5.3. Antioksidativna aktivnost hitozana 

 

Primarni antioksidansi (AH) deluju kao "hvatači" ("skevindžeri") slobodnih radikala 

(LOO• , LO• i L•) prekidajući lančanu reakciju u fazi propagacije, redukujući slobodan 

radikal i formirajući radikal antioksidansa (A•) koji može reagovati mnogo brže sa 

molekulom slobodnog radikala od nezasićene masne kiseline (LOOH). 

LOO• + AH  LOOH + A•  

LO• + AH  LOH + A•  

L• + AH  LH + A•  

LOO• + A• LOOA  

LO• + A•  LOA  

L• + A•  LA (Babović, 2010) 

U literaturi se sreću različiti podaci vezani za aktivnost hitozana kao primarnog 

antioksidansa. Tomida i sar. (2009) su prikazali rezultate analize antioksidativne antivnosti 

hitozana različitih molekulskih masa (2.8 kDa, 17.0 kDa, 33.5 kDa, 62.6 kDa, 87.7 kDa, 604 

kDa, 931 kDa; >90% DD) koncentracije od 1 mg/mL do 8 mg/mL. Njihovi zaključci su da 

hitozan male molekulske mase (<30 kDa) ima izraženu antioksidativnu aktivnost, merenu kao 

sposobnost hvatanja DPPH• i ABTS
+
• radikala, kao i sposobnost da redukuje jone bakra. 

Hitozani veće molekulske mase su bili daleko manje aktivni u navedenim testovima (u 

koncentraciji do 5 mg/mL), pa su hitozani srednjih vrednosti molekulskih masa pokazali 

skromnu aktivnost, a hitozani visokih molekulskih masa minimalnu. Na osnovu ovih 

rezultata, hitozani niskih molekulskih masa bi se mogli smatrati primarnim antioksidansima, 

što nije slučaj sa visokomolekularnim oblicima. Ovi rezultati su u saglasnosti sa Yasufuku i 

sar. (2010) i Xing i sar.(2005). Za hitozan visoke molekulske mase (100 kDa, 90%DD) je 

pokazano da ima antioksidativni potencijal u sistemskoj cirkulaciji kod ljudi. Autori 

pretpostavljaju da visokomolekularni hitozan smanjuje nivo prooksidanata (lipidne 

hidroperokside i druge prooksidanse koji indukuju nastanak slobodnih radikala) inhibirajući 

oksidativni stres (Anraku i sar., 2011). Ovo je princip delovanja sinergista u zaštiti supstrata 

od oksidacije. Analizirajući antioksidativnu aktivnost hitozana, stepena deacetilovanosti (78 - 

82)%, bez naznake molekulske mase korišćenog hitozana, Kanatt i sar. (2008) su predstavili 

rezultate u kojima hitozan nije pokazao primarnu antioksidativnu aktivnost (DPPH• test, 

sposobnost hvatanja hidroksil radikala i superoksid anjon radikala, redukciona moć). 

Visokomolekularni hitozan nije pokazao aktivnost kao primarni antioksidans ni u radovima 

Pasanphan i sar. (2010) i Aleksandrova i sar. (1999) i ovaj nedostatak aktivnosti se može 

dovesti u vezu sa snažnim intra i intermolekularnim vodoničnim vezama, te nedostatku H-

atoma koji bi bio doniran u cilju prekidanja lanca oksidacije slobodnim radikalima. Schreiber 

(2012) je izneo tezu da hitozan nije primarni antioksidans, a da je eventualna aktivnost koja je 

prikazana u nekim radovima posledica nedovoljne prečišćenosti hitozana i zaostatku nekih 

komponenti koje mogu pokazati aktivnost. 
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Drugačiji rezultati su prikazani u radu Wan i sar. (2013) gde je, između ostalog, 

ispitivana aktivnost visokomolekularnog hitozana (1240 kDa, 97% DD) u hvatanju DPPH• 

radikala, hidroksil radikala i superoksid anjon radikala. Hitozan koncentracije 0.8 mg/mL je 

pokazao aktivnost različitog intenziteta prema različitim radikalima: •O2
− 

> •OH > DPPH•. 

Aktivnost u hvatanju DPPH• je bila srednjeg intenziteta (35% AA) i nije zavisila od 

koncentracije hitozana do 0.8mg/mL. Na osnovu rezultata da su N-kvaternizovani derivati 

hitozana pokazali veću aktivnost prema DPPH•, a O-kvaternizovani derivati nižu aktivnost u 

odnosu na nederivatizovani hitozan, autori daju hipotezu da je u hvatanju DPPH• značajniji 

uticaj hidroksilnih grupa u odnosu na amino grupe. U okviru iste grupe derivata, autori su 

primetili opadanje aktivnosti sa porastom molekulske mase, što su tumačili većim brojem 

vodoničnih intramolekularnih veza koje slabe aktivnost hidroksilnih i amino grupa. 

Antioksidativna aktivnost visokomolekularnog hitozana izražena kao sposobnost hvatanja 

•OH je rasla sa porastom koncentracije hitozana od 0.11 mg/mL do 1.1 mg/mL i, nešto manje, 

sa vremenom. U navedenom opsegu koncentracija, procenat aktivnosti je iznosio (12 − 83)%. 

Predložena su tri mehanizma u hvatanju •OH molekulom hitozana. Prema prvom mehanizmu, 

hidroksilne grupe polisaharida reaguju sa •OH tipičnom reakcijom apstrakcije (oduzimanja H-

atoma). Drugi mehanizam podrazumeva reakciju •OH sa slobodnim amino grupama (−NH2) 

pri čemu nastaju stabilni makromolekularni radikali, dok prema trećem mehanizmu amino 

grupa prelazi u amonijum grupu apsorbujući vodonikov jon iz rastvora i nakon toga amonijum 

grupa reaguje sa •OH reakcijom adicije. Na osnovu sva tri mehanizma, što je veći broj 

hidroksil i amino grupa, veća će biti aktivnost antioksidansa. Autori su analizom aktivnosti 

različitih derivata hitozana izneli da je aktivnost C-2 amino grupe značajnija od aktivnosti C-6 

hidroksilne grupe u hvatanju •OH. Aktivnost visokomolekularnog hitozana u hvatanju •O2
−
 je 

minimalno zavisila od koncentracije u opsegu 0.4 mg/mL do 2.4 mg/mL i iznosila je od oko 

(90 - 96.5)%. Polisaharidi koji pokazuju sposobnost hvatanja •O2
−
 imaju jednu ili više 

alkoholnih ili fenolnih hidroksilnih grupa, a aktivnost je povezana sa brojem aktivnih 

hidroksilnih grupa. Takođe, amino grupa može reagovati sa slobodnim radikalom pri čemu 

nastaje stabilniji makroradikal. Na osnovu rezultata ovog istraživanja, hitozan velike 

molekulske mase se ponaša kao primarni antioksidans. U prilog primarnoj antioksidativnoj 

aktivnosti hitozana većih molekulskih masa govore i rezultati Li i sar. (2014) koji su ispitivali 

sposobnost hitozana (78 kDa, 400 kDa, 640 kDa; 97%DD) da hvata •OH. Autori su utvrdili 

da hitozani svih molekulskih masa imaju antioksidativnu aktivnost od preko 70%, pri čemu 

ova aktivnost zavisi od koncentracije, vremena i molekulske mase. Kao što je već opisano, 

zbog mehanizama delovanja, sa povećanjem koncentracije raste aktivnost hitozana. Međutim, 

sa porastom koncentracije raste i viskozitet rastvora što vodi lošijoj disperziji i smanjenju 

aktivnosti. Osnovne vodonične veze: intramolekularne, O3–O5 i intermolekularne, N2–O6, 

pojačavaju se sa povećanjem koncentracije, zbog čega slabi moć hvatanja slobodnih radikala, 

pa postoji optimalna koncentracija koja je ovde ustanovljena kao  0.2 mg/mL. Sa povećanjem 

molekulske mase raste intenzitet intramolekularnih vodoničnih veza i ponovo dolazi do 

smanjenja aktivnosti. U radu Yen i sar (2008), potvrđena je primarna antioksidativna 

aktivnost hitozana različitih stepena deacetilovanosti (83.3 - 88.4)%, ali se u radu ne navode 

molekulske mase analiziranih hitozana. U opsegu koncentracija (0.1 – 10) mg/mL, hitozan je 

pokazao značajnu aktivnost u hvatanju hidroksilnog radikala, i to (60 - 80)% u koncentraciji 

0.1 mg/mL i (88.7 – 94.1)% u koncentraciji 10 mg/mL (aktivnost raste sa porastom stepena 
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deacetilovanosti). Takođe, testom konjugovanih diena, svi hitozani su pokazali 

antioksidativnu aktivnost u zaštiti linolne kiseline od oksidacije, koja je bila uporediva sa 

aktivnošću askorbinske kiseline. U koncentraciji 1 mg/mL, aktivnost se kretala od (58.3 – 

70.2)%, dok je pri koncentraciji 10 mg/mL aktivnost bila (79.9 – 85.2)%. Aktivnost u 

hvatanju DPPH• radikala je bila skromna i iznosila maksimalno 50% pri najvišoj 

koncentraciji hitozana. Posebno nisku aktivnost u hvatanju ovog radikala je pokazao hitozan 

sa najnižim stepenom deacetilovanosti. Sposobnost heliranja fero jona svih hitozana je bila 

izrazito visoka (slično EDTA) i iznosila (82.9 – 96.5)% pri koncentraciji hitozana 1 mg/mL. 

Sposobnost heliranja jona prelaznih metala je od velike važnosti za primenu hitozana u zaštiti 

hrane od lipidne peroksidacije. Mehanizam heliranja kod hitozana se zasniva na vezivanju 

jona za hidroksilnu grupu na C6 atomu i amino grupu na C2 atomu. Redukujuća moć 

analiziranih hitozana je bila niska i iznosila oko trećine vrednosti redukujuće moći koju su 

pokazali -tokoferol, BHA i askorbinska kiselina (Yen 2008). Veoma slične rezultate, gde je 

pokazano da hitozan ima solidnu aktivnost u hvatanju slobodnih radikala, koja zavisi od 

koncentracije i stepena deacetilovanosti su prikazali Park i sar. (2004) za heterohitozane 

molekulskih masa 1.4∙10
5
-3.1∙10

5
 i stepena deacetilovanosti oko 50%, oko 75% i oko 90%. 

Aktivnost u hvatanju DPPH• radikala i hidroksil radikala je približna rezultatima u 

prethodnom istraživanju, dok su u koncentraciji 5 mg/mL hitozani pokazali aktivnost u 

hvatanju alkil radikala (43.01 - 68.41)%, a u hvatanju superoksid anjon radikala rastvor 

hitozana 0.5 mg/mL je imao aktivnost (46.53 -53.24)%. 

Kada je u pitanju antioksidativna aktivnost hitozanskih filmova, u literaturi su 

prikazani rezultati za sposobnost hvatanja DPPH• radikala, ABTS
+
•  radikala, redukujuću 

moć i sposobnost heliranja jona prelaznih metala. Najčešće se analizira vodeni ili metanolni 

ekstrakt filma, tako da u kontakt sa slobodnim radikalima, odnosno jonima u ovim testovima 

ne dolazi čitav film, već samo deo komponenata filma koji može da migrira u vodu ili 

metanol. Ovo je najverovatnije niskomolekularna frakcija glukozamina, sirćetna kiselina i 

nečistoće u sastavu hitozana (Lagaron i sar., 2007; Schreiber, 2012). Rezultati testova 

pokazuju da hitozanski film nema aktivnost ili ima minimalnu aktivnost, mereno sposobnošću 

hvatanja DPPH• radikala i redukcione moći, dok je konstatovana određena sposobnost u 

heliranju fero jona (oko 20%). Pronađene su dve reference u kojima je analizirana aktivnost 

filma na bazi hitozana direktno u kontaktu sa rastvorom DPPH• radikala, i ABTS
+
•  anjon 

radikala i u ovim testovima je konstatovana niska aktivnost ili aktivnost nije registrovana 

(Tabela 6). Ovakav rezultat se može tumačiti jakim intermolekularnim vodoničnim vezama o 

kojima je već bilo reči u koncentrisanim rastvorima hitozana, koje su u filmu još više 

izražene, a koje angažuju reaktivne grupe hitozana ne ostavljajući mogućnost ispoljavanja 

antioksidativnog potencijala filma. Da bi se unapredila antioksidativna aktivnost hitozanskog 

filma, autori modifikuju molekul hitozana uvodeći grupe sa primarnom antioksidativnom 

aktivnošću (Schreiber, 2012) ili dodaju različite primarne niskomolekularne antioksidanse u 

sam film (Tabela 6). U drugom slučaju film služi kao nosač ovih komponenti i omogućava 

njihovo postepeno otpuštanje tokom vremena. Neke od aktivnih komponenti koje su 

dodavane u hitozanski film, kao i doprinos antioksidativnoj aktivnosti ovih komponenti 

hitozanskom filmu  su prikazani u Tabeli 6. 
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Tabela 6. Radovi u kojima je dodatkom aktivne supstance poboljšana antioksidativna aktivnost 

hitozanskog filma 

Film Test Aktivnost Referenca 

Baza filma: 

Hitozan 95%DD, 1.5% (w/v) u 1% mlečnoj kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

 tokoferol:                                                          0.1%  

i                                                                            0.2% 

DPPH• metanolnog 

ekstrakta filma, 

merena aktivnost 

(%) 

 

10.69 ± 1.00 

 

 

97.42 ± 0.71 

97.71 ± 0.22 

Martins i 

sar. (2012) 

Baza filma: 

Hitozan 165 kDa, 85%DD, 2% (w/v) u 1% sirćetnoj 

kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

5-hidroksi-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil) 

hept-4-en-3-on (THC1)                                     0.02% 

5- hidroksi-1,7-bis(4- hidroksi - 

3,5-dimetoksifenil) hept-4-en-3-on (THC2):    0.02%           

DPPH•  

filma, merena 

inicijalna brzina 

potrošnje DPPH• 

(mol/min) 

 

bez aktivnosti 

 

 

 

 

 

(0.31 ± 0.03)10
-6  

 

(0.16 ± 0.02) 10
-6 

 

Portes i sar. 

(2009) 

Baza filma: 

Hitozan velike molekulske mase, 75-85%DD, 2% 

(w/v) u 1% mlečnoj kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

Etarsko ulje T. moroderi 0.5%, 1%, 2% 

 

 

 

Etarsko ulje T. piperella  0.5%, 1%, i 2% 

1. DPPH•  

2. FRAP  

metanolnog 

ekstrakta filma, 

merena aktivnost 

(mg Troloks 

ekvivalenata (TE)/g 

film) 

3. Fe
2+

 heliranje (%)  

 

1. 0.003 ± 0.00 

2. 0.21 ± 0.00 

3. oko 20% 

 

 

1.   0.42 - 0.63 

2.   0.00 - 0.67 

3.   oko 35% 

 

1.   0.69 - 1.09 

2.   2.79 - 10.09 

3.   oko 35% 

Ruiz-

Navajas i 

sar., 2013 

Baza filma: 

Hitozan 450 kDa, 75-85%DD, 2% (w/v) u 1% 

sirćetnoj kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

Etarsko ulje Z. multiflora Boiss (ZEO) i ekstrakt 

semenki grožđa (GSE): 5 g/L ZEO, 10 g/L ZEO, 10 

g/L GSE, 10 g/L GSE+5 g/L ZEO, 10 g/L GS E+10 

g/L ZEO 

1. DPPH•  

2. redukujuća moć  

 

vodenog ekstrakta 

filma, merena 

aktivnost (%) 

1.   12% 

2.   Bez aktivnosti 

 

 

1.  39% za 10 g/L 

GSE i 54% za10 

g/L GSE+10 g/L 

ZEO 

2. 1 za 10 g/L GSE, 

2 za 10 g/L GSE + 

5 g/L ZEO, 2 za 10 

g/L GSE + 10 g/L 

ZEO 

 

Moradi i sar. 

(2012) 

Baza filma: 

Hitozan 80%-95%DD, 1% (w/v) u 1% sirćetnoj 

kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

polifenoli čaja:                                                     0.1%  

i                                                                            0.2% 

                                                                             0.3% 

 DPPH•  vodenog 

ekstrakta filma, 

merena aktivnost (%) 

oko 5% 

 

 

 

 

oko 40% 

oko 60% 

oko 60% 

Wang i sar. 

(2013) 
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                                                                             0.4% oko 60% 

Baza filma: 

Hitozan 186 kDa, >90%DD, 1% (w/v) u 1% 

sirćetnoj kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

Ekstrakt mente:                                                    0.1%  

Ekstrakt kore nara                                                0.1%                                                                              

DPPH•  vodenog 

ekstrakta filma, 

merena aktivnost 

(%) 

 

 

Bez aktivnosti 

 

 

 

 

20-85% 

10-50% 

Kanatt i sar. 

(2012) 

Baza filma: 

Hitozan 95%DD, 2% (w/v) u 1% sirćetnoj kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

Ekstrakt zelenog čaja     2%, 5%, 10%, 20% (w/v)                                               

DPPH•  vodenog 

ekstrakta filma, 

merena aktivnost 

(%) 

 

<5% 

 

 

 

(30 – 50)% 

Siripatrawan 

i Noipha 

(2012) 

Baza filma: 

Hitozan male molekulske mase, oko 85%DD, 2% 

(w/v) u 2% sirćetnoj kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

Etarsko ulje T.vulgaris 0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8%, 1%, 

1.2% (v/v)                                               

ABTS
+
•  

filma, relativna 

apsorbanca rastvora 

ABTS
+
•  

 

0.1 

 

 

 

 

0.1 - 0.8 

Altiok i sar. 

(2010) 

Baza filma: 

Hitozan srednje molekulske mase, 85%DD, 1.5% 

(w/v) u 5% sirćetnoj kiselini 

 

Aktivna komponenta:  

Vodeni ekstrakt kljuke grožđa 0.15% (w/w) 

Vosak sa pokožice grožđa 0.15% i 0.30% (w/w) 

Ulje semenki grožđa 0.75% (w/w)                                               

1. ABTS
+
• (%) 

2. DPPH• (%) 

3. FRAP 

(Apsorbanca na 595 

nm 

4. redukujuća moć 

(Apsorbanca na 700 

nm) 

filma,  

1. 13% 

2.oko 7% 

3.oko 0.12 

4. oko 0.55 

 

1. (13 – 30)% 

2. (15 – 35)% 

3. 0 - 0.22 

4. 0.4 - 0.6 

Ferreira i 

sar. (2014) 

 

Autooksidacija predstavlja osnovni proces oksidacije lipida u fermentisanim 

kobasicama, kao i u ostalim animalnim proizvodima (Gandemer, 2002; Min i Ahn, 2005). 

Lipidna peroksidacija se ubrzava porastom temperature, delovanjem svetlosti (naročito 

kratkih talasnih dužina), katalizatora, tragova metala (posebno gvožđa i bakra) i pigmenata. 

Nasuprot promotornim postoje i inhibitoni faktori oksidacije. Odstranjivanje kiseonika 

najvažniji je faktor inhibicije. Inaktivacija oksidacionih enzima, zaštita od svetlosti i 

odstranjivanje metalnih jona su takođe važni faktori, ali njihova kontrola često nije primenjiva 

u aktuelnim sistemima (Stojimenović, 1997; Šojić, 2013).  

Kada je hitozan različitih molekulskih masa dodat uzorku samlevene ribe som u tri 

koncentracije, nakon čega je riba skladištena na 4°C, pokazano je da aktivnost hitozana zavisi 

od oba navedena faktora, molekulske mase i koncentracije. Maksimalna aktivnost 

niskomolekularnog hitozana (30 kDa) od 75% smanjenja nastalih TBARS je utvrđena nakon 

7 dana skladištenja, pri koncentraciji hitozana od 0.2%. Za srednjemolekularni hitozan (90 

kDa), maksimalna aktivnost je bila 50% nakon 7 dana pri koncentraciji 1%, a za 

visokomolekularni hitozan 69% nakon 7 dana pri koncentraciji 1%. Autori su aktivnost doveli 

u vezu sa helirajućom moći molekula hitozana za jone prelaznih metala koji deluju kao 

prooksidanti (Kim i Thomas, 2007). Sličan eksperiment je izveden sa mlevenom kuvanom 

haringom i bakalarom kojima je dodata različita koncentracija (50 ppm, 100 ppm i 200 ppm) 
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hitozana različitog viskoziteta (14 cP, 57 cP, 360 cP). Sa povećanjem koncentracije i 

smanjenjem viskoziteta, rasla je antioksidativna aktivnost, merena peroksidnim brojem, 

sadržajem TRARS, propanala i ukupnih isparljivih jedinjenja. Maksimalna vrednost inhibicije 

oksidativnih promena izmerena je za najveću koncentraciju (200 ppm) hitozana najmanjeg 

viskoziteta (14 cP), mada je u  svim koncentracijama hitozan sva tri viskoziteta pokazao 

antioksidativnu aktivnost, koju su autori obrazložili kao posledicu sposobnosti heliranja i 

redukcije jona gvožđa prvenstveno, a donekle i sposobnosti hvatanja slobodnih radikala 

(Kamil i sar., 2002; Shahidi i sar., 2002). Dodatak hitozana svežoj svinjskoj kobasici u 

koncentraciji 1%, doveo je do smanjenja peroksidnog broja i sadržaja TBARS tokom 

skladištenja na 4°C koji je bio uporediv sa efektom ekstrakta ruzmarina, a veći nego efekat -

tokoferola (Georgantelis i sar., 2007). U radu gde je mlevenoj junetini dodato 1% (w/w) 

niskomolekularnog hitozana, stepena deacetilovanosti (75 – 85)%, pre pakovanja u vakuumu, 

različitoj modifikovanoj atmosferi (80% O2+20% CO2,  0.4% CO+19.6% CO2+80% N2), ili 

aerobno i skladištenja na 1°C, uočena je antioksidativna aktivnost hitozana u svim 

pakovanjima (Suman i sar., 2010). U drugom radu su, praćenjem promena parametara 

kvaliteta tokom skladištenja fino usitnjene barene kobasice od svinjskog mesa u vakuumu i 

vazduhu tokom 3 nedelje na 4°C sa i bez dodatka hitozanskih oligomera (molekulske mase 

5000), dobijeni rezultati koji ukazuju na izraženo antioksidativno dejstvo hitozana tokom 

skladištenja u vazduhu, dok se rezultati nakon skladištenja u vakuumu nisu značajno 

razlikovali kod kobasice sa i bez dodatka hitozana (Jo i sar., 2001). Slično, dodatak hitozana 

različitih molekulskih masa kineskoj kobasici pakovanoj u vakuumu, doveo je do smanjenja 

sadržaja konjugovanih diena u kobasici tokom skladištenja, dok sadržaj TBARS nije 

promenjen ni u kobasici bez hitozana, tokom skladištenja od sedam nedelja. Kao i u 

prethodnim radovima, autori su aktivnost hitozana objasnili helirajućom sposobnosti hitozana 

(Lin i Chao, 2001). Isti mehanizam antioksidativne aktivnosti hitozana su naveli i autori koji 

su uočili značajnu inhibiciju oksidacije lipida u fermentisanoj Grčkoj kobasici nakon dodatka 

0.5% i 1% hitozana (MW: 4.9∙10
5
, 88.2% DD) (Soultos i sar., 2008). 

Za razliku od eksperimenata u kojima je hitozan primenjen u funkciji antioksidansa 

koji je dodavan kao aditiv u masu proizvoda, hitozan je ispitivan i kao omotač za proizvode 

na bazi ribe i mesa. U radu koji je ispitivao uticaj omotača na bazi hitozana različitog 

viskoziteta (14 cP, 57 cP, 360 cP) na inhibiciju oksidacije u filetima ribe haringe i bakalara, 

pokazano je da svi primenjeni omotači inhibiraju oksidaciju, mereno vrednostima 

peroksidnog broja, sadržaja konjugovanih diena, TBARS, propanala i ukupnih isparljivih 

aldehida, ali da je hitozan najvećeg viskoziteta dao najbolji rezultat. Grilovani odresci 

svinjskog mesa koji su pre pakovanja u vakuumu uranjani u rastvor hitozana 2% i 2.5% (w/v) 

su pokazali dužu održivost, na osnovu senzorske ocene, kao i manji stepen oksidacije, mereno 

peroksidnim brojem u odnosu na kontrolne uzorke upakovane u vakuumu bez hitozanskog 

premaza. Autori doprinos hitozanskog premaza u inhibiciji oksidacije objašnjavaju dobrim 

barijernim svojstvima filma za kiseonik (Yingyuad i sar., 2006). Fileti sardine, koji su 

uranjani u rastvor hitozana (>80% DD) koncentracije 1% (w/v) i 2% (w/v), pre skladištenja na 

temperaturi 1 °C do 2 °C su pokazali niži stepen oksidacije tokom čitavog skladištenja, 

mereno sadržajem TBARS. Autori su ovaj efekat objasnili kao kombinaciju većeg broja 

faktora: barijernih svojstava hitozanskog filma za kiseonik i pojave da primarne amino grupe 
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hitozana formiraju stabilnu fluorosferu sa isparljivim aldehidima kao što je malondialdehid 

(Weist i Karel, 1992; Mohan i sar., 2012), sposobnosti hvatanja slobodnih radikala od strane 

hitozana velikog stepena deacetilovanosti (Park i sar., 2004), kao i sposobnost hitozana da 

helira metalne jone (Mohan i sar., 2012). Hitozanski premaz (1.6∙10
5
, 85% DD) 2% (w/v) je, 

takođe, značajno umanjio intenzitet lipidne oksidacije  ribe tolstolobik skladištene na 3°C 

tokom 30 dana (Fan i sar., 2009). Primena hitozanskih filmova za filete soma, takođe je 

dovela do redukcije lipidne oksidacije. Mehanizam delovanja se objašnjava prisustvom 

velikog broja naelektrisanih grupa koji dovode do snažne polimerne interakcije, te nema 

kretanja lanaca koji oformljavaju dobru barijeru za prolaz kiseonika (Chhabra, 2004). Ima i 

suprotnih rezultata, gde hitozanski filmovi nisu uticali na TBARS vrednosti kod paštete, 

moguće zbog narušenog integriteta filma što je dovelo do povećanja propustljivosti kiseonika 

(Chhabra, 2004). Slično, uranjanjem goveđih pljeskavica u rastvor hitozana nije došlo do 

smanjenja nivoa oksidacije tokom skladištenja na 4 °C. Autori su pretpostavili da je došlo do 

narušavanja barijernih svojstava hitozanskog omotača za kiseonik, najverovatnije usled 

bubrenja omotača apsorpcijom vlage sa površine mesa (Wu i sar., 2000). Siripatrawan i 

Noipa (2012) su analizirali uticaj filma na bazi 2% (w/v) hitozana (100 kDa, 95% DD) i na 

bazi hitozana sa dodatim ekstraktom zelenog čaja (20%, w/v) na zaštitu barene svinjske 

kobasice tokom skladištenja na 4±1 °C, tokom 20 dana. Kobasice su bile umotane u zaštitni 

film, a zatim upakovane u aerobnim uslovima u kesice PA/PE. Primenom filma na bazi 

hitozana, tokom čitavog perioda skladištenja zabeležen je niži sadržaj TBARS u odnosu na 

kontrolne uzorke upakovane u aerobnim uslovima u kesice PA/PE bez zaštitnog omotača, a 

ovaj efekat su autori objasnili kao kombinovani uticaj niske propustljivosti filma za kiseonik i 

antioksidativne aktivnosti hitozana heliranjem jona gvožđa oslobođenih iz hemoproteina 

mesa. Inkorporiranjem ekstrakta zelenog čaja, sadržaj TBARS tokom skladištenja je dodatno 

bio umanjen, a mehanizam je objašnjen kao sposobnost hvatanja slobodnih radikala i heliranja 

jona prelaznih metala (Siripatravan i Noipa, 2012). Fileti japanskog brancina uronjeni u 1.5% 

(w/v) rastvor hitozana (80-95% DD) imali su značajno sporiji rast sadržaja malondialdehida 

tokom skladištenja od 12 dana na 4 °C, a sa dodatkom ekstrakta korena sladića, rast sadržaja 

malondialdehida je dodatno usporen. Autori su, slično prethodnim obrazloženjima 

pretpostavili da aktivnost hitozana potiče od heliranja slobodnih jona gvožđa i vezivanja 

malondialdehida za slobodne amino grupe hitozana, a da se doprinos ekstrakta sladića zasniva 

na antioksidativnom efektu fenolnih jedinjenja (Qiu i sar., 2014). Slični rezultati su dobijeni i 

za pileći ćevap sa premazom na bazi 1.5% (w/v) hitozana niske molekulske mase (75%-85% 

DD), kao i kada je ovom premazu dodato etarsko ulje timijana (Giatrakou i sar., 2010), za 

pastrmku sa 2% (w/v) hitozanskim premazom (450 KDa) i hitozanskim premazom sa dodatim 

uljem cimeta 1.5% (v/v) (Ojagh i sar., 2010), kao i za ribu Pseudosciaena crocea sa 1.5% 

(w/v) premazom na bazi hitozana (1.6∙10
5
, 85% DD) uz predtretman uranjanja u 0.2% 

rastvora polifenola zelenog čaja i 0.2% ekstrakta ruzmarina (Li i sar., 2012).   

Na osnovu mnogih sprovedenih istraživanja, može se izvući generalni zaključak da se 

hitozan uspešno može koristiti kao antioksidans, bilo kao dodatak hrani ili kao jestivi film. 

Pritom je intenzitet delovanja srazmeran upotrebljenoj koncentraciji hitozana, ali se uticaj 

molekulske mase, i stepena deacetilovanosti hitozana, kao i vlažnost površine proizvoda mora 

uzeti u obzir.  
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2.6.5.4. Antioksidativna aktivnost etarskih ulja biljaka 

 

Često korišćene antioksidativne niskomolekularne komponente u polimernim 

biofilmovima su etarska ulja biljaka. Etarska ulja su prirodne kompleksne mešavine 

isparljivih lipofilnih supstanci koje se dobijaju iz različitih delova biljaka destilacijom 

vodenom parom, ekstrakcijom u rastvaraču ili hladnim ceđenjem i imaju sastav koji varira u 

zavisnosti od različitih faktora: izvora, lokacije, tehnike uzgajanja, sezonskih promena. 

Karakteriše ih jak miris, a komponente su im sekundarni metaboliti aromatičnih biljaka sa 

kiseonikom u strukturi, kao što su: alkoholi, ketoni, aldehidi i estri koji imaju izraženu 

bioaktivnost, antibakterijsku, antifungalnu, insekticidnu i antioksidativnu (Bakkali i sar., 

2008; Lai i sar., 2007, Madsen i Bertelsen, 1995). Pored toga što su prirodne supstance, 

specifična prednost primene etarskog ulja je u tome što ulje pokazuje sinergističko delovanje 

pojedinačnih komponenti koje nadmašuje aktivnost sume pojedinačnih komponenata ulja. 

Najverovatnije jedinjenja prisutna u malom procentu pojačavaju delovanje osnovnih 

komponenti (Bakkali i sar., 2008). Zahvaljujući prisustvu hidroksilne grupe u molekulu, 

najveću antioksidativnu aktivnost imaju fenolna jedinjenja prisutna u etarskim uljima: derivati 

kofeinske kiseline, flavonoidi i terpenoidi (Madsen i Bertelsen, 1995).  

Origano, karakterističan začin mediteranske kuhinje, dobija se sušenjem listova i 

cvetova biljke Origanum vulgare. Tradicionalno, ekstrakt biljke se koristi da poboljša 

senzorske karakteristike i da produži održivost hrane. Dokazana su antimikrobna i 

antioksidativna svojstva esencijalnog ulja origana, a karvakrol i timol su prepoznati kao 

osnovna funkcionalna jedinjenja (Slika 30).  

 

Slika 30: Karvakrol (levo) i timol (desno) 

  

Koncentracija aktivnih komponenti u ulju zavisi od varijeteta biljke, porekla, vremena 

žetve, uslova obrade i skladištenja. Na primer, origano (Origanum vulgare) iz severne Grčke 

bio je bogat timolom, (30.3 – 42.8)%, a siromašan karvakrolom, (1.7 – 2.5)%, dok je kod 

biljke iz južne Grčke bilo obrnuto. Sadržaj karvakrola je bio visok, (57.4 – 69.6)%, dok je 

sadržaj timola bio nizak, (0.2 – 4.1)% (Kokkini i sar., 1997). Origanum majorana, uzgajan u 

jugozapadnom delu mediterana bio je bogat uljima koja su imala visok sadžaj karvakrola, dok 

je ova biljka uzgajana u zapadnoj Turskoj imala mali sadržaj ulja, a ono je sadržalo karvakrol 

samo u tragovima (Chi, 2004). Seme kima sadrži oko (2.8 - 5)% etarskog ulja. Osnovne 
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komponente etarskog ulja kima su keton karvon i terpen limonen. Druge komponente kao 

trans-dihidrokarvon, cis-dihidrokarvon, β-mircen, karveoli, perila-aldehid su prisutne u 

niskom procentu (Bailer i sar., 2001). S-karvon (izolovan iz Mentha spicata) je pokazao 

značajnu antioksidativnu aktivnost u poređenju sa α-tokoferolom (Elmastaşa i sar., 2006). 

Limonen izolovan iz semena celera je pokazao značajnu antioksidativnu aktivnost između 

trinaest etarskih ulja testiranih kroz tri različita testa (Wei i Shibamoto, 2007). 

 Etarsko ulje i različiti ekstrakti, dobijeni iz biljke Origanum acutidens, ispitivani su na 

antioksidativno, antimikrobno i antiviralno dejstvo. Etarsko ulje je pokazalo izražena 

antimikrobna svojstva u inhibiranju 27 (77%) od 35 bakterijskih vrsta i 12 (67%) od 18 vrsta 

plesni i kvasaca i skromno antioksidativno dejstvo. GC i GC-MS analize ulja rezultirale su 

identifikacijom 38 sastojaka, među kojima je osnovni sastojak karvakrol. Ekstrakt, dobijen iz 

različitih delova biljke, ekstrakcijom metanolom, pokazao je izraženiji antioksidativni efekat 

(Sökmen i sar., 2004).  

 Tsimidou i Boskou (1994) su izneli da su, između velikog broja začinskih i drugih 

biljaka, biljke iz familije Laminaceae pokazale najizraženija antioksidativna svojstva. Lagouri 

i sar. (1993) su proučavali antioksidativnu aktivnost etarskih ulja i zaključili da etarsko ulja 

origana ima značajan antioksidativni efekat u procesu oksidacije životinjske masti. U procesu 

autooksidacije prečišćenih triacilglicerola iz masti ili iz ulja suncokreta, timol i karvakrol su 

pokazali značajan zaštitni efekat, pri čemu je izraženiju aktivnost imao timol, u odnosu na 

karvakrol. Aktivnost timola je bila izraženija u sistemu iz ulja suncokreta, dok za aktivnost 

karvakrola nije uočena razlika u dva ispitivana sistema. Uzimajući u obzir neisparljive 

komponente, ekstrakt origana ima najizraženiju antioksidativnu aktivnost među aromatičnim 

biljkama (Vekiari i sar., 1993). Antioksidativna aktivnost alkoholnog ekstrakta origana 

pretežno potiče od ruzmarinske i kofeinske kiseline. Efekat ovog ekstrakta kao snažnog 

antioksidansa u stabilizaciji masti pokazali su Banias i sar. (1992). U radu koji je poredio 

antioksidativni efekat isparljivih aglikona iz origana,  esencijalnog ulja origana, čistog timola, 

timokvinona i α-tokoferola (poznat prirodni antioksidans) je pokazano da je, u odsustvu 

antioksidansa, u slanini došlo do naglog porasta brzine stvaranja hidroperoksida. Isparljivi 

aglikoni origana i etarsko ulje pokazali su sličan efekat, inhibirajući formiranje 

hidroperoksida čak 80 dana, dok su čist timol i timokvinon pokazali slabiji antioksidativni 

efekat. Efekat α-tokoferola je, po intenzitetu, bio između čistog timola (osnovni sastojak 

esencijalnog ulja) i timokvinona (osnovna komponenta isparljivih aglikona),  sa jedne strane, i 

isparljivih aglikona i esencijalnog ulja, sa druge strane. Iz svega proizilazi da postoji 

sinergistički efekat između različitih komponenata koje čine etarsko ulje origana, odnosno 

isparljive aglikone origana (Milos i sar., 2000). Analizom antioksidativnog delovanja 

etarskog ulja origana, njegovih frakcija i čistih supstanci primenom tri testa: izbeljivanje β-

karotena, DPPH• radikal testa i TBARS testa, dobijeni su rezultati koji govore u prilog 

izraženoj aktivnosti svih frakcija ulja i samog ulja koja je niža od aktivnosti askorbinske 

kiseline, ali je u nivou aktivnosti α-tokoferola i BHT (Kulisic i sar., 2004). U analizi efekta 

alkoholnih ekstrakata origana i ruzmarina u stabilizaciji sojinog ulja na 63 ºC, praćenjem 

peroksidnog broja, konstatovano je da postoji izražena antioksidativna aktivnost ovih 

ekstrakata, koja je po intenzitetu jednaka aktivnosti sintetičkih komercijalnih antioksidanasa 
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BHA i BHT, ali nešto manje izražena u odnosu na aktivnost TBHQ (Akmeida-Doria i 

Regitano-Dárce, 2000). U radu u kojem je analizirana aktivnost etarskih ulja O. Vulgare i T. 

capitata primenom dve metode: analizom sadršaja TBARS kao sekundarnih produkata lipidne 

oksidacije i brzine stvaranja konjugovanih diena iz linolne kiseline kao primarnih produkata 

oksidacije (hidroperoksidiena) utvrđeno je da su oba etarska ulja pokazala izraženu 

antioksidativnu aktivnost, u nivou BHT i veću u odnosu na BHA i -tokoferol, ali je aktivnost 

bila više izražena u redukciji stvaranja primarnih produkata oksidacije (Faleiro i sar., 2005). 

Frakcije meksičkog origana različite polarnosti i sastava (fenolna i nefenolna frakcija) 

su pokazale antioksidativnu ulogu u inhibiciji oksidacije linolne kiseline (Avila-Sosa i sar., 

2010). 

U radu gde je oko 100 komponenti izolovanih iz etarskih ulja (monoterpenski 

ugljovodonici, oksigenovani monoterpeni, seskviterpeni, oksigenovani seskviterpeni, derivati 

benzena i neizoprenoidne komponente: alkoholi, aldehidi, ketoni) analizirano prema 

antioksidativnoj aktivnosti primenom TBARS testa, upotrebom žumanca iz jaja i merenjem 

formiranja hidroperoksidiena iz linolne kiseline u micelarnom sistemu, upotrebom u oba 

slučaja 2,2′-azobis (2-amidinopropan) dihidrohlorida (ABAP) kao inicijatora slobodnih 

radikala i α-tokoferola kao referentnu supstancu, maksimalnu aktivnost u oba testa su 

pokazali timol i karvakrol. Za osnovne komponente ulja kima (Carum carvi), s(+) karvon i 

d(+) limonen antioksidativna aktivnost je bila oko tri puta niža u odnosu na timol u TBARS 

testu i još niža u testu sa hidroperoksidienima (Ruberto i Baratta, 2000). U radu Kim i sar. 

(2011) analiziran je ukupni sadržaj fenolnih komponenti, ukupni sadržaj flavonoida i 

sposobnost hvatanja DPPH• i superoksid anjon radikala u vodenom ekstraktu 13 najčešće 

korišćenih začinskih biljaka u industriji mesa. Sadržaj fenolnih komponenti u origanu je bio u 

nivou sa bosiljkom i majoranom, dok je u kimu sadržaj fenolnih komponenti bio značajno niži 

i sličan sadržaju u timijanu, korijanderu, kuminu, komoraču i muskatnom oraščiću. Ukupni 

sadržaj flavonoida je takođe bio viši u ekstraktu origana (blizak vrednosti za majorana) u 

odnosu na kim (blizak vrednostima za čubar i komorač). Prema sadržaju fenolnih 

komponenti, origano je bio na petom mestu, a kim na devetom mestu, dok je prema sadržaju 

ukupnih flavonoida origano bio na trećem mestu, a kim na osmom od trinaest začinskih 

biljaka. Prema sposobnosti hvatanja DPPH• radikala, niz ekstrakata začinskih biljaka 

(1mg/mL) je bio: askorbinska kiselina (referenca) > karanfilić (84.22%) > timijan (70.79%) > 

ruzmarin (56.98%) > čubar (53.51%) > origano (45.43%) > bosiljak (39.63%) > kumin 

(35.02%) > kim (30.67%), korijander (30.40%), majoran (30.22%) > kurkuma (24.43%) > 

muskatni oraščić (20.94%) > komorač (10.48%), u saglasnosti sa sadržajem fenolnih 

komponenti. Po sposobnosti hvatanja superoksid anjon radikala niz je bio (0.5 mg/mL): 

majoran > ruzmarin > origano > kumin > čubar > bosiljak > timijan > komorač > korijander > 

askorbinska kiselina > muskatni oraščić > kurkuma > karanfilić > kim. U trećem testu koji se 

ticao sposobnosti hvatanja hidroksil radikala, rezultati su bili drugačiji i niz opadajuće 

aktivnosti ekstrakata (0.5 mg/mL) je bio: kurkuma (68.09%) > muskatni oraščić (60.34%) > 

askorbinska kiselina (48.72%) > origano (45.75%), komorač (44.63%) > ruzmarin (29.29%) > 

bosiljak (25.25%) > korijander (21.94%), čubar (20.43%),  timijan (19.64%) > karanfilić 

(10.78%), kim (9.72%), majoran (7.84%) > kumin (2.95%). Zapaža se velika razlika u 
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antioksidativnoj aktivnosti od metode do metode i ovo je razlog zašto se u analizi 

antioksidativnih svojstava preporučuje upotreba više različitih testova. Ekstrakt origana je u 

svim testovima pokazao izraženu antioksidativnu aktivnost, dok je ekstrakt kima pokazao 

aktivnost srednjeg do slabog intenziteta. Drugačiji rezultati su dobijeni za etarsko ulje kima, 

gde je IC50 u hvatanju DPPH• radikala iznosila 4.1 μL/mL, a u neutralizaciji 

vodonikperoksida <2.5 μL/mL. Najaktivnije komponente u hvatanju DPPH• radikala su bile 

trans-anetol i monoterpenski alkoholi (karveol i njegovi izomeri). Sa odloženim efektom (1h 

kasnije) uhvaćena je aktivnost karvona i njegovih izomera. Zaštita od lipidne peroksidacije 

praćena je TBARS testom u sistemu Fe
2+

/askorbat i Fe
2+

/H2O2 upotrebom lipozoma. Ulje 

kima je pokazalo snažan antioksidativni efekat u prvom sistemu (IC50<2.5 μL/mL), gde je 

maksimalna postignuta inhibicija bila 68.11% za koncentraciju ulja 5 μL/mL. U drugom 

sistemu je efekat bio slabiji i maksimalna postignuta inhibicija za koncentraciju ulja 5 μL/mL 

je bila 33.67%. Autori zaključuju da etarsko ulje kima, pored upotrebe kao arome može služiti 

kao bezbedni antioksidans u zaštiti hrane, pića i farmaceutskih proizvoda (Samojlik i sar., 

2010). U analizi antioksidativnih svojstava fenolnog ekstrakta kima, pokazano je da je 

redukujuća moć ekstrakta slična redukujućoj moći BHA, a viša od moći BHT i da raste sa 

porastom koncentracije do 75 g/mL. U opsegu koncentracije (0.1-2) μg/mL sposobnost 

hvatanja DPPH• radikala je rasla od 13.7% do 84.6% i bila izraženija u odnosu na aktivnost 

BHA i BHT, dok je IC50 fenolnog ekstrakta iznosila 0.27 μg/mL. Sposobnost hvatanja 

ABTS
+
• radikala je zavisila od koncentracije i maksimalna vrednost je bila postignuta za 25 

μg/mL oko 91%, a maksimalna aktivnost je postignuta za 1 minut. Fenolni ekstrakt kima je 

bio efikasan u hvatanju superoksid anjon radikala proporcionalno koncentraciji,a IC50 

vrednost je bila 35μg/mL. Pored ovih testova, merena je i sposobnost fenolnog ekstrakta kima 

da inhibira lipidnu peroksidaciju linolne kiseline u prisustvu lipoksigenaze iz soje. Inhibicija 

50% aktivnosti lipoksigenaze merena sadržajem konjugovanih diena je ostvarena pri 

4.1μg/mL ekstrakta kima, dok je potrebna koncentracija BHA bila 3μg/mL. Blizu 100% 

inhibicije je ostvareno sa 10μg/mL ekstrakta. 
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2.6.6. Antimikrobna aktivnost hitozana, hitozanskih biofilmova i etarskih ulja 

biljaka 

 

Rastući zahtevi potrošača za hranom bez hemijskih konzervanasa usmerili su mnoga 

istraživanja u smeru pronalaženja prirodnih materija koje se mogu koristiti u očuvanju hrane. 

Prirodni biopolimer hitin, hitozan i njihovi derivati su pokazali izraženu antimikrobnu 

aktivnost uz niz drugih pozitivnih osobina, te se na izučavanju mogućnosti proširenja opsega 

primene ovih biopolimera aktivno radi.  

Hitozan je nerastvorljiv u vodi, ali rastvorljiv u rastvorima kiselina, pri pH nižoj od 6. 

Organske kiseline, kao: sirćetna, mlečna i dr. koriste se za rastvaranje hitozana, a najčešće se 

koristi 1% sirćetna kiselina. Hitozan se u neorganskim kiselinama daleko lošije rastvara: 

rastvara se u 1% HCl, dok se u sumpornoj i fosfornoj kiselini ne rastvara. Pri pH 7 i višoj, 

rastvor hitozana je nestabilan, jer dolazi do precipitacije i geliranja (Nadarajah, 2005; Shahidi 

i Synowiecki, 1991).  

Zavisno od supstrata na kojem se primenjuje, hitozan može imati različit mehanizam 

antimikrobnog delovanja. Na primer, kada se primenjuje za zaštitu biljaka, nanošenjem na 

rastuće ili ubrane plodove, hitozan aktivira odbrambeni sistem same biljke. Nasuprot ovom 

mehanizmu, kada se primenjuje u prehrambenim prerađevinama, ili u hranljivim podlogama 

za mikroorganizme, hitozan deluje direktno na mikrobnu ćeliju, vezuje slobodnu vodu i 

inaktivira različite enzime. Hitozan deluje i kao gelirajuće sredstvo, a i selektivno vezuje 

metale u tragovima sprečavajući, na taj način, produkciju toksina i sprečavajući mikrobni rast 

(Chi, 2004; Shahidi i Synowiecki, 1991). Interakcija između pozitivno naelektrisanog 

hitozana i negativno naelektrisane ćelijske membrane mikroorganizama može dovesti do 

različitih efekata, zavisno od vrste i mesta interakcije. Vezivanjem hitozana za membranu 

mikrobne ćelije može nastati nepropustljiv sloj koji ometa razmenu materija ćelije i okoline, 

ili pak dolazi do promene propustljivosti membrane, te elektroliti, glukoza, enzimi, ili drugi 

konstituenti izlaze iz ćelije. Drugi mehanizam predlaže efekat prodiranja hitozana u jedro 

ćelija mikroorganizama, gde dolazi do vezivanja hitozana za DNK, čime se inhibira sinteza 

mRNK  i proteina. Da bi hitozan mogao prodreti u jedro mora biti male molekulske mase 

(Chi, 2004; Shahidi i Synowiecki, 1991; Sudharsan i sar., 1992; Papineau i sar., 1991).  

Antimikrobna aktivnost hitozana zavisi od velikog broja faktora: fizičkog stanja 

hitozana (čvrst, rastvoren), supstrata u kojem deluje, jonske jačine, vrednosti pH, sadržaja 

vlage, koncentracije i molekulske mase hitozana, gustine naelektrisanja (pH sredine, stepen 

deacetilovanosti), vrste i starosti mikroorganizma.  

Hitozan u disosovanom obliku u rastvoru ima izduženu konformaciju koja omogućava 

puno ispoljavanje potencijala naelektrisanih grupa. Derivatizacijom hitozana se može 

poboljšati rastvorljivost hitozana u vodi i na ovaj način se njegova antimikrobna aktivnost 

povećava (Chung i sar., 2005; Xie i sar., 2007). Smanjenjem molekulske mase hitozana 

takođe se poboljšava njegova rastvorljivost u vodi (Kurita i sar., 1991), kao i sniženjem 

vrednosti pH ispod vrednosti pKa za hitozan. Uticaj pH je značajan i za hitozan u čvrstom 

stanju, ali u poređenju sa izduženom konformacijom polikatjona hitozana u rastvoru, hitozan 
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u čvrstom stanju, u obliku niti, filmova, membrana, hidrogela, mikrosfera i nanočestica dolazi 

samo površinski u kontakt sa supstratom. Aktivnost hitozana u čvrstom stanju se povećava sa 

povećanjem dodirne površine. Aktivnost hitozana u čvrstom obliku zavisi od karakteristika 

površine: hidrofilnost, hidrofobnost, zeta () potencijal i morfologija: veličina i oblik čestica, 

debljina membrane hitozana. Menjanjem hidrofobnosti površine hitozana u čvrstom stanju, 

izmenom stepena deacetilovanosti i derivatizacijom može se uticati na povećanje aktivnosti 

(Kong i sar., 2008; Sadeghi i sar., 2008; Takahashia i sar., 2008; Kong i sar., 2010). Lagaron 

i sar. (2007) su pokazali da film formiran iz rastvora hitozana u sirćetnoj kiselini konstantno 

tokom stajanja otpušta biocidnu karboksilnu grupu u obliku sirćetne kiseline i ovaj 

mehanizam delovanja filma je označen kao slab. Daleko jači baktericidni efekat prema S. 

aureus je zapažen u kontaktu filma sa vodom, vodenim rastvorima ili hidrogelom sa velikim 

sadržajem vode, gde je došlo do brze migracije protonovanih glukozamina, delova molekula 

hitozana koji su rastvorljiviv u vodi. 

Pokazalo se da hitozan ima izraženije baktericidno dejstvo na gram-pozitivne u odnosu 

na gram-negativne bakterije. Ova razlika u delovanju verovatno potiče od različitog 

naelektrisanja ćelijskog zida gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija. Kod gram-

pozitivnih bakterija ćelijski zid je sagrađen od polisaharida, koji su nosioci negativnog 

naelektrisanja. Dodatna elektronegativnost potiče od fosfornih grupa tejhojne i tejhojuronske 

kiseline. Kod gram-negativnih vrsta, spoljna lipopolisaharidna membrana daje hidrofilnu 

površinu i smanjuje izloženost nesupstituisanih kiselih grupa (Chi, 2004). Ispitivanje 

aktivnosti hitozana prema gram-negativnim bakterijama, uključujući E. coli bakterije, P. 

aeruginosa i S. Typhimurium, sprovedeno je praćenjem promena spoljašnje membrane 

mikrobne ćelije pod elektronskim mikroskopom. Pokazano je da, pri koncentraciji hitozana 

250 ppm i pH 5.3,  dolazi do vidljivih promena na spoljašnjoj membrani bakterijskih ćelija. 

Ona se istanjuje i dolazi do formiranja vezikularnih struktura, što utiče na promenu 

propustljivosti membrane. Pri većim koncentracijama hitozana dolazi do formiranja čitavog 

nepropusnog omotača na površini ćelijskog zida (Nicholas, 2003). 

Zbog pozitivnog naelektrisanja na C-2 atomu glukozaminskih jedinica pri pH 6 i nižoj, 

hitozan je rastvorljiviji i pokazuje izraženiju antimikrobnu aktivnost nego hitin. Pri pH 7 

hitozan ne pokazuje baktericidno dejstvo iz dva osnovna razloga: velikog udela 

nenaelektrisanih amino grupa i slabe rastvorljivosti. Osim protonovanja amino grupa, broj 

amino grupa (stepen deacetilovanosti) na položaju C-2 molekula hitozana, je od velike 

važnosti u elektrostatičkoj interakciji. Veća količina amino grupa poboljšava antimikrobnu 

aktivnost. U slučaju kada je pH sredine iznad pKa hitozana, hidrofobni i helatni efekti su 

odgovorni za antimikrobnu aktivnost a ne elektrostatički efekti i smatra se da su ova dva 

efekta krucijalna za antimikrobnu efikasnost u slučaju kada hitozan nije u polikatjonskom 

obliku (Kong i sar., 2010). Hitozan poseduje visok kapacitet heliranja različitih metalnih jona 

(Ni
2+

, Zn
2+

, Co
2+

, Fe
2+

, Mg
2+

 and Cu
2+

) i ovo svojstvo se koristi u različitim industrijama za 

uklanjanje ili vraćanje metalnih jona (Kurita, 1998). Metalni joni stabilizuju strukturu 

ćelijskog zida mikroorganizama i heliranje ovih jona je još jedan od mehanizama 

antimikrobnog delovanja hitozana (Rabea i sar., 2003). Hitozan ima sposobnost heliranja 

dvovalentnih jona metala kako u kiseloj, tako i u neutralnoj sredini (Kong i sar., 2008).  
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 Rezultati koji ukazuju na povezanost molekulske mase i aktivnosti hitozana su 

različiti. Veći broj autora je potvrdio da hitozanski polisaharid ima jači baktericidni efekat (L. 

monocytogenes i S. Typhymurium) u odnosu na oligosaharid. Studija o očuvanju ribe 

uranjanjem u rastvor hitozana različitih molekulskih masa pokazala je da je uranjanje u 

rastvor hitozana većih molekulskih masa dalo najbolje rezultate u redukovanju broja 

mikrooganizama. To znači da stepen degradacije hitozana može uticati na njegovu moć 

očuvanja hrane kada se koristi uranjajući metod (Nicholas, 2003). Ima i suprotnih rezultata, 

gde je hitozan niže molekulske mase pokazao veću aktivnost prema E. coli ili da je aktivnost 

hitozana različitih molekulskih masa bila jednaka (Tikhonov i sar., 2006). Molekulska masa 

hitozana zavisi od sirovine i procesa proizvodnje. Degradaciju molekula može izazvati 

temperatura, koncentracija rastvorenog kiseonika, napon smicanja (Nadarajah,  2005).  

 Hitozanski film je primenjen na velikom broju prehrambenih proizvoda kao aktivni 

antimikrobni film. Pokazano je da hitozanski filmovi, primenjeni na Ementaler siru,  potpuno 

inhibiraju rast L. monocytogenes i L. innocua tokom minimum 8 dana. Smanjenje efikasnosti 

sa vremenom je objašnjeno smanjenjem broja dostupnih amino grupa u molekulu (Coma i 

sar., 2002). Slično, ispitivanjem uticaja hitozanskog omotača na kontrolu razvoja L. 

monocytogenes na gotovom jelu, pečenoj govedini, dobijeni rezultati su ukazali na značajno 

manji broj ćelija u prisustvu hitozanskog omotača (2-3 log nakon 28 dana na 4˚C), u odnosu 

na kontrolni uzorak (Beverly i sar., 2008). Nasuprot ovim rezultatima, primena plastičnog 

filma laminiranog hitozanom za kontrolu rasta L. monocytogenes na komadima šunke, nije 

dala zadovoljavajuće rezultate, pa su u laminirane hitozanske filmove inkorporirani različiti 

dozvoljeni baktericidi, i najbolje rezultate je pokazalo inkorporiranje 0.01 g Na-laktata/cm
2
 

filma (Ye i sar., 2008). 

 Filmovi na bazi hitozana su doveli do smanjenja ili potpune inhibicije rasta 

Enterobacteriaceae i S. liquefaciens na površini tradicionalne kobasice pastrami, a nije 

pokazan nikakav uticaj na bakterije mlečnog vrenja, niti njihove metabolite (Ouattara i sar., 

2000).   

 Pored ovog efekta pokazano je i da hitozanski film odlaže rast Alternaria sp, 

Penicillium sp. i Cladosporium sp., sa slabim delovanjem na Aspergillus sp. (Rodriguez i sar., 

2003). 

 Ispitivanja o uticaju 1% hitozanskog filma na zaštitu fileta soma, u smislu održanja 

boje, inhibicije oksidacije lipida i mikrobnog kvara, pokazala su da hitozanski film 

omogućuje produženje održivosti fileta do 8 dana (Nadarajah i sar., 2003).   

Slično kao i kod antioksidativnog efekta, da bi se pojačala antimikrobna aktivnost 

hitozanskog filma, filmu se dodaju različite antimikrobne supstance. Ovaj dodatak je potreban 

jer hitozan u čvrstom stanju, tj. filmu može delovati antimikrobno samo na površini gde je u 

direktnom kontaktu sa supstratom. Da bi film ispoljio antimikrobno delovanje koje štiti masu 

supstrata potrebno je da antimikrobna komponenta ima sposobnost difuzije u masu supstrata 

ili u “in vitro” eksperimentu, u hranljivu podlogu. Zato se u matriks hitozanskog filma dodaje 

niskomolekularna antimikrobna supstanca koja može otpuštanjem iz filma difundovati u 

supstrat (Coma i sar., 2002; Pranoto i sar., 2005; Altiok i sar., 2010). Različite grupe aktivnih 
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komponenti su testirane, a među njima: organske kiseline (sirćetna, benzoeva, mlečna, 

propionska, sorbinska, ferulna), estri masnih kiselina (gliceril monolaurat), polipeptidi 

(lizozim, peroksidaza, laktoferin i nizin), etarska ulja i ekstrakti biljaka (cimet, origano, 

limunska trava, beli luk, timijan), nitriti i sulfiti (Rojas-Graü i sar., 2009; Mathew i Abraham, 

2008; Pranoto i sar., 2005; Ouattara i sar., 2000; Chi et al., 2006; Altiok i sar., 2010). Etarska 

ulja i ekstrakti biljaka se mogu smatrati prirodnom alternativom u zaštiti hrane i njihova 

upotreba je u saglasnosti sa težnjom potrošača ka prirodnoj, što manje hemijski tretiranoj 

hrani (Burt, 2004). Dva osnovna ograničenja upotrebe etarskih ulja u prehrambenoj industriji 

su izražena organoleptička svojstva koja mogu uticati na senzorsku prihvatljivost hrane i 

gubitak aktivnosti usled interakcije sa komponentama hrane (Gutierrez i sar., 2008; Rojas-

Graü i sar., 2009). 

 Antimikrobna aktivnost etarskih ulja biljaka odavno je poznata, ali je zadnjih godina 

sve veći broj istraživanja u oblasti primene etarskih ulja kao komponenti aktivnog pakovanja. 

Ipak, najveći broj istraživanja bavi se ispitivanjem antimikrobnog dejstva  "in vitro", a tek 

manji broj radova bavio se ispitivanjem antimikrobnog dejstva ulja u samim prehrambenim 

proizvodima (Skandamis i Nychas, 2002). Etarska ulja origana, bosiljka i korijandera 

pokazala su aktivnost prema L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. Typhimurium, Y. 

enterocolitica, P. aeruginosa, A. niger, G. candidum i Rhodothorula, dok je anis, iako bez 

izražene antibakterijskog delovanja, pokazao izrazito inhibitornim za kvasce i plesni 

(Elgayyar i sar., 2001; Hammer i sar., 1999; Delaquis i sar., 2002). Istraživanja idu u pravcu 

primene etarskih ulja , kao dodatka klasičnom pakovanju, u cilju suzbijanja razvoja patogenih 

organizama razvijenih u samoj hrani.  

 Generalno, fenolna jedinjenja i terpeni su jedinjenja koja najviše doprinose 

antimikrobnoj aktivnosti etarskih ulja. Mehanizam antimikrobnog delovanja etarskih ulja nije 

utvrđen, ali su predloženi različiti mehanizmi mogućih delovanja:  

1. Jedinjenja iz ulja interferiraju sa fosfolipidima ćelijske membrane, povećavajući njenu 

specifičnu propustljivost, te ubrzavajući gubitak ćelijskih konstituenata (Lambert i 

sar., 2001); 

2. Uticaj na rad enzimskih sistema ćelije mikroorganizma, uključujući one koji učestvuju 

u produkciji energije i sintezi strukturnih komponenti i/ili 

3. Oštećenje genetskog materijala ćelije mikroorganizma (Kong i sar., 2010). 

 

Ispitivanjem inhibitornog efekta ekstrakata različitih biljaka (anisa, bosiljka, šargarepe, 

celera, korijandera, origana, ruzmarina, anđelike, kardamoma, mirođije, peršuna) na različite 

mikroorganizme (L. monocytogenes, S. aureus, E. coli O:157:H7, Y. enterocolitica, P. 

aeruginosa, L. plantarum, A. niger, Geotrichum i Rhodotorula) dobijeni su različiti rezultati, 

od potpune inhibicije, koju je pokazalo ulje origana, do toga da nema uticaja, kod ulja 

šargarepe. Pored origana, čije je ulje je pokazalo najjači efekat, značajan uticaj pokazala su i 

ulja korijandera, bosiljka i anisa. Na osnovu rezultata, data je i preporuka upotrebe ovih ulja 

kao aditiva, u cilju zaštite hrane od kontaminacije (Elgayyar i sar., 2001). 
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 U prilog upotrebi etarskih ulja biljaka u zaštiti hrane, ili u farmaceutske svrhe idu i 

rezultati ispitivanja 52 biljna ulja i ekstrakta na aktivnost protiv A. baumanii, A. veronii 

sobria, C. albicans, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. Typhimurium, S. 

marcescens i S. aureus. Tropska vrsta limun trava (Cymbopogone citratus), origano i lovor su 

inhibirali sve organizme pri koncentraciji 2% (Hammer i sar., 1999). 

 Ispitivanjem antimikrobnog delovanja etarskih ulja različitih začina (anis, bosiljak, 

korijander i origano) prema L. monocytogenes i E. coli O157:H7 utvrđeno je da je etarsko ulje 

origana (origano >> korijander > bosiljak > anis) pokazalo najjače delovanje (Jeon i sar., 

2002). 

Pored već pomenutog antioksidativnog delovanja, ulje kima i njegove osnovne 

komponente, karvon i limonen su pokazali antimikrobna svojstva prema različitim plesnima i 

bakterijama (Aggarwal i sar., 2002; Simić i sar., 2008; Dimić i sar., 2009). Literaturni podaci 

za aktivnost etarskog ulja kima variraju, od izražene antimikrobne aktivnosti, preko umerene 

do podataka da prema većini gram pozitivnih i gram negativnih bakterija nije utvrđena 

aktivnost (Mohamed i sar., 2013; Alboofetileh i sar., 2014; Cvijović i sar., 2010). 

Najčešće korišćene metode u testiranju antimikrobne aktivnosti biopolimernih filmova 

su: agar difuziona metoda, metoda mikrotitar ploča i ASTM E 2149-01 metoda u suspenziji 

mikroorganizama.  

Agar difuziona metoda se može izvoditi na dva načina. U oba slučaja u Petri ploče se 

izlije odgovarajuća podloga i zaseje ćelijama mikroorganizama. U prvoj varijanti metode, 

ispitivani uzorci se izrežu na male, kružne komade, sterilišu, postavljaju na Petri ploču i 

ostave da se inkubiraju na određenoj temperaturi i za određeno vreme (Pranoto i sar., 2005, 

Dilamian i sar., 2013, Pelissari i sar., 2009). U drugoj varijanti metode, na inokulisanoj 

podlozi u Petri ploči se naprave bunarčići pomoću kružnog noža, a potom se ti bunarčići pune 

filmogenim rastvorima i ploče se, takođe, ostave da se inkubiraju na određenoj temperaturi i 

za određeno vreme (Guirguis i sar., 2013). Podloga, temperatura i vreme inkubacije se 

razlikuju, u zavisnosti od toga koji mikroorganizam se koristi u toku ispitivanja. Nakon 

inkubacije, ploče se pregledaju kako bi se odredila širina zone inhibicije. Zona inhibicije 

predstavlja čistu zonu koja se pojavljuje oko diska ili bunarčića na površini agara i na kojoj 

nema rasta mikroorganizama. Pošto je utvrđeno da hitozan nema sposobnost da difunduje u 

okolni agar, da bi došlo do pojave zone inhibicije potrebno je da su u hitozanske filmove 

inkorporirane neke antimikrobne supstance koje mogu da difunduju (Rodríguez-Núñez i sar., 

2012, Dilamian i sar., 2013, Pranoto i sar., 2005, Pelissari i sar., 2009). 

Test mikrotitar ploča se izvodi u polipropilenskim mikrotitar pločama. Ćelijske kulture 

se inkubiraju na određenoj temperaturi i za određeno vreme, u zavisnosti od toga koji 

mikroorganizmi se koriste za test. Test se sprovodi punjenjem bunarića podlogom kojoj se 

dodaje filmogeni rastvor. Svaki od njih se inokuliše bakterijskom kulturom. Ćelijski rast se 

određuje pomoću očitavanja stepena zamućenosti medijuma na 620 nm, pomoću čitača 

mikrotitar ploča. Rezultati se predstavljaju grafički, odnosno, kao odnos koncentracije aktivne 

komponente i izmerene apsorbance na 620 nm, nakon određenih vremenskih intervala (Leceta 

i sar., 2013).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671351300385X
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Američka standardizovana metoda ASTM E 2149-01 se koristi za određivanje 

antimikrobne aktivnosti imobilisanog antimikrobnog agensa pod dinamičkim kontaktnim 

uslovima (Radheshkumar i Münstedt, 2006; Gupta i Haile, 2007; Periolatto i sar., 2012). 

ASTM E2149-01 metoda je dizajnirana za određivanje procene delovanja uzoraka koji sadrže 

neispirajuće antimikrobne komponente, na rast mikroorganizama u dinamičkim uslovima. 

Ova metoda, koja je zasnovana na konstantom mućkanju Erlenmajerice sa imobilisanim 

uzorkom,  predstavlja razvijenu rutinsku kontrolu kvaliteta  u nameri da se savladaju 

poteškoće koje se javljaju kod klasičnih antimikrobnih testova za procenu aktivnosti uzoraka 

sa antimikrobnim supstancama. Ove poteškoće podrazumevaju: obezbeđivanje kontakta 

inokuluma sa tretiranom površinom, fleksibilnost uzorkovanja u različitim kontaktnim 

intervalima, korišćenje nepristupačnih statičkih uslova, osetljivost i reproduktivnost. 

Antimikrobna aktivnost uzorka se određuje poređenjem rezultata test uzorka sa kontrolonim 

uzorkom bez inkorporiranog antimikrobnog agensa. Prisustvo ispirajućih antimikrobnih 

komponenti je određeno pojavom zone inhibicije. Metoda ASTM E2149-01 osigurava dobar 

kontakt između bakterije i tretiranog materijala, ili nekog drugog supstrata, usled konstantnog 

mućkanja testiranog uzorka u bakterijskoj suspenziji tokom perioda sprovođenja testa. Test je 

pogodan za procenu modifikovanih uzoraka i uzoraka izloženih prethodnom tretmanu kada se 

porede sa adekvatnom kontrolom. 
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2.7. Primena jestivih filmova u prehrambenoj industriji 

 

Primena jestivih filmova u prehrambenoj industriji je za sada ograničena. U Tabeli 7. 

je dat prikaz prednosti primene jestivih filmova i premaza u prehrambenoj industriji.  

Tabela 7. Primena jestivih filmova (Galić, 2009) 

Svrha Željeni kvalitet Primena 

Zaštita od vlage i kiseonika 

 

Dobra svojstva prevlačenja, niska 

propustljivost za vodenu paru i 

kiseonik (moguć dodatak 

antioksidansa) 

Sveža riba, sir, meso, mesni 

proizvodi; Hrana srednjeg sadržaja 

vlage; suva hrana, orasi, suvi 

pekarski proizvodi; “snack”-hrana 

(grickalice) 

Usporavanje mikrobiološkog 

kvarenja spolja Dodatak antimikrobnih agenasa Hrana srednjeg sadržaja vlage 

Kontrola ravnoteže vlage unutar 

heterogenih proizvoda, kontrola 

migracije rastvora, boja, arome 

unutar heterogenih proizvoda Dobra barijerna svojstva za vodu 

Heterogeni proizvodi pite, pice, 

kolači, sendviči, heterogeni 

smrznuti proizvodi 

Sprečavanje penetracije salamure u 

hranu 

Dobra barijerna svojstva za vodu i 

rastvore 

Usalamureni smrznuti proizvodi 

(škampi, rakovi i sl.) 

Poboljšanje mehaničkih svojstava 

tokom rukovanja 

Dobra adhezivna i kohezivna 

svojstva 

Kikiriki, škampi, rakovi, “snack”-

hrana i  dr. 

Osiguranje strukturnog integriteta; 

pojačanje strukture hrane 

Dobra adhezivna i kohezivna 

svojstva 

Mesni i riblji proizvodi, mehanički 

otkošteno meso; liofilizovane 

porcije hrane ili porcije suve hrane 

Osiguranje adhezivnosti smese za 

paniranje tokom prženja Dobra adhezivnost 

Panirana hrana, smrznuta hrana 

(riblji fileti, hamburgeri, narezani 

luk i dr.) 

Sprečavanje migracije vlage pri 

nanošenju prevlake maslaca i 

hlebnih mrvica u procesu paniranja 

Dobra adhezivnost i niska 

propustljivost za vodu 

Panirana hrana, smrznuta hrana 

(riblji fileti, hamburgeri, narezani 

luk i dr. 

Zaštita većeg broja manjih komada 

hrane (pakovanih u vrećice ili 

šoljice) 

Niska propusnost vode; ne sme biti 

lepljiv 

Sir, voće srednjeg sadržaja 

vlage;smrznuta hrana; sladoled; 

proizvodi veličine jednog zalogaja 

Osiguranje nelepljive i nemasne 

površine Ne sme biti lepljiv 

Kockice sira, suvo voće, 

konditorski proizvodi, “snack”-

proizvodi, smrznuti proizvodi (npr. 

da bi se eliminisala upotreba 

masnog papira između 

hamburgera) 

Poboljšanje izgleda površine hrane Glatka, sjajna, staklasta površina 

Pekarski proizvodi (šećerna i druge 

glazure); poslastice, orasi, voće 

srednjeg sadržaja vlage, “snack”-

proizvodi 

Pojačanje boje, arome i ukusa 

hrane (dekorativni efekat) Dodatak boja, arome, začina Različita hrana 

Da sadrže prethodno odmerene 

porcije koje se otapaju u vodi ili 

toploj hrani 

Sposobnost stvaranja kapsula 

rastvornih u vodi 

Dehidrirane supe, instant čajevi ili 

kafa, praškasti napici, začini, 

zaslađivači 

 

Većina hidrokoloidnih filmova se ne može koristiti za prehrambene proizvode sa 

visokom površinskom aktivnošću vode (tj. aw>0,94) budući da podležu degradaciji, otapanju 

ili bubrenju u dodiru sa vlagom što ima za posledicu gubitak barijernih svojstava (Galić, 

2009). Međutim, primena ovih filmova je moguća u slučajevima kada se zahteva kratkoročna 

zaštita hrane ili se, tako zaštićena hrana, smrzava neposredno nakon nanošenja zaštitnog 

filma. U poslednjem slučaju hrana postiže aktivitet vode koji odgovara temperaturi 
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smrzavanja (aw=0,825 pri -20 °C). Primena jestivih filmova uglavnom je ograničena na 

prehrambene proizvode s niskim ili srednjim udelom vlage, kao i na smrznute proizvode. 

Uopšteno se može reći da su jestivi filmovi osetljiviji na dodir vlažnih ruku kao i na promene 

okolnih uslova (naročito promene relativne vlage vazduha). Kod pakovanja u jestivu 

ambalažu takođe se preporučuje primena dodatnog ambalažnog materijala, koji, ne samo da 

će čuvati jestivi zaštitni film, već i integritet i bezbednost takvog pakovanja. Razvoj jestive 

ambalaže motivisan je s više aspekata (Lazić i Novaković, 2010): 

 Nutritivnog (smanjuje se transfer vlage kod heterogenih proizvoda; 

 Ekonomskog (smanjuju se ukupni troškovi pakovanja); 

 Marketinškog (stvaraju se novi proizvodi—“različiti” od drugih) 

 

2.8. Primena hitozanskih omotača i filmova za pakovanje ribe, mesa i njihovih 

proizvoda 

 

 Zbog mogućnosti formiranja filmova, hitin i hitozan posebno privlače pažnju u  

oblasti proizvodnje jestivih omotača i filmova. Tako, hitozanski filmovi mogu da se 

koriste sa ciljem promene atmosfere u ambalaži, u cilju smanjenja gubitaka vlage i 

produženju održivosti namirnica. Pored ovih efekata, hitozan je pokazao i antibakterijsko 

delovanje. Ispitivana je i sposobnost hitozanskih filmova kao nosioca drugih aktivnih 

supstanci, kao što su organske kiseline, cinamaldehid, etarska ulja biljaka (Nadarajah, 

2005). 

 Zahtevi koje pakovanje prehrambenih proizvoda postavlja pred jestive omotače i 

filmove su slični za većinu ovih proizvoda: bezbednost, nutritivni kvalitet, stabilnost, 

ekonomičnost i visok kvalitet prehrambenih proizvoda na tržištu. U industriji prerade 

mesa i ribe, upotreba jestivih omotača i filmova ima više različitih funkcija. Gubitak vlage 

tokom skladištenja svežeg ili smrznutog mesa i ribe, kao i njihovih proizvoda dovodi do 

promene ukusa, boje i teksture, uz smanjenje mase proizvoda. Jestivi omotač dobrih 

barijernih svojstava prema vodenoj pari može umanjiti ovaj problem. Nakon otvaranja 

ambalaže pod vakuumom sa svežim mesom, dolazi do gubitka mase mesa od (3 - 5)%, 

usled isparavanje vlage. Ukoliko se pre pakovanja u vakuumu na meso nanese jestivi 

omotač, može se izbeći ovo smanjenje sadržaja vlage. Takođe, nakon pakovanja svežeg 

mesa ili ribe na plastične podmetače, može doći do otpuštanja tečnosti iz proizvoda, što 

upakovani proizvod čini manje privlačnim potrošaču i iz ovog razloga se u podmatače 

postavljaju upijajući jastučići. Upotreba jestivog omotača ili filma može zameniti 

upotrebu ovih jastučića i uticati na bolje zadržavanje vode u proizvodu. Brzina kojom 

dolazi do užegnuća usled lipidne oksidacije i do promene boje proizvoda može se 

značajno umanjiti upotrebom jestivih filmova niske propustljivosti za gasove, pri čemu 

ipak ne dolazi do formiranja anaerobnih uslova. Filmogeni rastvor koji se zagreje pre 

nanošenja na površinu proizvoda može uticati na smanjenje broja patogenih 

mikroorganizama ili mikroorganizama koji izazivaju kvar proizvoda i, delimično, 

inaktivirati nepoželjne proteolitičke enzime. Gubitak isparljivih komponenata arome 
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proizvoda, kao i upijanje stranih mirisa, može biti ograničeno upotrebom jestivih filmova. 

Jestivi filmovi mogu biti nosioci različitih aktivnih komponenti (antioksidansi, 

antimikrobni agensi), čime postaju aktivan ambalažni material, odnosno omogućavaju 

aktivno pakovanje. Ukoliko se jestivi film nanese na meso ili ribu pre termičke obrade 

paniranja ili pečenja (prženja), može se uticati na poboljšanje nutritivnih svojstava 

proizvoda zbog manjeg upijanja ulja (Gennadios i sar., 1997). 

 Najčešće korišćen način primene hitozanskog filma kao ambalažnog materijala za 

pakovanje ribe, mesa i njihovih proizvoda je uranjajući metod. Postoje dve varijante ovog 

metoda. Prema prvoj, uzorci se uranjaju u rastvor hitozana ili rastvor hitozana sa dodatim 

aktivnim ili funkcionalnim komponentama i, kao takvi, ili upakovani u polietilenske 

kesice se skladište. Druga varijanta je da se nakon uranjanja uzorci pakuju u 

visokobarijerne materijale u vakuumu ili modifikovanoj atmosferi, gde sloj hitozana služi 

kao aktivna komponenta pakovanja. Uranjajući metod je korišćen u većem broju studija o 

produženju održivosti ribe, mesa i njihovih proizvoda. u radu koji se bavio zaštitom fileta 

haring i bakalara, napravljen je 1% (w/v) rastvor hitozana u 1% (v/v) rastvoru sirćetne 

kiseline. Nakon toga je rastvoru dodat glicerol u koncentraciji 1ml/g hitozana. Komadi 

ribe su uranjani i držani u rastvoru tokom 30 s, pa držani van rastvora 2 minuta, te ponovo 

uranjani na 30 s. Nakon toga, fileti su sušeni 2h na 40°C u sušnici sa ventilacijom, i na 

kraju skladišteni na (4 ± 1) °C. Hitozanski premaz je pozitivno uticao na svojstva fileta 

ribe, smanjujući gubitak vlage i redukujući lipidnu oksidaciju, hemijski i mikrobiološki 

kvar. Efikasnost je zavisila od viskoziteta rastvora hitozana, pri čemu su veću efikasnost u 

zaštiti ribe pokazali hitozani većeg viskoziteta (Jeon i sar., 2002). Slična metoda 

nanošenja premaza je prikazana u radu koji se bavio dejstvom hitozana, nanesenog na 

gotovo jelo-pečenu govedinu, na L .monocytogenes.  Hitozan je rastvoren u 1% (v/v) 

mlečnoj ili 1% (v/v) sirćetnoj kiselini, tako da se dobije 1% (w/v) rastvor hitozana, a 

zatim je destilovanom vodom razblažen do 0.5% (w/v). Svi rastvori su podešeni na pH 

5.6, a kontrolni komadi su premazani samo mlečnom ili sirćetnom kiselinom. Uzorci su 

uranjani i držani u rastvoru tokom 30 s, oceđeni i sušeni na laminarnom toku vazduha 

tokom 1h, pre nego što su spakovani u sterilne plastične vreće Whirl-Pack®i uskladišteni 

na 4 °C. Primenom hitozanskog premaza, postignuta je redukcija broja bakterija 1–3 log 

jedinica CFU/g nakon 28 dana skladištenja (Beverly i sar., 2008). u još jednom radu, 

gotova jela na bazi mesa: pileće ćufte, pileći i ovčiji kebab su uronjeni u 2% (w/v) rastvor 

hitozana u 1% (v/v) sirćetnoj kiselini (kontrola je uronjena samo u sirćetnu kiselinu), 

tokom 2 min, oceđeni i osušeni u sušnici sa cirkulacijom tokom 30 min, nakon čega su 

pakovani u sterilne LDPE kesice i skladišteni na (0 – 3) °C, tokom 14 dana. Uzorci sa 

hitozanskim omotačem su pokazali dužu održivost: eliminisani su fekalni koliformi, 

snižen je broj Staphylococcus spp., usporena je oksidacija bez značajnog uticaja na 

organoleptička svojstva (Kanatt i sar., 2013). Uranjanjem fileta ružičastog lososa u 1% 

(w/v) hitozanski rastvor, smanjeno je otpuštanje vode iz fileta nakon odmrzavanja 

(Sathivel i sar., 2007). U drugom, sličnom eksperimentu, hitozanski premaz je, pored 

smanjenja otpuštanja vode nakon odmrzavanja, doveo i do redukcije lipidne oksidacije 
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kod fileta ružičastog lososa tokom skladištenja u smrznutom stanju (Sathivel, 2005). Za 

studiju izvedenu na filetima kalifornijske pastrmke, fileti su uranjani u filmogeni rastvor 

2% (w/v) hitozana u 1% (v/v) sirćetnoj kiselini ili u isti filmogeni rastvor sa 1.5% (v/v) 

etarskog ulja cimeta. Fileti su uronjeni i držani u rastvoru tokom 30 s, nakon čega su 

oceđeni 2 min i ponovo uronjeni 30 s, oceđeni, osušeni 2 h na 10 °C, i uskladišteni na (4 ± 

1) °C, tokom 16 dana. Kontrolni uzorci su ostavljeni bez premaza. Oba premaza, i hitozan 

i hitozan-etarsko ulje cimeta su doveli do produženja održivosti ispitivanih fileta: 

smanjenje ukupnog broja vijabilnih ćelija, smanjenje broja psihrotropnih ćelija, 

usporavanje pojave hemijskog kvara i oksidacionih promena, kao i očuvanje senzorskih 

svojstava tokom skladištenja (Ojagh i sar., 2010). Uranjanjem fileta sardine u hitozanski 

rastvor 1% (w/v) i 2% (w/v) u sirćetnoj kiselini 1% (v/v), postignuto je produženje 

održivosti fileta sa 5 dana na 8 i 10 dana tokom skladištenja na (1 - 2) °C, došlo je do 

inhibicije mikrobnog rasta, oksidacije i hemijskog kvara, poboljšanja sposobnosti 

vezivanja vode i smanjenja kala (Mohan i sar., 2012). Uranjanjem fileta brancina u 1.5 

(w/v) hitozanski rastvor u 0.6% (v/v) sirćetnoj kiselini, uz dodatak 0.5% (w/v) limunske 

kiseline ili 1% (w/v) vodenog ekstrakta korena sladića pokazan je zaštitni efekat premaza i 

produženje održivosti fileta tokom skladištenja na (4 ± 1) °C, tokom 12 dana (Qiu i sar., 

2014). U radu Xiufang i Boahua (2008), komadi ohlađenog svežeg svinjskog mesa su 

podeljeni u pet grupa: jedna grupa je uronjena u 1% (v/v) rastvor sirćetne kiseline, druga 

grupa je uronjena u etanol, treća grupa u 4% etanolni ekstrakt mešavine začina ruzmarina, 

cimeta i karanfilića, četvrta grupa se sastojala od uzoraka uronjenih u 0.5% rastvora 

hitozana u 1% (v/v) sirćetnoj kiselini, a peta od uzoraka uronjenih u hitozanski rastvor, pa 

u etanolni ekstrakt mešavine začina. Uzorci iz svih pet grupa su praćeni tokom 

skladištenja na (4 ± 1) °C, tokom 28 dana. Hitozanski omotač je doprineo smanjenju kala, 

održivosti boje, smanjenju nivoa oksidacije i mikrobiološke kontaminacije. Ekstrakti 

začina su dodatno doprineli antimikrobnom i antioksidativnom delovanju. U sličnom 

istraživanju, Tajlandska grilovana svinjetina je uranjana u 2% (w/v) i 2.5% (w/v) rastvor 

hitozana u 1% (w/v) sirćetnoj kiselini, podešenog pH na 5.9, 1 min i osušena na 10 °C, 

tokom 30 min. Uzorci uronjeni samo u kiselinu su korišćeni kao kontrola. Nakon 

uranjanja, uzorci su upakovani u kesice PVDC/PA, u atmosferskim uslovima ili u 

vakuumu i skladišteni na (2 ± 1) °C, tokom 42 dana. Hitozanski omotač je uticao na 

smanjenje nivoa oksidacije, poboljšanje održivosti boje i smanjenje broja 

mikroorganizama u uzorcima. Vakuum upakovani uzorci sa hitozanskim omotačem čine 

uspešan sistem aktivnog pakovanja za produženje održivosti grilovane svinjetine 

(Yingyuad i sar., 2006). U još jednoj studiji, uzorci fileta pilećih grudi su tretirani na tri 

različita načina: na uzorke je mikropipetom naneseno 0.25% (v/w) etarskog ulja origana, 

uzorci su uranjani u 1.5% (w/v) rastvora hitozana u 1% (w/v) sirćetnoj kiselini ili je nakon 

uranjanja na uzorke naneseno i etarsko ulje origana. Nakon ovog predtretmana, uzorci su 

upakovani u kesicu LDPE/PA/LDPE u modifikovanoj atmosferi: 30% CO2 i 70% NO2 i 

skladišteni na (4 ± 0.5) °C, tokom maksimalno 18 dana. Rezultati su pokazali da je 

tretman etarskim uljem origana doveo do produženja održivosti uzoraka od 6 dana, a 

tretman hitozanom, kao i kombinovani tretman hitozan-etarsko ulje, do produženja 
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održivosti od preko 15 dana (Petrou i sar., 2012). U isto postavljenom eksperimentu, u 

kojem je umesto mesa pilećih grudi korišćeno polugotovo jelo pileći kebab i etarsko ulje 

origana zamenjeno etarskim uljem timijana, postignuti su približni rezultati. Hitozanski 

omotač u MAP-u je doveo do produženja održivosti uzorka 6 dana, a dodatni tretman 

etarskim uljem timijana uz hitozanski omotač u MAP-u do produženja održivosti od čak 8 

dana (Giatrakou i sar., 2010).   

 U radu Siripatrawan i Noipha (2012) prikazan je drugačiji način primene 

hitozanskog filma za pakovanje barene svinjske kobasice, u odnosu na uranjajuć metod. 

Sintetisan je hitozanski film iz 2% (w/v) rastvora hitozana u 1% (v/v) sirćetnoj kiselini sa 

dodatkom 30% (w/w) glicerola na masu hitozana. Pored ovog filma, sintetisan je i 

hitozanski film sa istim sastavom uz dodatak 20% (w/v) ekstrakta zelenog čaja. 

Filmogene smeše su homogenizovane i uklonjeni su mehurovi vazduha, nakon čega su 

određene mase razlivene i sušenjem u ambijentalnim uslovima dobijeni su filmovi. Barena 

kobasica je umotana u sintetisane filmove, a kobasica koja nije umotana u film je 

korišćena kao kontrola. Uzorci su zatim upakovani u PA/LLDPE kesice i skladišteni na (4 

± 1) °C, tokom 20 dana. Uzorci umotani u hitozanski film sa ekstraktom zelenog čaja su 

doprineli značajnom produženju održivosti boje kobasice, teksture, nižem sadržaju TBA 

reaktivnih supstanci, inhibiciji mikrobnog rasta i održanju senzorskih 

karakteristika.Uzorci umotani u hitozanski film su, takođe, doprineli produženju 

održivosti, u odnosu na kontrolnu kobasicu, ali u nešto manjoj meri. 

 Treći metod primene hitozanskog filma, prikazan u literaturi, korišćen je za 

komade šunke i hladnodimljenog lososa, i podrazumeva formiranje plastičnog filma 

oslojenog hitozanom sa ili bez inkorporiranja antimikrobnih agenasa. Za formiranje 

oslojenog filma za pakovanje komada šunke, upotrebljen je 2% (w/v) rastvor hitozana u 

1% rastvoru sirćetne kiseline i ostavljen u toku noći. Napravljen je rastvor 

hidroksipropilceluloze (HPMC) i polietilenglikola odgovarajućih koncentracija u sirćetnoj 

kiselini. Rastvor za formiranje prvog hitozanskog sloja dobijen je mešanjem jednakih 

zapremina dva rastvora, jer bez HPMC ne bi moglo doći do ravnomernog vezivanja prvog 

sloja za plastičnu Surlyn® foliju. Na plastični film je aplikatorom za tankoslojnu 

hromatografiju nanesena mešavina dva rastvora. Nakon sušenja ovog sloja na vazduhu 

tokom noći, nanesen je sloj rastvora hitozana kao drugi sloj, po istoj proceduri, a zatim je 

formiran i treći sloj. Nakon sušenja, folija je podvrgnuta sterilizaciji UV zracima. Uzorci 

šunke su umotani u oslojenu plastičnu foliju, dok su kontrolni uzorci umotani u plastičnu 

foliju bez hitozana i svi su upakovani u barijerne kese PA/PE i upakovani u uslovima 

vakuuma, nakon čega su skladišteni na 20 °C tokom 10 dana. Testirana je antimikrobna 

aktivnost filma prema L. monocytogenes (Ye i sar., 2008). U drugoj varijanti ove metode 

primene hitozanskog premaza za hladnodimljenu ribu na LDPE film je nanesen samo 

jedan aktivni sloj koji se sastojao od 2 dela rastvora HPMC i 13 delova rastvora hitozana 

sa antimikrobnim komponentama. Nakon sušenja aktivnog sloja, komadići ribe su 

inokulisani sa 5 sojeva L. monocytogenes i umotani u film, nakon čega su upakovani u 
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visokobarijernu kesu u vakuumu i uskladišteni na 20 °C tokom10 dana. Testirana je 

antimikrobna aktivnost filma (Ye i sar., 2008a). 

 Hitozan je korišćen i kao kopolimer za formiranje aktivnog LDPE-hitozan filma za 

očuvanje boje odrezaka svežeg mesa. Hitozanski rastvor 2% (w/v) u mlečnoj kiselini 2% 

(w/v) je sterilisan i dodavan u LDPE granulat uz mešanje tučkom u avanu 30 min, nakon 

čega je isparena mlečna kiselina. Filmovi su formirani na dva načina: razlivanjem na 

aluminijumskoj podlozi (0%, 0.3%, 0.7%, 1.4% i 2.1% hitozana u smeši) i presovanjem 

između dva aluminijumska valjka (120 °C, 10 MPa, 90 s; koncentracije hitozana u smeši 

0%, 1%, 4% i 8%). Filmovi formirani prema prvoj opisanoj metodi su testirani na 

antimikrobnu aktivnost “in vitro”, dok su filmovi prema drugoj metodi korišćeni za 

pakovanje odrezaka mesa, tako što je film omotan oko mesa, a zatim je tako omotan 

odrezak postavljen u kesu i upakovan pod parcijalnim vakuumom i uskladišten na (3 ± 1) 

°C uz osvetljenost od 1100 Lux, tokom 10 dana. Ovakvim pakovanjem je postignuta 

produžena održivost boje svežeg mesa tokom skladištenja (Park i sar., 2010). 
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2.9. Suve fermentisane kobasice 

 
Prema Pravilniku o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od 

mesa (Sl. glasnik RS, broj 31/2012), fermentаcijа je postupаk konzervisаnjа proizvodа uz 

učešće mikroorgаnizаmа, pri čemu se menjаju vrednost pH, miris, ukus i druge osobine 

proizvodа. Fermentacija i sušenje su, uz soljenje i dimljenje, jedni od najstarijih načina 

konzervisanja, a kobasice jedan od najstarijih proizvoda od mesa (Toldrá i sar., 2001; 

Škaljac, 2014). 

Fermentisani proizvodi od mesa se proizvode i konzumiraju u svim delovima sveta i 

predstavljaju jednu od važnijih namirnica u ishrani ljudi. Procesima fermentacije menjaju 

se svojstva upotrebljenih sastojaka, proizvod poprima karakteristična senzorska svojstva, 

postaje mikrobiološki bezbedan i održiv tokom dužeg perioda (Hutkins, 2006). Danas se 

poklanja sve veća pažnja tradicionalnom načinu proizvodnje fermentisanih proizvoda od 

mesa, zbog njihove veće potražnje na tržištu, usled poželjnih i prepoznatljivih senzorskih 

svojstava (Rašeta i sar., 2010). Fermentisane kobasice proizvodile su se u drevnoj Kini, u 

antičkoj Grčkoj i u Rimskom carstvu. Iako je proizvodnja ovih kobasica u svetu velika, 

ipak su one najzastupljenije u Evropi, i to u Nemačkoj, Italiji, Španiji i Francuskoj (Di 

Cagno i sar., 2008). Suve fermentisane kobasice proizvode se, tradicionalno, u 

mediteranskim zemljama, još od davnina (Comi i sar., 2005), a Evropa se i dalje smatra 

najvećim potrošačem ove grupe proizvoda (Talon i sar., 2004, Lilić i sar., 2013). U nekim 

zemljama Evrope, kao što su Italija, Španija i Francuska, kobasice se ne dime, nego se 

samo suše na vazduhu, dok se u drugim delovima, gde spada i Srbija, kobasice uvek dime. 

U ravničarskim krajevima naše zemlje, pretežno u Vojvodini, proizvode se, takođe od 

davnina, "sirove-osušene" kobasice užeg dijametra (npr. sremska kobasica) i šireg 

dijametra (npr. kulen). U brdovitim krajevima, pretežno nastanjenim muslimanskim 

življem, izrađuje se fermentisana kobasica uskog dijametra, od goveđeg mesa, pod 

nazivom "sudžuk" (Petrović i sar., 2007; Vuković, 2012, Škaljac, 2014). Proizvodnja 

suvih kobasica zasniva se, uglavnom, na lokalnim običajima i tradicionalnim načinima 

izrade koji se prenose sa kolena na koleno. Međutim, poslednjih decenija, ove kobasice se 

sve više proizvode u industrijskim uslovima, gde postoji potreba da se definišu postupci 

proizvodnje koji bi obezbedili ujednačen kvalitet proizvoda i njegovu bezbednost 

(Hutkins, 2006, Lilić i sar., 2013). 

Prema Pravilniku (Sl. glasnik RS, broj 31/2012), fermentisаne kobаsice su proizvodi 

dobijeni od mesа domаćih pаpkаrа i kopitаrа prve i druge kаtegorije, mesа živine prve 

kаtegorije i mesа divljаči, mаsnog tkivа i dodаtаkа, koji se posle punjenjа u omotаče 

konzervišu postupcimа fermentаcije i sušenjа, odnosno zrenjem, sа ili bez dimljenjа. 

Dodаci zа fermentisаne kobаsice mogu dа budu kuhinjskа so, zаčini, ekstrаkti zаčinа, 

аditivi, аrome dimа, šećeri i stаrter kulture, а zа fermentisаne kobаsice koje se u promet 

stаvljаju kаo funkcionаlnа hrаnа i dijetnа vlаknа, inulin, omegа-3 mаsne kiseline i uljа 

bogаtа ovim kiselinаmа, fitosteroli, prirodni аntioksidаnsi, vitаmini i minerаlne mаterije. 

Fermentisane kobasice se proizvode i stavljaju u promet kao: fermentisane suve kobasice, 
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fermentisane polusuve kobasice i fermentisane kobasice za mazanje. Fermentisane suve 

kobasice su proizvodi koji u trentku kada su spremni za konzumiranje treba da sadrže 

manje od 35% vode. Proces sušenja se obavlja na nižim temperaturama, a tokom procesa 

zrenja formira se karakteristična, prijatna i pikantna aroma, čvršća konzistencija i dobra 

održivost ovog proizvoda (Petrović i sar., 2007; Vuković, 2012, Škaljac, 2014, Lilić i 

sar., 2013). Fermentisаne suve kobаsice u proizvodnji i prometu morаju dа ispunjаvаju 

sledeće zаhteve (Sl. glasnik RS, broj 31/2012): dа površinа nije deformisаnа, dа omotаč 

nije oštećen i dа dobro prileže uz nаdev, dа nаdev nа preseku imа izgled mozаikа 

sаstаvljenog od približno ujednаčenih komаdićа mišićnog tkivа crvene boje i mаsnog 

tkivа beličаste boje i dа su sаstojci u nаdevu rаvnomerno rаspoređeni, dа nа preseku nemа 

šupljinа i pukotinа, dа imаju stаbilnu boju i prijаtаn i kаrаkterističаn miris i ukus, dа 

imаju čvrstu konzistenciju, dа se mogu nаrezivаti, а dа se sаstojci nаdevа prilikom rezаnjа 

ne rаzdvаjаju i dа je sаdržаj proteinа mesа nаjmаnje 20%, а sаdržаj kolаgenа u proteinimа 

mesа nаjviše 20%, аko to nije drukčije propisаno ovim prаvilnikom. 

2.9.1. Proces proizvodnje suvih fermentisanih kobasica 

 

 Nadev fermentisanih suvih kobasica se priprema mlevenjem ohlađenog mesa i 

masnog tkiva na vuku i mešanjem, uz dodatak začina, šećera i soli. Ukoliko se koristi 

zamrznuto ili namrznuto meso i masno tkivo, usitnjavanje i mešanje se vrši u kuteru uz 

dodatak soli, začina i šećera (Vuković, 2012; Šojić, 2013). U tradicionalnoj 

proizvodnji fermentisanih kobasica, nadev se pre punjenja stavlja u hladnjaču na 

takozvano predzrenje, dok se u savremenoj proizvodnji nadev odmah puni u omotače. Za 

pravilno zrenje kobasica važno je da se iz nadeva odstrani vazduh i omotači čvrsto napune 

masom. Nadev fermentisanih kobasica puni se u prirodne ili veštačke omotače, koji treba 

da su dovoljno čvrsti, elastični i propustljivi za dim, vodenu paru i gasove (Vuković, 

2006; Vuković, 2012, Šojić, 2013). Napunjene kobasice se podvezuju kanapom ili 

klipsaju, kače na štapove i odnose na sušenje i zrenje, gde se neko vreme čuvaju pri nižoj 

vlažnosti, kako bi se omotači zasušili (ceđenje) i tako pripremili za dimljenje (Ikonić, 

2013). Fermentisane kobasice se, po hladnom postupku, dime na početku zrenja, najčešće 

na temperaturama od (12 – 25) °C, kada kobasica sadrži više vode i sastojci dima mogu 

lakše da difunduju u proizvod. Dimljenjem se postižu karakteristična aroma i izgled 

proizvoda, ali i određeni antimikrobni i antioksidativni efekti (Tasić, 2012). U savremenoj 

preradi mesa, dim se proizvodi pomoću dimogeneratora, a dimljenje se odvija u 

komorama specijalizovanim za tu namenu, sa mogućnošću regulacije temperature, vlage i 

količine dima. Nasuprot tome, u tradicionalnim pušnicama, dim se dobija sagorevanjem 

drveta u otvorenom ložištu, a ambijentalni uslovi u pušnici u velikoj meri zavise od 

spoljašnjih klimatskih uslova. Za proizvodnju dima najčešće se koristi tvrdo listopadno 

drvo: bukva, hrast, jasen. Međutim, u postupku dimljenja nekih tradicionalnih kobasica 

koristi se drvo koštuničavog voća (višnja, trešnja, kajsija) ili četinara (Vuković, 2006; 

Petrović i sar., 2007; Šojić, 2013). Sušenje je osnovna fizička promena za vreme zrenja 

fermentisanih kobasica i ujedno najvažniji postupak konzervisanja, koji neposredno utiče 
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na održivost. U toku sušenja smanjuju se sadržaj vlage i aw-vrednost, a konzistencija 

kobasice postaje čvršća. Na nižoj aw-vrednosti inhibiraju se bakterije i usporava aktivnost 

enzima. Patogene bakterije ne mogu da rastu kada je aw-vrednost niža od 0.95, dok se 

bakterije važne za zrenje razvijaju pri aw-vrednosti od 0.90-0.94 i čine dominirajuću 

mikrofloru kobasice. Razvoj bakterija prestaje kada aw-vrednost bude niža od 0.90 i tada 

mogu da rastu samo kvasci i plesni (Vuković, 2012). Tokom procesa sušenja, istovremeno 

se odvijaju procesi fermentacije i zrenja, koji predstavljaju skup složenih biohemijskih 

procesa i promena čijim nastankom se sirovi nadev transformiše u dugotrajan, stabilan i 

bezbedan proizvod optimalne nutritivne vrednosti i senzorskog kvaliteta, bogate arome, 

definisane teksture i stabilne boje (Demeyer, 2004), pod uticajem enzimskog razlaganja 

proteina i masti, posredstvom delovanja endogenih enzima (enzimi iz mesa i masnog 

tkiva) i egzogenih enzima (enzimi poreklom od mikroorganizama). Ovi procesi dovode do 

toga da proizvod dobije karakteristična senzorska svojstva i dužu održivost. 

Karakterističan miris i ukus fermentisanih kobasica rezultat su delovanja nekoliko faktora. 

Pored izbora osnovnih sastojaka, soli, nitrita i začina, u formiranju poželjnih senzorskih 

svojstava značaj imaju i mikroorganizmi, proizvodi njihovog metabolizma i njihove 

hemijske i fizičke interakcije (Leistner, 2004). Bakterije mlečne kiseline, svojom 

metaboličkom aktivnošću, utiču na proces zrenja, dovodeći do stvaranja specifičnih 

senzorskih svojstava, istovremeno inhibirajući rast nepoželjnih mikroorganizama 

(Lindgren i Dobrogosr, 1990). 

Snižavanje vrednosti pH je osnovna fizičko-hemijska promena tokom fermentacije, 

kao početne faze u izradi fermentisanih kobasica. Od vrednosti pH zavisi održivost 

proizvoda, stvaranje stabilne boje, povezivanje nadeva i formiranje konzistencije i arome 

kobasice. Snižavanje vrednosti pH se odvija na dva načina: fermentacijom šećera do 

mlečne kiseline i upotrebom aditiva za snižavanje vrednosti pH. Fermentacija je 

mikrobiološki proces razlaganja šećera i drugih organskih jedinjenja bez prisustva 

kiseonika do mlečne kiseline i drugih proizvoda. Šećere fermentišu mikroorganizmi 

mlečno-kiselog vrenja, koji se nalaze prirodno u kobasici (spontana mikroflora), ili se 

selekcionisani mikroorganizmi dodaju u kobasicu kao starter kulture. U zavisnosti od 

visine temperature okolnog vazduha, fermentacija može da traje od svega nekoliko sati, pa 

do deset i više dana, u tradicionalnim kobasicama čiji se proces proizvodnje odvija pri 

veoma niskim temperaturama (Vuković, 2006; Ikonić, 2013). 

Za proces zrenja se može reći da traje od momenta izrade sirovog nadeva pa sve do 

momenta konzumiranja kobasice. Naime, ovaj proces podrazumeva promene na 

proteinima i lipidima mesa, odnosno procese proteolize i lipolize koji se dešavaju 

posredstvom delovanja enzima mišićnog i masnog tkiva, kao i enzima mikrobnog porekla 

(Gandemer, 2002; Toldrá, 2001). Šematski prikaz postupka proizvodnje suve 

fermentisane kobasice dat je na Slici 31. 
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Slika 31. Šematski prikaz procesa proizvodnje suvih fermentisanih kobasica (Škaljac, 2014) 
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2.9.2. Petrovačka kobasica (Petrovská klobása) 
 

Tradicija proizvodnje Petrovačkog kulena (Petrovská klobása) duga  je više od dva i 

po veka i povezana je sa naseljavanjem Slovaka u Vojvodinu i Bački Petrovac. Petrovački 

kulen (Petrovská klobása) se prvi put službeno pominje na velikoj izložbi poljoprivrednih 

proizvoda 1873. godine u Beču. Spada u fermentisane (trajne) proizvode visokog kvaliteta. 

Tradicionalno, Petrovačka kobasica proizvodi se u seoskim domaćinstvima tokom zimskih 

meseci kada je temperatura vazduha oko 0 
0
C ili niža, što uslovljava veoma spore procese 

fermentacije, sušenja i zrenja (do 120 dana). Ovaj proizvod izrađuje se isključivo od svinjskog 

mesa i čvrstog masnog tkiva, crvene ljute začinske paprike, soli, belog luka, kima i kristal 

šećera. Za razliku od industrijske proizvodnje fermentisanih kobasica, ova kobasica se 

proizvodi bez upotrebe aditiva i starter kultura, a za proces fermentacije i zrenja, kao i za 

krajnji kvalitet ovog proizvoda veoma je zaslužna mikrofolra specifična za upotrebljenu 

sirovinu i dato okruženje (Petrović i sar., 2007; Šojić, 2013). 

Najzačajnije je napomenuti da je ovaj proizvod potpuno prirodan, bez aditiva, 

konzervansa i sintetičkih dodataka. Oznaka geografskog porekla “Petrovská klobása” 

(Petrovačka kobasica) je upisana u Registar geografskih oznaka porekla, pod brojem 44, kao 

ime porekla za suhomesnati proizvod – fermentisanu kobasicu koja ima prijatan, blag miris na 

dim i aromu zrelog proizvoda, specifičnu za tu grupu fermentisanih proizvoda. Prijatnog je 

ukusa, pikantno ljutog ali ne kiselog. Proizvedena je u Bačkom Petrovcu, od domaće bele 

svinje u tipu Landrasa (krmača i kastrata starosti od 9 meseci - 12 meseci, mase 135 kg – 200 

kg), po postupku proizvodnje i karakteristikama identičnim onima koje su navedene u 

„Tehnološkom elaboratu o načinu proizvodnje i specifičnim karakteristikama proizvoda 

„Petrovská klobása“ (Petrovačka kobasica)“. U Tehnološkom elaboratu (Petrović i sar., 2007) 

definisani su parametri i kriterijumi kvaliteta, koji su iskazani kao standard koji se mora 

postići u izradi ove kobasice, koji će ubuduće moći nositi oznaku geografskog porekla 

(Petrovská klobása – Petrovačka kobasica). Definisani su sledeći kriterijumi kvaliteta: pH ≥ 

5.4, sadržaj vode < 35%, sadržaj proteina mesa > 25%, sadržaj slobodne masti < 35%, 

RSPVT/PM < 15%, sadržaj NaCl < 3.5%, indeks proteolize > 15%, svetloća (L*)= 32 - 37, 

čvrstoća=(10 – 15) N i ukupni senzorski kvalitet ≥ 4.5. 

2.9.3. Pakovanje fermentisanih kobasica 
 

Na kraju procesa proizvodnje, kobasice su spremne za kozumiranje. Do distribucije, 

kobasice se čuvaju (skladište) u komorama sa konstantnom temperaturom (15 °C) i 

relativnom vlažnošću vazduha (≈75%), u kojima je cirkulacija vazduha svedena na minimum 

da bi se smanjilo kalo kobasice (Ansorena i Astiasarán, 2004). Suve fermentisane kobasice se 

u maloprodaji često skladište u aerobnim uslovima, te je proizvod izložen delovanju kiseonika 

i, potencijalno, oksidativnim procesima. Proizvodi mesne industrije su posebno osetljivi na 

različite uticaje iz spoljašnje sredine, koji dovode do: gubitka vlage, promene boje, oksidacije 

lipida i mikrobiološke kontaminacije proizvoda (García-Esteban i sar., 2004; Rede i Petrović, 

1997).  

Pod uticajem atmosferskog vazduha, tokom skladištenja u maloprodaji, nastavlja se 

dehidratacija kobasica koja negativno utiče, kako na senzorska svojstva proizvoda 
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(naboranost površine omotača, tamna boja, suviše tvrda konzistenija), tako i na ekonomski 

efekat proizvodnje, s obzirom da dolazi do prekomernog gubitka mase.  

Poželjna crvena boja fermentisanih kobasica, koja podseća na boju svežeg mesa, 

potiče od nitrozilmioglobina. Kod Petrovačke kobasice, boja najvećim delom potiče od 

začinske crvene paprike, a samo jednim delom od nitrozilmioglobina nastalog redukcijom 

nitrata iz mesa jer nema dodavanja nitrita u meso tokom procesa proizvodnje. 

Nitrozilmioglobin je stabilan u odsustvu kiseonika. Međutim, ukoliko je kiseonik prisustan, 

vrlo brzo dolazi do oksidacije nitrozilmioglobina u metmioglobin. Brzina oksidacije je 

direktno srazmerna parcijalnom pritisku kiseonika. Svetlost ubrzava oksidaciju 

nitrozilmioglobina na vazduhu. U aerobnim maloprodajnim uslovima, boja kobasice počinje 

da bledi u roku od jednog sata, pod uticajem svetlosti i kiseonika (Robertson, 2006). 

Oksidacija lipida je jedan od osnovnih uzroka pogoršanja kvaliteta proizvoda od mesa 

koji se odvija se u prisustvu kiseonika. Oksidacija lipida utiče na ukus, boju, teksturu i 

nutritivnu vrednost kobasica. Sa obzirom da je sadržaj lipida u suvim fermentisanim 

kobasicama relativno visok, njihovom oksidacijom se narušava senzorski kvalitet pojavom 

užeglog mirisa i ukusa i promenom boje proizvoda. Oksidacija, takođe, može da utiče na 

hranljivu vrednost namirnica razlaganjem vitamina, polinezasićenih esencijalnih masnih 

kiselina ili čak može dovesti do nakupljanja toksičnih jedinjenja (Ansorena i Astiasarán, 

2004; Šojić, 2013).  

Sastav mikroflore uzročnika kvara tokom skladištenja zavisi od kvaliteta mesa, sastava 

atmosfere oko proizvoda i od broja i sastava mikroflore na proizvodu pre pakovanja. Najčešći 

uzročnici kvara su vrste mikroorganizama koji najbrže rastu u uslovima u kojima se drži 

kobasica. Skladištenjem u aerobnim uslovima na niskim temperaturama (-1 do +5˚C) 

dominiraju vrste roda Pseudomonas. U odsustvu glukoze, ove bakterije razgrađuju 

aminokiseline, usled čege se oslobađa amonijak, gas izuzetno neprijatnog mirisa. U 

anaerobnim uslovima dominiraju rodovi: Lactobacillus i Enterobacteriaceae i B. 

thermosphacta. U anaerobnim uslovima pri nižim temperaturama, najčešće preovladaju 

mlečnokisele bakterije (posebno Leuconostoc), koje nemaju štetne metabolite.  

Mikrobiološka sigurnost se, pre svega, postiže higijenski odgovornim vođenjem 

procesa proizvodnje i pakovanja, snižavanjem koncentracije kiseonika i povišavanjem 

koncentracije ugljendioksida u ambalaži, skladištenjem pri niskim temperaturama (Robertson, 

2006; Rede i Petrović, 1997). Efikasno rešenje za očuvanje kvaliteta za duži vremenski period 

skladištenja fermentisanih suvih kobasica ogleda se u pravilnom izboru ambalažnog 

materijala, kvalitetnom vođenju formiranja i zatvaranja ambalaže i upotrebi savremenih 

uslova pakovanja. Očuvanje senzorskih i nutritivnih svojstava i mikrobiološke sigurnosti 

proizvedenih kobasica omogućavaju savremeni postupci i uslovi pakovanja u vidu pakovanja 

u vakuumu i u modifikovanoj atmosferi (Šakota i sar.  2002; Lazić i sar. 2002).  

Pakovanje u vakuumu značajno produžuje održivost fermentisane kobasice, 

sprečavajući ili usporavajući razvoj velikog broja aerobnih mikroorganizama, sprečavajući 

oksidaciju masnih kiselina i održavajući boju proizvedene kobasice. Da bi se izbeglo 

zaostajanje vazduha u ambalaži preporučuje se upotreba termoskupljajućih barijernih folija. 
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Uspešnost pakovanja u vakuumu zavisi od početnog mikrobiološkog i tehnološkog kvaliteta 

mesa, kao i od primene adekvatnih temperatura skladištenja. Pakovanje ne može doprineti 

poboljšanju karakteristika proizvoda lošeg kvaliteta ili mikrobiološki neispravnog proizvoda.  

Takođe, ambalažni materijal mora imati dobre fizičko-mehaničke i barijerne karakteristike uz 

pravilno, hermetično formiranje i zatvaranje ambalaže  (Šakota i sar.  2002; Robertson, 2006).  

Pakovanje u modifikovanoj atmosferi je savremeni metod pakovanja, gde se vazduh 

iznad proizvoda zameni smešom gasova, najčešće O2, CO2 i N2 određenih koncentracija. 

Prisustvo kiseonika se, kod pakovanja fermentisanih kobasica, ograničava do 0.5%, da bi se 

sprečila oksidacija masnih kiselina i nitrozilmioglobina. Ugljendioksid (CO2) se koristi zbog 

inhibitornog delovanja na aerobne mikroorganizme, moguće uzročnike kvara. Ugljendioksid 

se dobro rastvara u mastima, a rastvorljivost, pa samim tim i bakteriostatsko dejstvo je 

maksimalna na temperaturi od 5°C. Kao prateći gas uz CO2 koristi se N2, koji je inertan gas. 

Od strane većeg broja autora preporučen je sastav atmosfere za pakovanje fermentisanih 

kobasica: 20-30% CO2, a ostatak čini N2 (Ahvenainen, 2003; Robertson, 2006; García-

Esteban i sar., 2004). Gasna atmosfera iznad upakovanog proizvoda se tokom vremena 

skladištenja menja, zbog biohemijskih procesa u proizvodu, propustljivosti ambalažnih 

materijala za gasove ili nehermetičnosti varova (Tsigarida i Nychas, 2001). Više faktora utiče 

na održivost proizvoda pakovanih u modifikovanoj atmosferi: kontrolisana temperatura, 

higijenski uslovi, kvalitet proizvoda, veličina postora iznad proizvoda (preporučen je odnos 

proizvoda i slobodnog prostora 1:1), sastav gasova, sadržaj preostalih gasova (zavisi od 

korišćene tehnike u MAP-u), čistoća gasova, propustljivost ambalažnih materijala za gasove, 

kvalitet formiranja vara, hermetičnost ambalaže i adsorpcija gasova na površinu proizvoda 

(Skandamis i Nyhas 2002; Houben i sar. 2000; Ahvenainen, 2003). 

Za primenu vakuuma i modifikovane atmosfere za pakovanje fermentisanih kobasica 

moraju se upotrebiti ambalažni materijali dobrih barijernih svojstava. Najčešće su to folije 

osnovnog sastava poliamid (PA)/polietilen (PE), ili polietilentereftalat (PET)/ polietilen (PE) 

koje mogu da sadrže i barijerne slojeve etilen-vinil-acetat (EVA), etilen-vinil-alkohol 

(EVOH), poliviniliden-hlorid (PVDC) i druge. Ovi višeslojni ambalažni materijali se mogu 

proizvoditi različitim tehnologijama, kaširanjem, ekstruzionim oslojavanjem ili 

koekstruzijom. Od broja, osobina slojeva polimera i od primenjene tehnologije spajanja zavisi 

kvalitet višeslojne barijerne folije. Savremena tehnologija koekstruzije daje najveće 

mogućnosti dobijanja tankih višeslojnih folija željenih barijernih karakteristika (Lazić i sar., 

2002). Pored višeslojnih polimernih materijala, u cilju postiznja potpune barijere, koriste se i 

kombinovani ambalažni materijali u kojima je veoma tanak sloj aluminijuma vakuum oslojen 

na sloj PET-a  (Lee, 2010). Iako svi navedeni materijali imaju dobra funkcionalna svojstva, 

nedostatak im je što se na mogu reciklirati, a imaju izuzetno dugačak životni vek, pa njihovo 

zbrinjavanje nakon upotrebe predstavlja veliko ekološko opterećenje.   

Pored savremenih uslova pakovanja, aktuelnost aktivnih ambalažnih materijala i 

ambalaže raste, pa se tako pakovanje dalje optimizuje upotrebom različitih emitera 

(antimikrobnih agenasa, antioksidativnih agenasa, etilena i CO2) i apsorbera (vezuju etilen, 

vlagu, CO2 i O2 ). Kao nosioce aktivnih komponenti, moguće je koristiti biopolimere, 

materijale dobijene iz obnovljivih sirovina, najčešće valorizacijom otpada prehrambene i 
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agroindustrije. Pored jeftine sirovine za proizvodnju biopolimera, njihove funkcionalnosti kao 

ambalažnih materijala, mogućnosti primene za aktivno pakovanje, ovi polimeri su i 

biorazgradivi, a njihovom upotrebom se smanjuje obim problema zbrinjavanja velike količine 

ambalažnog otpada. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1. Materijal 

 

Komercijalni hitozan niskog, srednjeg i visokog viskoziteta, polietilen oksid (prosečna 

molekulska masa 100 000) i 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH•) radikal su proizvodi Sigma-

Aldrich Chemical Co. (St. Luis MO, USA). Etarska ulja origana i kima su proizvodi firme 

Herba doo (Beograd, Srbija), a pčelinji vosak je nabavljen od lokalnog udruženja pčelara 

Medin med (Novi Sad, Srbija). Glacijalna sirćetna kiselina i Tween 20 su proizvodi firme 

Superlab (Beograd, Srbija). Kolageni omotači KOKO  55 su dobijeni od proizvođača Koteks 

Viscofan DOO (Novi Sad, Srbija). 

3.1.1. Priprema biofilmova 

U velikom broju predeksperimentima, tokom uvođenja postupka sinteze hitozanskog 

biofilma, utvrđena je minimalna koncentracija hitozana za proizvodnju filma prihvatljivih 

senzorskih svojstava od 0.4% (w/v) u 1% (v/v) sirćetnoj kiselini. Rastvori hitozana različitog 

viskoziteta: hitozan visokog viskoziteta (Hvv), hitozan srednjeg viskoziteta (Hsv) i hitozan 

niskog viskoziteta (Hnv) su pripremljeni rastvaranjem određene mase hitozana (0.4%, w/v) u 

sirćetnoj kiselini (1%, v/v), mešanjem na magnetnoj mešalici u toku 24 h. Nakon mešanja, 

rastvor se podvrgava vakuum filtraciji da bi se uklonile zaostale nerastvorene čestice, a 

dobijeni filtrat predstavlja filmogeni rastvor. Filmogeni rastvor je, pored dobijanja hitozanskih 

filmova, korišćen i za sintezu kompozitnog filma, mešanjem u odnosu 1:1 sa rastvorom 0.8% 

(w/v) poli (etilen-oksida) (PEO) u vodi. Dobijeni hitozanski i hitozan-PEO filmogeni rastvori 

su razliveni na Petri ploče, koje su postavljene na ravnu površinu (kontrola libelom), gde se 

odvija proces sušenja na sobnim uslovima (relativna vlažnost vazduha 55% ± 10%, 

temperatura 22 °C ± 3 °C). Filmovi su, pre analiziranja, kondicionirani na sobnim uslovima u 

toku 3 dana. Hitozanski filmovi su označeni na osnovu hitozana od kojeg su dobijeni, kao: 

o Hnv, film na bazi hitozana niskog viskoziteta  

o Hsv, film na bazi hitozana srednjeg viskoziteta i 

o Hvv, film na bazi hitozana visokog viskoziteta 

 

a kompozitni filmovi imaju i dodatnu oznaku PEO:  

o HsvPEO, film na bazi hitozana srednjeg viskoziteta i poli (etilen-oksida) i 

o HvvPEO, film na bazi visokoviskoznog hitozana i poli (etilen-oksida) 

 

3.1.1.1. Priprema hitozanskih biofilmova uz dodatak etarskog ulja origana 

i odgovarajućih laminiranih kolagenih omotača 

  

Postupak pripreme započinje rastvaranjem 0.4% (w/v) hitozana u 1% (v/v) sirćetnoj 

kiselini, mešanjem na magnetnoj mešalici u toku 24 h. U rastvor hitozana je dodata različita 

koncentracija etarskog ulja origana (EUO): 0% (v/v), 0.2% (v/v), 0.4% (v/v), 0.6% (v/v) i 

0.8% (v/v) i površinski aktivne supstance Tween 20 (polovina zapremine dodatog ulja). 

Nakon toga, u cilju formiranja emulzije, smeša je lagano mešana na magnetnoj mešalici u 

toku 1 h, a nakon toga intenzivno mešana mikserom, 5 min. Nastala emulzija je ostavljena da 
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miruje sat vremena pri sobnim uslovima, tokom kojih zaostali mehurovi vazduha izlaze. 

Smeša je zatim filtrirana, uz primenu vakuuma, da bi se uklonile zaostale nerastvorene 

čestice. Dobijeni filtrat je razliven u Petri ploče (u masi od 40 g), koje su postavljajene na 

ravnu površinu (kontrola libelom), gde se odvija proces sušenja na sobnim uslovima (relativna 

vlažnost vazduha 55% ± 10%, temperatura 22 °C ± 3 °C). Poslednji korak predstavlja 

kondicioniranje filmova, takođe na sobnim uslovima, u toku 3 dana.  

Za formiranje hitozan-kolagen laminiranih filmova, filmogene smeše sa različitim 

koncentracijama EUO: 0% v/v, 0.2% v/v, 0.4% v/v, 0.6% v/v i 0.8% v/v, su nanesene na 

kolageni omotač, umesto razlivanja na Petri ploču, i na ovaj način su dobijeni laminirani 

omotači namenjeni za upotrebu u mesnoj industriji, za zaštitu suvih fermentisanih kobasica. 

Laminirani omotači su pripremljeni premazivanjem filmogene smeše preko kolagenog 

omotača četkicom sa prirodnim vlaknima u tri sloja. Pre nanošenja sledećeg sloja, naneseni 

sloj je ostavljen da se osuši, minimalno oko 5h pri sobnim uslovima (relativna vlažnost 

vazduha 55 % ± 10 %, temperatura 22 °C ±3 °C). Nakon sušenja poslednjeg sloja, omotači su 

3 dana kondicionirani u sobnim uslovima.  

 

3.1.1.2. Priprema hitozanskog biofilma uz dodatak etarskog ulja kima i 

odgovarajućeg laminiranog kolagenih omotača 

 

Prema istom postupku kao i kod filmova i omotača na bazi hitozana sa etarskim uljem 

origana, pripremljena je filmogena emulzija sa dodatkom 0.8% (v/v) etarskog ulja kima 

(EUK). Ova filmogena emulzija je korišćena za dobijanje biofilmova razlivanjem na Petri 

ploče, kao i za dobijanje laminiranog kolagenog omotača premazivanjem filmogene emulzije 

preko kolagenog omotača u tri sloja. Film i laminirani omotač su označeni sa 0.8% EUK, na 

osnovu sastava. 

 

3.1.1.3. Priprema hitozanskih biofilmova uz dodatak etarskog ulja kima i 

različite koncentracije pčelinjeg voska i odgovarajućih laminiranih 

kolagenih omotača 

 

Rastvor hitozana je pripremljen rastvaranjem hitozana (0.8%, w/v) u sirćetnoj kiselini 

(1%, v/v). Da bi se hitozan rastvorio, rastvor je ostavljen preko noći na magnetnoj mešalici. 

Nakon rastvaranje hitozana, rastvoru je dodato EUK (0.8%, v/v) i površinski aktivna 

supstanca Tween 20 (0.4%, v/v), nakon čega je smeša zagrejana u vodenom kupatilu na 70 

°C, uz mešanje laboratorijskom mešalicom da se dobije bela homogena emulzija. U istom 

vodenom kupatilu (70 °C) otopljena je određena masa pčelinjeg voska i u nju je dodata 

napravljena emulzija uz mešanje. Na toplo je izvršena homogenizacija mešanjem pri 20 000 

obrtaja/min tokom 2 min, nakon čega je emulzija ostavljena da miruje 2 min i još jednom 

homogenizovana pri 20 000 obrtaja/min tokom 2 min (Silent Crusher M, Heidolph, 

Nemačka). Šest različitih filmogenih emulzija je dobijeno dodatkom različite koncentracije 

voska: 0 kg/m
3
, 18 kg/m

3
, 36 kg/m

3
, 54 kg/m

3
, 72 kg/m

3
, 90 kg/m

3
. Emulzije su razlivene na 

Petri ploče i ostavljene da se osuše na sobnim uslovima (relativna vlažnost vazduha 55% ± 

10%, temperatura 22 °C ± 3 °C). Nakon sušenja, filmovi su kondicionirani još 3 dana na 
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sobnim uslovima, pre pristupanja analiziranju. Kao kontrola je korišćen čisto hitozanski film 

(bez EUK i voska), označen kao 0 (C).  

Laminirani kolageni omotači su formirani premazivanjem filmogene smeše preko 

kolagenog omotača u tri sloja. Nakon sušenja, omotači su kondicionirani još 3 dana na 

sobnim uslovima. Nelaminirani kolageni omotač je korišćen kao kontrola i označen je kao 0 

(Kol). 

Za određivanje antioksidativnih i antimikrobnih svojstava hitozanskih biofilmova, 

pored već navedenih filmova korišćeni su i filmovi, označeni kao: 

 0%, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana  

 0.8% EUO, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana i 0.8% (v/v) EUO 

 0.8% EUK, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana i 0.8% (v/v) EUK 

 2% EUK, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana i 2% (v/v) EUK 

 3% EUK, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana i 3% (v/v) EUK,  

 18A, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana, 0.8% (v/v) EUK i 18 kg/m
3 

pčelinjeg 

voska 

 36A, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana, 0.8% (v/v) EUK i 36 kg/m
3 

pčelinjeg 

voska 

 54A, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana, 0.8% (v/v) EUK i 54 kg/m
3 

pčelinjeg 

voska 

 72A, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana, 0.8% (v/v) EUK i 72 kg/m
3 

pčelinjeg 

voska 

 94A, sastav filma: 0.8% (w/v) hitozana, 0.8% (v/v) EUK i 94 kg/m
3 

pčelinjeg 

voska 

 

3.1.2. Proizvodnja Petrovačke kobasice ("Petrovská kolbása") 

 

Kobasice su u sve tri proizvodne sezone napravljene prateći Tehnološki elaborat (Petrović 

i sar., 2007) kao tradicionalni postupak izrade ove kobasice.  Kobasice su izrađene od 

svinjskog mesa prve i druge kategorije (oko 85%) i čvrstog masnog tkiva leđa i vrata (oko 

15%) koji su prvo samleveni (aparat za mlevenje mesa PM-70/12, Mainca, St. Louis, 

Missouri, USA) na čestice veličine 10 mm, a onda su im dodati začini, u sledećim 

procentima: 2.50% crvene ljute paprike, 1.80% soli, 0.20% izgnječenog belog luka, 0.20% 

kima i 0.15% šećera. Svi sastojci su izmešani i mešavina je napunjena u kolagene omotače 

(55 mm prečnika) upotrebom vakuum punilice (VF 50, Albert Handtmann Maschinenfabrik 

GmbH & Co. KG, Biberach, Nemačka) i kobasice su ostavljene da se ocede tokom 24h. 

Nakon ceđenja, kobasice su odimljene u postupku koji je trajao 10 dana, sa pauzama. Nakon 

završenog dimljenja, kobasice su podvrgnute procesu sušenja i zrenja do postizanja sadržaja 

vlage < 35%, pri t= 8 °C - 10 °C i relativnoj vlažnosti vazduha 90% - 75%.  

U prvoj proizvodnoj sezoni je jedna polovina proizvedenih kobasica zaštićena sa tri sloja 

filmogene emulzije sastava: hitozan (0.4%, w/v) rastvoren u sirćetnoj kiselini (1%, v/v); EUO 

(0.2%, v/v) i površinski aktivna supstanca Tween 20 (0.1%, v/v). Svaki sloj je ostavljen da se 
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osuši pre nego što bi sledeći sloj bio nanesen. Druga polovina proizvedenih kobasica je 

ostavljena kao kontrolna. Kobasice su označene kao: 

 kontrolna kobasica i  

 kobasica sa hitozanskim premazom.  

 

U drugoj proizvodnoj sezoni je razlika u proizvodnji kobasice bila ta što je u  polovinu 

dobijenog nadeva dodata komercijalna starter kultura (Quick Starter, Lay Gewirce OHG, 

Nemačka) čiji sastav (Staphylococcus carnosus 25%, Staphylococcus xylosus 25%, 

Lactobacillus sakei 25%, Pediococcus pentosaceus 25%) najviše odgovara identifikovanom 

profilu autohtone mikroflore u tradicionalnoj proizvodnji, dok je druga polovina ostala 

nepromenjena. Kobasice sa i bez dodate komercijalne starter kulture su nakon proizvodnje 

podeljene u dve grupe: po jedna polovina je premazana filmogenom emulzijom, sastava: 

hitozan (0.4%, w/v) rastvoren u sirćetnoj kiselini (1%, v/v) sa etarskim uljem kima (0.8%, 

v/v) i površinski aktivnom supstancom Tween 20 (0.4%, v/v). Filmogena emulzija je 

nanesena u tri sloja, pri čemu je svaki sloj ostavljen da se osuši pre nego što bi sledeći sloj bio 

nanesen. Druga polovina od obe vrste proizvedenih kobasica je ostavljena kao kontrolna. 

Oznake kobasica su:  

 kontrolna kobasica: za kobasicu bez dodate starter kulture i bez hitozanskog 

premaza 

 kobasica sa hitozanskim premazom: za kobasicu bez dodate starter kulture i sa 

hitozanskim premazom 

 kontrolna kobasica SK: za kobasicu sa dodatom starter kulturom i bez 

hitozanskog premaza 

 kobasica SK sa hitozanskim premazom: za kobasicu sa dodatom starter 

kulturom i sa hitozanskim premazom 

 

U trećoj proizvodnoj sezoni je, pored opisanog opšteg proizvodnog postupka, ukupna 

količina kobasica podeljena na dva dela i u jedan deo je dodata starter kultura u obliku maje 

(dobijena izolovanjem korisne mikroflore u proizvodnji ovog tipa kobasice u prethodnoj 

proizvodnoj sezoni), sastava 90%  Lactobacillus sakei i 10% Staphylococcus spp. Svaka od 

dve dobijene grupe kobasica je podeljena na dva dela i jedan deo je premazan filmogenom 

emulzijom sastava: hitozan (0.8%, w/v) rastvoren u sirćetnoj kiselini (1%, v/v), EUK (0.8%, 

v/v), Tween 20 (0.4%, v/v) i pčelinji vosak (18 kg/m
3
). Filmogena emulzija je premazana u tri 

sloja, pri čemu je svaki sloj ostavljen da se osuši pre nego što bi sledeći sloj bio nanesen. 

Druga polovina od obe vrste proizvedenih kobasica je ostavljena kao referentna. Kobasice su 

označene kao:  

 kontrolna kobasica: kobasica bez dodate autohtone starter kulture i bez 

hitozanskog premaza 

 kobasica sa hitozanskim premazom: kobasica bez dodate autohtone starter 

kulture i sa hitozanskim premazom 
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 kontrolna kobasica ASK: kobasica sa dodatom autohtonom starter kulturom i bez 

hitozanskog premaza 

 kobasica ASK sa hitozanskim premazom: kobasica sa dodatom autohtonom 

starter kulturom i sa hitozanskim premazom 

 

Kobasice su čuvane u kontrolisanim uslovima temperature (15 ºC) i relativne vlažnosti 

(75%). U određenim, zadatim, intervalima kobasice su uzorkovane radi praćenja parametara 

kvaliteta do isteka očekivanog roka upotrebe. Raspored uzorkovanja u sve tri sezone, dat je u 

Tabeli 8. 

Tabela 8. Raspored uzorkovanja Petrovačke kobasice tokom skladištenja  

Sezona Raspored uzorkovanja (Dani od kraja sušenja) 

I 0 60 150 210 

II 0 30 60 150 

III 0 30 180 - 
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3.2. Metode ispitivanja 

 

3.2.1. Ispitivanje fizičko-mehaničkih karakteristika biofilmova 

 

3.2.1.1. Određivanje debljine 

 

Debljinа filmа merenа je mikrometrom (type 30, Tesa, Switzerland), sа osetljivošću 

od 0.001 mm. Debljina uzorka merena je na deset pozicija, a rezultat je iskazan kao srednja 

vrednost merenja tri uzorka istog filma ± standardna devijacija (SD). 

 

3.2.1.2. Određivanje zatezne jačine i izduženja pri kidanju 

 

Mehaničke osobine filmovа, zatezna jačina (TS-tensile strength) i izduženje pri 

kidanju (EB-elongation at break), mereni su nа aparatu Instron Universal Testing Instrument, 

Model No 4301 (Instron Engineering Corp., Canton, MA), premа ASTM stаndаrdnoj metodi 

D882-10 (ASTM, 2010). Uzorci filma sečeni su u prаvougаone trake dužine 90 mm i širine 

15 mm. Početni razmak između klema instrumenta podešen je na 50 mm.  

Vrednost TS (MPа) je rаčunаtа kao odnos maksimalne sile koju film trpi, pre kidanja, 

i poprečnog presekа filmа, na koji deluje sila. Vrednost EB je rаčunаtа kаo odnos dužine 

uzorka pre (50 mm) i posle delovana maksimalne sile, u trenutku kidanja uzorka. EB je data 

kao procenat izduženja (%) (ASTM D882-10, 2010). TS i EB su računate kao srednje 

vrednosti minimalno pet ponavljanja, sa svaku veličinu.  

3.2.2. Ispitivanje strukturnih karakteristika biofilmova 

3.2.2.1. ATR-FTIR spektrofotometrija 

FTIR analiza uzoraka filmova izvedena je u opsegu talasnih brojeva od 4000 do 600 

cm
-1

, pri rezoluciji od 4 cm
-1

, na IR spektrofotometru, Nicolet iS10, Thermo Scienticif 

(Massachusetts, USA), na dodatku za atenuaciju totalne refleksije (ATR). Svaki uzorak 

skeniran je 16 puta, dok je slepa proba snimana pre analize svakog uzorka. IR 

spektrofotometrom se upravlja preko računara, opremljenog softverom Omnic 8.1. (Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA). 

3.2.2.2. Elektron skenirajuća mikroskopija (SEM) 

Mikrostruktura filmova je određena elektron skenirajućom mikroskopijom (SEM), 

koja je izvedena na elektronskom mikroskopu JOEL 6 400 LV SEM (Japan Electron Optics, 

Tokyo, Japan) pri naponu ubrzanja od 20 kV. Uzorci filma fiksirani su na alumunijumskim 

nosačima, celofanskim trakama i prevučeni tankim slojem zlata (20 nm), raspršenim po 

površini uzorka. Za analizu površine filma korišćena su uvećanja 500× i 5 000×, dok su za 

analizu poprečnog preseka filma korišćena uvećanja 500× i 1 000×. 
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3.2.3. Ispitivanje fizičko-hemijskih karakteristika biofilmova 

3.2.3.1. Određivanje sadržaja vlage 

Uzorci filmova, dimenzija (2 x 2) cm, su izmereni na analitičkoj vagi (m1), i sušeni na 

103 °C ± 2 °C, 24 h, nakon čega im je ponovo izmerena masa (m2). Uzorci su, po potrebi, 

dodatno sušeni do konstantne mase. Sadržaj vlage (%) je određen kao procenat gubitka 

početne mase filma, nakon sušenja, a rezultat je izražen na masu vlažnog uzorka, prema 

jednačini: 

Sadržaj vlage (%) = (m1 – m2)×100 / m1  (7) 

Sadržaj vlage izražen je kao srednja vrednost tri nezavisna merena, za svaki film (Rhim i sar., 

2002). Pored određivanja sadržaja vlage filma kondicioniranog u sobnim uslovima, filmovi 

su, pre određivanja, kondicionirani i pri t = (23 ± 3) °C u različitim uslovima relativne 

vlažnosti vazduha, RH = 0%, RH = 50% i RH = 90%. 

3.2.3.2. Određivanje sposobnosti bubrenja  

Uzorcima filmova, dimenzija (1 x 2) cm, izmerena je masa (m1) na analitičkoj vagi, a zatim su 

uronjeni u dejonizovanu vodu (25 °C), u trajanju od 2 min. Iz vlažnih uzoraka je, filter 

hartijom, uklonjen višak vode, nakon čega su uzorci izmereni na analitičkoj vagi (m2). 

Količina apsorbovane vode računata je prema jednačini (jednačina 8): 

Sposobnost bubrenja (%) = (m2 – m1)×100/ m1,  (8) 

gde su m2 i m1 mase vlažnog i suvog uzorka (Bigi i sar., 2004). Za svaki film, test bubrenja je 

ponovljen tri puta. Osim u vodi, test na sposobnost bubrenja je određen i u puferima pH = 4, 

pH = 7 i pH = 9. 

3.2.3.3. Određivanje rastvorljivosti  

Uzorci biofilma (2×2) cm su osušeni u sušnici na (103 ± 2) °C, tokom 24 h i izmereni 

na analitičkoj vagi, čime je dobijena početna suva materija filmova. Nakon merenja, svaki 

film je postavljen u čašu sa 50 ml destilovane vode i ostavljen tokom 24 h na sobnoj 

temperaturi, uz povremeno mućkanje. Nakon isteka 24 h, filmovi su izvađeni iz vode, osušeni 

u sušnici tokom 24 h na 105˚C i izmereni na analitičkoj vagi da se dobije suva materija filma 

nakon rastvaranja (Casariego i sar., 2008). Rastvorljivost filmova (%) je izračunata na osnovu 

jednačine 9: 

Rastvorljivost (%) = (m1-m2) ×100/m1  (9) 

gde je m1 suva materija filma pre izvršenog testa rastvorljivosti, a m2 suva materija filma 

nakon izvršenog testa rastvorljivosti. Test za određivanje ukupne rastvorljivosti urađen je u tri 

nezavisna ponavljanja, a rezultat je dat kao srednja vrednost ± SD. 
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3.2.3.4. Određivanje boje  

Boja je analizirana u CIE (International Commission on Illumination) L*a*b* sistemu 

i opisana koordinatama svetloće (L*), udela crvene (a*) i udela žute boje (b*). CIE L*a*b* 

koordinate boje su određene pomoću uređaja Minolta hromometar CR-400 sa Light Protection 

Tube CR-A33b (Minolta, Osaka, Japan) upotrebom D-65 osvetljenja, 2° standardnog ugla 

posmatrača i otvora u mernoj glavi od 8 mm. Uzorci filma stavljeni su na površinu bele 

standardne ploče, a na displeju instrumenta očitane su vrednosti veličina L*, a* i b*. Veličina 

L* određuje stepen svetloće (0 = crno, 100 = belo), veličina a* karakteriše zelenu i crvenu 

nijansu filma (-a* – zelena nijansa, +a* – crvena nijansa) a veličina b* plavu i žutu nijansu (-

b* – plava nijansa, +b* – žuta nijansa). Za svaki film, test određivanja boje je ponovljen pet 

puta, a rezultat je dat kao srednja vrednost ± SD. Pre svake serije merenja, uređaj je kalibrisan 

pomoću bele keramičke pločice (CR-A43). Ukupna razlika u boji filmova, izražena kao 

vrednost ΔE je izračunata na osnovu jednačine 10: 

       
          

          
                    (10) 

L0, a0 i b0 su standardne vrednosti bele keramičke pločice L0 = 96.86, a0= –0.02, i b0 = 1.99. 

 

3.2.4. Ispitivanje barijernih svojstava biofilmova 

3.2.4.1. Određivanje propustljivosti gasova  

Određivanje propustljivosti gasova (CO2, N2, O2) izvedeno je prema proceduri Lyssy. 

Ova procedura predstavlja izostatičku gas-hromatografsku metodu (DIN 53380), koja se 

izvodi upotrebom Lyssy GPM-200 aparata, gasnog hromatografa, proizvođača Gasukuro 

Kogyo GC- 320 i HP 3396A integratora. Standardni Gow-Mac serije 552 gasni hromatograf, 

sa detektorom termičke provodljivosti, osnovni je instrument za kvantitativnu analizu. Gasni 

hromatograf, sa dvojnim sistemom kolona, sadrži kolonu Porapack QS (3 m) i kolonu sa 

molekulskim sitima (4.5 m), povezanih serijski, a odnos razdvajanja protoka gasova kroz 

kolone se može regulisati restrikcionim ventilom inkorporiranim ispred Porapack kolone, što 

omogućava razdvajanje svih poznatih gasova, posebno kiseonika i azota iz vazduha. 

Ispitivanja su vršena na 23 ºC, pri razlici pritisaka od 1 bar. Uzorci filma su fiksirani na nosač 

i stavljani u komoru za ispitivanje. Propustljivost gasova određena je pri izostatskim 

uslovima, u komori podeljenoj na dva dela uzorkom filma. Sa jedne strane filma, u komori je 

čist helijum, a sa druge, smeša gasova kiseonik, azot, ugljen dioksid (1:1:1). Pritisak je isti sa 

obe strane filma (0.2 bara). Tokom analize dolazi do postepenog zasićenja helijuma smešom 

gasova, u zavisnosti od propustljivosti filma. Koncentracija gasova u komori sa helijumom, 

detektovana je i određena gasnim hromatografom i integratorom. Površina pika na određenom 

retencionom vremenu, na dobijenom hromatogramu, predstavlja količinu propuštenog gasa iz 

smeše. Propustljivost vazduha računata je na osnovu sadržaja pojedinih gasova u vazduhu. 

Dobijeni rezultati izraženi su kao ml/(m
2
24h) pri razlici pritisaka od 1 bar. Za svaki uzorak 

filma, urađena su tri ponavljena testa, a rezultat je prikazan kao srednja vrednost ± SD. 
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3.2.4.2. Brzina propustljivosti vodene pare  

 

Brzina propustljivosti vodene pare kroz filmove je određena gravimetrijskom metodom 

(metod sa posudicama), prema standardnoj metodi ISO 2528:1995, uslov A (t = 25 °C ± 1 °C 

i RH= 90 % ± 2 %). Silika gel je korišćen kao desikant u test posudicama. Tri simultana 

ponavljanja su urađena za svaki uzorak filma, a rezultat je prikazan kao srednja vrednost ± 

SD.   

3.2.5. Ispitivanje antioksidativnog potencijala biofilmova u rastvoru DPPH• 

radikala 

 

Antiradikalska aktivnost rastvorenog dela biorazgradivog filma prema slobodnim 

DPPH• radikalima određena je spektrofotometrijskom metodom, merenjem promene 

koncentracije stabilnih DPPH• radikala, u prisustvu ispitivanih filmova. Antiradikalska 

aktivnost biorazgradivih filmova prema slobodnim DPPH• radikalima (AA, %) određena je 

po modifikovanoj metodi Morales i Jimenez-Perez (2001). Svež rastvor DPPH• radikala (0.16 

mM) pripremljen je u etanolu. U 2.4 mL rastvora je postavljeno 100 mg filma koji se analizira 

i rastvor je postavljen na mešalicu tokom 2.5 h, 4 h i 24 h, na sobnoj temperaturi. Uporedo je 

postavljena i slepa proba koja nije sadržala film. Nakon isteka zadatog vremena, film je 

uklonjen i preostala koncentracija DPPH• je određena merenjem apsorbance na 520 nm 

pomoću T80/T80+UV-Vis spektrofotometra (PG Instruments Ltd.). AA filmova je izračunata 

na osnovu jednačine 11: 

AA (%)=(1-[DPPH•]t) ×100/[DPPH•]c  (11) 

gde je [DPPH•]t koncentracija DPPH• za analizirani uzorak, a [DPPH•]c koncentracija DPPH• 

za odgovarajuću slepu probu. Za svaki film i svaki period vremena, test je ponovljen tri puta i 

rezultat je dat kao srednja vrednost ± SD. 

3.2.6. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti biofilmova 

Antimikrobna aktivnost je testirana prema odredbama standarda ASTM E2149, koji 

opisuje kvantitativni antimikrobni test pod dinamičkim uslovima kontakta. Kao test 

organizmi, odabrane su dve gram-pozitivne (Staphylococcus aureus i Listeria 

monocytogenes) i dve gram-negativne bakterije (Escherichia coli i Salmonella Typhimurium). 

Sveži inokulumi za antibakterijsku analizu su pripremljeni na hranljivom agaru (Merck, 

Germany), na 37 ˚C tokom 24 h. Inkubirana test kultura je razređena sterilnim fosfatnim 

puferom (3 mM KH2PO4; pH 6.8) da se dobije koncentracija ćelija u kontaktu sa filmom od 

(1.5 – 3)×10
5
. Ovako dobijen rastvor je korišćen kao radno bakterijsko razređenje. 

Uzorci filma su tretirani UV lampom (Kruss, Germany): 254 nm tokom 0.5 h sa svake strane, 

isečeni na uzorke kontaktne površine 58 cm
2
 i prebačeni u Erlenmajer bocu od 250 mL koja je 

sadržala 50 mL radnog bakterijskog razređenja. Sve boce su začepljene i postavljene na 

tresilicu (Wrist Action incubator shaker) na 120 rpm tokom 24 h na sobnoj temperaturi. 

Nakon kontaktnog perioda od 3 h i 24 h, 1 mL bakterijskog razređenja je serijski razređen i 

prenesen na Tripton soja agar (Merck, Germany). Inokulisane Petri ploče su postavljene na 
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inkubaciju na 37 °C tokom 24 h, nakon čega je izvršeno brojanje kolonija. Prosečna vrednost 

dve paralele je preračunata kao CFU/mL u Erlenmajer boci, množenjem sa faktorom 

razblaženja. Antimikrobna aktivnost je izražena kao redukcija broja mikroorganizama nakon 

kontakta sa uzorkom filma u odnosu na početni broj mikroorganizama (jednačina 12): 

R, % (CFU/mL)=(B-A)×100/B  (12) 

gde A predstavlja broj vijabilnih ćelija (CFU/mL) u boci sa analiziranim uzorkom filma 

nakon određenog perioda kontakta, dok B predstavlja broj vijabilnih ćelija (CFU/mL) u boci u 

“nultom” vremenu, pre dodatka analiziranog uzorka. 

3.2.7. Parametri kvaliteta Petrovačke kobasice ("Petrovská kolbása") 

3.2.7.1. Sadržaj vlage 

Sadržaj vlage u uzorcima Petrovačke kobasice određen je referentnom SRPS ISO 

1442 metodom (1998). Princip određivanja zasniva se na potpunom mešanju uzorka za 

ispitivanje sa kvarcnim peskom i sušenju do konstantne mase na (103 ± 2) °C. Sadržaj vlage u 

uzorku izražen je u procentima (%). 

3.2.7.2. Vrednost pH 

Vrednost pH određena je upotrebom prenosnog pH metra (Consort C931, Turnhout, 

Belgium) opremljenog ubodnom ojačanom staklenom kombinovanom elektrodom (Mettler 

Toledo, Greifensee, Switzerland) za direktno određivanje vrednosti pH u mesu i proizvodima 

od mesa, prema standardu SRPS ISO 2917 (2004). Pre i tokom očitavanja pH metar je 

kalibrisan standardnim fosfatnim puferima (pH 7.02 i pH 4.00, na 20 °C) i podešen na 

izmerenu temperaturu uzoraka Petrovačke kobasice.  

3.2.7.3. Instrumentalno određivanje boje  

Boja kobasice je određena na površini i na preseku kobasice. Na preseku je boja 

merena odmah nakon sečenja uzorka da bi se sprečila degradacija boje pod uticajem svetla i 

kiseonika iz vazduha. Debljina uzorka je iznosila 3 cm. Boja je analizirana u CIE L*a*b* 

sistemu i opisana koordinatama svetloće (L*), udela crvene (a*) i udela žute boje (b*). CIE 

L*a*b* koordinate boje su određene pomoću uređaja Minolta hromometar CR-400 sa Light 

Protection Tube CR-A33b (Minolta, Osaka, Japan) upotrebom D-65 osvetljenja, 2° 

standardnog ugla posmatrača i otvora u mernoj glavi od 8 mm. Pre svake serije merenja, 

uređaj je kalibrisan pomoću bele keramičke pločice (CR-A43).  

3.2.7.4. Masnokiselinski  sastav  

Za određivanje masnokiselinskog sastava uzoraka kobasice korišćena je metoda 

ekstrakcije po Folch i sar. (1957). Metil estri masnih kiselina pripremljeni su uz pomoć 

rastvora KOH u metanolu (c = 2 mol/l). Masnokiselinski sastav određen je primenom gasne 

hromatografije. Za određivanje masnokiselinskog sastava korišćen je Gasni hromatograf 

(Perkin-elmer Varian 1400) povezan sa punjenom kolonom (l = 3 m, d = 3.0 mm; stacionarna 

faza - GP 10% SPTM-2330) i plameno jonizacionim detektorom. Temperatura u injekcionom 
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bloku i detektoru iznosila je 250 °C. Pri gasno-hromatografskoj analizi kao gas nosač korišćen 

je N2, protoka 20 mL/min. Zapremina uzorka iznosila je 2.0 µl. Metil estri masnih kiselina, 

izraženi u %, određeni su u poređenju sa retencionim vremenima standarnih supstanci 

(Sigma-Aldrich Chemical, USA). Rezultati su prikazani kao odnos ukupnih nezasićenih 

prema ukupnim zasićenim masnim kiselinama (NMK/ZMK). 

3.2.7.5. Sadržaj malondialdehida (TBARS test) 

Sadržaj malondialdehida određen je spektrofotometrijskom metodom (Botsoglou i sar., 1994; 

Mandić, 2007) koja se zasniva na merenju apsorbancije kompleksnog obojenog jedinjenja 

nastalog reakcijom malondialdehida (MDA) i 2 molekula tiobarbiturne kiseline (TBA) na 

talasnoj dužini 532 nm. Apsorbancija je očitana pomoću spektrofotometra Jenway 6300 

(Jenway, Felsted, United Kingdom). Kalibaraciona kriva je konstruisana na osnovu zavisnosti 

koncentracije standardnog rastvora MDA i očitanih vrednosti apsorbancija na 532 nm. Za 

ispitivani uzorak je određena apsorbanca, a MDA vrednost je izračunata na osnovu jednačine 

13: 

MDA (mg/kg)= 16·c·f/m,  (13) 

gde su: c- koncentracija MDA (µg/ml) očitana sa kalibracione krive, f- faktor razblaženja 

uzorka, m-odvaga uzorka. MDA vrednost je izražena kao miligrami malondialdehida po 

kilogramu uzorka. 

3.2.7.6. Sadržaj zasićenih alifatičnih aldehida 

 

Sadržaj zasićenih alifatičnih aldehida (propanala, pentanala, heksanala, heptanala i 

oktanala) određen je primenom metode statičke „headspace“ gasno-hromatografske analize 

(SHS-GC) (Mandić i sar., 2012), koja se zasniva na direktnom ubrizgavanju parne faze 

uzorka koji se nalazi u zatvorenom vialu. Navedene analize izvedene su korišćenjem uređaja, 

Agilent 7890A GC System (Agilent Technologies, USA) snabdevenim sistemom za unošenje 

uzoraka „split/splitless“, elektonskom kontrolom protoka gasa, „headspace“ autosemplerom 

CombiPAL System (CTC Analytics, Zwingen, Switzerland) i plameno-jonizacionim 

detektorom (FID). Za razdvajanje aldehida korišćena je hromatografska kolona DB-WAX 

(J&W Scientific, Agilent Technologies, USA) dužine 30 m, prečnika 0.25 mm i debljine 0.50 

µm. Za hromatografsko određivanje, mereno je 2.00 g prethodno odmrznutog uzorka 

Petrovačke kobasice. Aldehidi prisutni u uzorcima identifikovani su poređenjem retencionih 

vremena pikova sa retencionim vremenom odgovarajućeg standarda (Dr. Ehrenstorfer, 

Augsburg, Germany i Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). Na osnovu dobijenih površina 

pikova u zavisnosti od koncentracije standarda konstruisana ja kalibraciona kriva za svaki 

ispitani aldehid. Iz dobijene jednačine linearne zavisnosti koncentracije i površine pika 

izračunate su koncentracije pojedinih aldehida u ispitanim uzorcima. Rezultat je izražen kao 

sumarni sadržaj zasićenih alifatičnih aldehida u µg/g uzorka. 
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3.2.7.7. Senzorska analiza profila mirisa i ukusa 

Senzorsku analizu mirisa i ukusa tradicionalne fermentisane suve Petrovačke kobasice 

obavila je grupa od 8 obučenih ocenjivača primenom metode kvantitativne deskriptivne 

analize. Za ocenjivanje je korišćen bod sistem od 1 do 5 (Radovanović i Popov-Raljić, 2001). 

Svaka ocena predstavlja određen nivo kvaliteta: 1-ekstremno intenzivan, odnosno ekstremno 

blag; 2-veoma intenzivan, odnosno veoma blag; 3-umereno intenzivan, odnosno umereno 

blag; 4-neznatno intenzivan, odnosno neznatno blag; 5-optimalan miris i ukus. 

3.2.8. Statistička obrada podataka  

Za obradu eksperimentalnih podataka korišćeni su računarski softverski programi 

Microsoft Excel 7 i Origin 8.0 (OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA). Svi rezultati 

u radu su prikazani kao srednja vrednost tri ili više nezavisnih merenja ± SD, kao što je 

naznačeno u svakoj metodi. Statistička značajnost razlika između srednjih vrednosti ± SD 

određena je sa 95% verovatnoće (p<0.05) primenom analize varijanse sa jednom nezavisnom 

promenljivom (One way ANOVA). 
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4. REZULTATI I DISKUSIJA 

 

Istraživanje u okviru ove disertacijeje obuhvatilo razvoj biorazgradivih filmova na bazi 

hitozana, uz dodatak aktivnih i pratećih komponenti, sa ciljem formiranja premaza optimalnih 

svojstava za primenu na proizvodima od mesa u tipu fermentisane suve kobasice. Promenom 

koncentracije i viskoziteta hitozana, formiranjem kompozitnih filmova dodatkom polietilen 

oksida, variranjem količine i vrste dodate aktivne komponente (EUO i EUK), kao i dodatkom 

pčelinjeg voska poboljšane su karakteristike dobijenih filmova, prvenstveno fizičko-hemijske 

osobine, odnosno smanjena je osetljivost filma na dejstvo vlage, poboljšane su barijerne 

karakteristike prema vodenoj pari, kao i biološka aktivnost: antimikrobna i antioksidativna. 

Pored formiranja hitozanskih biofilmova razlivanjem na Petri ploče, ista filmogena emulzija 

je korišćena i za formiranje premaza na kolagenim omotačima, koji su nakon ove laminacije 

okarakterisani. Istraživanja su vođena u smeru optimizacije fizičko-mehaničkih, fizičko-

hemijskih i barijernih svojstava proizvedenih filmova i laminiranih kolagenih omotača, uz 

praćenje promena u strukturi filma i njegovoj bioaktivnosti. Odabrani hitozanski premazi su 

primenjeni као aktivni biorazgradivi jestivi premazi u funkciji zaštite i produženja održivosti 

fermentisane suve Petrovačke kobasice. Efekti primene aktivnog biorazgradivog hitozanskog 

premaza praćeni su ispitivanjem parametara kvaliteta Petrovačke kobasice tokom skladištenja. 

Rezultati istraživanja su podeljeni u celine: 

 Karakterizacija i primena hitozanskih biofilmova sa dodatkom EUO i odgovarajućih 

laminiranih kolagenih omotača 

 Karakterizacija i primena hitozanskog biofilma sa dodatkom EUK i odgovarajućeg 

laminiranog kolagenog omotača 

 Karakterizacija i primena hitozanskih biofilmova, uz dodatak EUK i pčelinjeg voska i 

odgovarajućih laminiranih kolagenih omotača 
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4.1. Karakterizacija  i primena hitozanskih biofilmova uz dodatak etarskog ulja 

origana i odgovarajućih laminiranih kolagenih omotača 

4.1.1. Uticaj molekulske mase hitozana, kao i dodatka polietilenoksida na 

mehanička  i barijerna svojstva biofilma 

 

Hitozani različitog viskoziteta: hitozan visokog viskoziteta (Hvv), hitozan srednjeg 

viskoziteta (Hsv) i hitozan niskog viskoziteta (Hnv) su korišćeni za pripremu biofilmova. Ista 

masa filmogenog rastvora je razlivena na Petri ploče i filmovi su osušeni pri sobnim 

uslovima. Dobijeni filmovi se, po izgledu, nisu značajno razlikovali. Dobijeni su tanki, 

prozirni, sjajni filmovi, koji na dodir šuškaju, podsećajući na celofan (Slika 32).   

 

 
 

Slika 32. Nativni hitozan visokog viskoziteta (Hvv), srednjeg viskoziteta (Hsv) i niskog viskoziteta (Hnv) i 

odgovarajući filmovi 

Na Slici 33. je prikazan ATR-FTIR spektar visokoviskoznog hitozana u prahu i u filmu. 

Rezultati pokazuju da je rastvaranje hitozana u sirćetnoj kiselini, razlivanje i formiranje filma 

dovelo do strukturnih promena u nativnom hitozanu. Koeficijent korelacije spektra nativnog 

hitozana i hitozana u filmu je 0.6591, što ukazuje na značajne razlike u ovim spektrima. 

Hitozan u filmu je u obliku hitozonijum acetata, čije su grupe  -NH3
+
 i 

-
OOCH okarakterisane 

dvema apsorpcionim trakama, na 1539.1 cm
-1 

i 1405.69 cm
-1

 (FTIR), koje su obeležene 

crveno na Slici 33. (Lagaron i sar., 2007). U opsegu spektra od 2500 cm
-1 

 do 650 cm
-1

, gde je 

došlo do pojave pikova vezanih za hitozonijum acetat, koeficijent korelacije spektara je 

iznosio 0.6621, što potvrđuje značajne promene u ovom delu spektra. Ostale promene koje se 

uočavaju, su uglavnom posledica veće uređenosti i većeg broja vodoničnih veza u filmu i 

definiše ih deo spektra od 4000 cm
-1 

do 2500 cm
-1

, u kojem je određen koeficijent korelacije 

0.5906. Do sličnih strukturnih promena dolazi i tokom formiranja filma na bazi hitozana 

srednjeg i niskog viskoziteta iz rastvora u sirćetnoj kiselini (Prilog 1).  

Hvv 

Hsv Hnv 
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Slika 33. ATR-FTIR spektri nativnog hitozana visokog viskoziteta i biofilma na bazi ovog hitozana 

 

Između spektara nativnih hitozana različitih viskoziteta nije uočena razlika u strukturi 

(spektri dati u Prilogu 1) i određen je koeficijent korelacije spektara preko 0.9. U strukturi 

filmova od hitozana različitih viskoziteta, uočena je minimalna razlika u strukturi i to u 

opsegu spektra od  2500 cm
-1

 do 3500 cm
-1

, koji opisuje vodonične veze između molekula 

hitozana i vibracije –CH2 grupe koje su, na osnovu ATR-FTIR spektara prikazanih na Slici 

34., izraženije u biofilmu od hitozana visokog viskoziteta. Za film od visokoviskoznog i 

niskoviskoznog hitozana, koeficijent korelacije u ovom delu spektra je iznosio 0.6692, dok je 

poređenjem celih spektara određen koeficijent korelacije od 0.8453, što potvrđuje da se 

najveće razlike u spektrima nalaze u okviru navedene oblasti. Za filmove od niskoviskoznog i 

srednjeviskoznog hitozana određen je visok koeficijent korelacije od 0.9848 koji govori da 

praktično nema značajnih razlika u strukturi ova dva filma.  
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Slika 34. ATR-FTIR spektri biofilmova na bazi hitozana niskog, srednjeg i visokog viskoziteta 

 

Uporedni rezultati ispitivanja fizičko-mehaničkih osobina, debljine, zatezne jačine i 

izduženja pri kidanju filmova na bazi hitozana različitog viskoziteta su prikazani na Grafiku 

1. Pored čisto hitozanskih filmova, radi poboljšanja mehaničkih svojstava filmova, formirani 

su i filmovi sa dodatkom PEO, u odnosu hitozan:PEO, 1:1. Zivanovic i sar. (2007) su 

analizirali PEO, sintetički polimer niske cene koji se rastvara u vodi, kao potencijalno 

sredstvo za poboljšanje mehaničkih i barijernih svojstava filma na bazi niskoviskoznog 

hitozana. Njihovi rezultati su pokazali da dodatkom PEO do udela hitozan:PEO, 50:50 dolazi 

do sniženja zatezne jačine filma, uz minimalne promene izduženja pri kidanju, a preko ove 

vrednosti dolazi do smanjenja vrednosti zatezne jačine i povećanja vrednosti izduženja pri 

kidanju. U navedenom eksperimentu je korišćen hitozan niskog viskoziteta, dok je u okviru 

ove disertacije PEO dodat filmogenom rastvoru hitozana visokog i srednjeg viskoziteta, uz 

pretpostavku da će dugački polimerni lanci načinom pakovanja, preplitanjem i jakim 

vodoničnim intermolekularnim povezivanjem formirati film dobrih mehaničkih i barijernih 

svojstava, a da će dodatak PEO doprineti elastičnosti hitozanskih biofilmova.    
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Grafik 1. Uticaj viskoziteta hitozana i dodatka PEO na mehanička svojstva biofilma: Hnv, Hsv i Hhv su 

filmovi na bazi hitozana niskog, srednjeg i visokog viskoziteta, a PEO označava filmove u koje je dodat 

PEO.  Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c označavaju statistički 

značajno različite vrednosti (p<0.05) 

 

Rezultati ispitivanja su pokazali da između debljina filmova dobijenih razlivanjem iste 

mase filmogenog rastvora hitozana različitog viskoziteta nema značajne razlike (p>0.05). Sa 

druge strane, jačina filmova iste debljine se razlikovala. Zatezna jačina, kao i izduženje pri 

kidanju su bile najveće kod filma proizvedenog od hitozana velikog viskoziteta. Ovi rezultati 
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su u dobroj korelaciji sa literaturnim podacima za hitozanske filmove proizvedene iz polimera 

različitih molekulskih masa bez dodatka plastifikatora (Nunthanid i sar., 2001; Park i sar., 

2002). Ukoliko se uporede vrednosti zateznih svojstava čisto hitozanskih filmova i filmova sa 

dodatkom PEO, uočava se da, slično kao i u eksperimentu Li i sar. (2010), dodatak PEO u 

odnosu 1:1 u hitozanski film srednjeg viskoziteta i visokog viskoziteta ne doprinosi boljim 

mehaničkim svojstvima filmova.  Na osnovu analize mehaničkih svojstava biofilma, 

najpogodniji film za upotrebu u industriji mesa, kao premaz za proizvode od mesa u tipu 

suvih fermentisanih kobasica je odabran hitozanski film na bazi hitozana visokog viskoziteta. 

Kako je u literaturi izneto da dodatak PEO u hitozanski film može doprineti poboljšanju 

barijernih svojstava hitozanskog filma za vodenu paru, ispitana su ova svojstva kompozitnih 

filmova HsvPEO i HhvPEO i upoređena sa odabranim filmom na bazi visokoviskoznog 

hitozana (Zivanovic i sar., 2007). Rezultati su prikazani na Grafiku 2.   

 

Grafik 2. Brzina propustljivosti vodene pare (g/m
2
 24h) kroz hitozanski film Hvv i kompozitne filmove 

HsvPEO i HvvPEO. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c 

označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05) 

 

Sa Grafika 2. se može videti da je dodatak PEO u hitozanski film doveo do smanjenja 

brzine propustljivosti vodene pare, ali ovo smanjenje se ne može smatrati značajnim u smislu 

primene i, imajući u vidu značaj mehaničkih svojstava biofilma za predviđenu primenu, 

hitozan visokog viskoziteta je odabran za dalju optimizaciju i proizvodnju biofilmova. 
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4.1.2. Karakterizacija hitozanskih biofilmova uz dodatak etarskog ulja origana i 

odgovarajućih laminiranih kolagenih omotača 

 

 Na Slici 35 (A.) su prikazane fotografije dobijenih biofilmova od visokoviskoznog 

hitozana, uz dodatak rastuće koncentracije EUO, dok su na Slici 35 (B.) prikazani 

odgovarajući kolageni laminirani omotači.   

 

 A. B. 

Slika 35. Fotografije A. Biofilmova; B. Laminiranih kolagenih omotača 

 

Hitozanski film bez dodatog EUO je kompaktan, savitljiv, suv, bezbojan, proziran, 

sjajan, a kroz film se može uočiti mrežasta vlaknasta struktura. Film ima zaostali miris na 

sirćetnu kiselinu. Sa dodatkom EUO, filmovi postaju mat, mutni, neprozirni, beličasti, glatki, 

meki, sa mirisom na origano. U literaturi je slično opisan uticaja dodatka etarskog ulja origana 

na izgled filma na bazi alginata, kao i uticaj dodatka polifenola zelenog čaja, ekstrakta 

zelenog čaja, etarskih ulja limuna i timijana na film na bazi hitozana. Transparentnost filmova 

je opadala sa dodatkom svih navedenih aktivnih komponenti, uz pojavu žućkastog obojenja 

filma (Benavides i sar., 2012; Siripatrawan i Harte, 2010;  Wang i sar., 2013; Peng i Li 2014). 

 Kolageni omotač premazan samo slojem hitozana, bez dodatog ulja, je sjajniji od 

nelaminiranog omotača, dok se ovaj sjaj, sa povećanjem procenta EUO u laminiranom sloju, 

gubi. U boji i transparentnosti nema uočljive razlike između laminiranih i nelaminiranog 

omotača. Omotač laminiran čisto hitozanskim slojem ima blag miris na sirće, dok laminirani 

omotači sa EUO u sloju laminata imaju slabo do srednje izražen miris na oregano.  

 Po opisanom postupku pripreme filmova, konstatovano je da je 0.8% EUO maksimalna 

koncentracija ulja koja je mogla biti umešana u filmogeni rastvor da se dobije kompaktan, 

ravnomeran film. Sa dodatkom veće koncentracije ulja, filmovi nisu mogli biti razliveni, 
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skupljali su se na podlozi, te su dobijani filmovi neravnomernih oblika i debljina (ovo se 

delimično već uočava kod filma sa 0.8% ulja) iz kojih se tokom stajanja izdvajalo ulje, te su 

bili masni po površini. 

Fizičko-mehaničke karakteristike  

 

 Prema opisanoj proceduri pripreme biofilmova, filmovi su dobijeni razlivanjem iste 

mase filmogene smeše na Petri ploče. Zbog razlike u sastavu i viskozitetu filmogenih smeša, 

dobijeni su filmovi koji se svi značajno razlikuju po debljinama (p<0.05). Sa porastom 

koncentracije EUO, debljina filmova raste, od (38.45 ± 0.52) m, za čisto hitozanski biofilm, 

do (92.93 ± 2.60) m za biofilm sa 0.8% EUO. Ovaj porast debljine se u datom opsegu 

koncentracije EUO može dobro (R² = 0,9768) opisati linearnom funkcijom, datom na Grafiku 

3. (A).  

 
 A. B. 

Grafik 3. Debljina (µm), u zavisnosti od koncentracije etarskog ulja origana (%, v/v), A. u biofilmu B.u 

laminiranom kolagenom omotaču( je nelaminirani kolageni omotač). Vertikalne linije označavaju 

standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d, e označavaju statistički značajno različite vrednosti 

(p<0.05) 

 

Na Grafiku 3. (B) data je zavisnost debljine laminiranog kolagenog omotača od 

koncentracije EUO u hitozanskom sloju. Svi filmovi su proizvedeni na isti način, 

premazivanjem kolagenog omotača slojem na bazi hitozana u tri sloja. Sa porastom 

koncentracije EUO u hitozanskom sloju, debljina laminiranog omotača raste, od (68.47 ± 

2.85) µm za nelaminirani kolageni omotač, (72.13 ± 2.92) µm za laminirani omotač bez 

EUO, do (102.60 ± 4.44) µm za laminirani omotač sa 0.8% EUO. Slično kao i kod 

biofilmova i kod laminiranih omotača debljina raste sa porastom procenta EUO, ali ovaj 

porast nije tako pravilan, kao kod biofilmova. Slične vrednosti za debljinu 1% (w/v) 

hitozanskog filma, od (27 – 60) µm, prikazane su u radu Sukkunta (2005), za hitozanske 

filmove u mlečnoj (1%, v/v i 5%, v/v), propionskoj (1%, v/v i 5%, v/v) i limunskoj 

kiselini (2%, v/v i 5%, v/v). Ovi filmovi su bili formirani razlivanjem različitih zapremina 

filmogene smeše. Takođe, u radu Rubilar i sar. (2013), razlivanjem 200 mL 1.2 % (w/v) 

filma na bazi hitozana velike molekulske mase na Petri ploču dijametra 32 cm, dobijen je 
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film debljine 42 µm.  U poređenju sa drugim, često korišćenim biopolimernim filmovima 

iste koncentracije, debljina hitozanskih biofilmova je slična pektinskim i filmovima od 

karboksimetilceluloze, a značajno niža nego kod filmova od kukuruznog skroba i agara 

(Nguyen, 2012). Porast debljine filma sa porastom dodatog EUO je zabeležen i u radu 

Zivanovic i sar. (2005), gde je došlo do porasta debljine filma za više od tri puta pri 

dodatku 2 % (v/v) ulja. Slično, sa dodatkom ekstrakata zelenog čaja i ekstrakta semenki 

grožđa, zabeležen je porast debljine hitozanskog filma do 5 puta (Amankwaah, 2013). 

Porast debljine filma je zapažen i pri dodatku etarskih ulja limuna, timijana i cimeta u 

hitozanski film (Peng i Li, 2014). Debljina filma, pri razlivanju iste mase (zapremine) 

filmogenog rastvora, raste sa porastom količine rastvorenih supstanci (Amankwaah, 2013; 

Rubilar i sar., 2013). Kako raste koncentracija dodate rastvorene supstance (etarskog ulja, 

ekstrakta), raste molekulska interakcija između molekula hitozana i rastvorene ili 

emulgovane supstance, a slabe agregacione sile između molekula polimera čineći 

polimerni matriks otvorenijim i na taj način se razlivanjem iste mase filmogenog rastvora 

dobiju filmovi značajno veće debljine (Bonilla i sar., 2012).  

  

 
   A. B. 

Grafik 4. Zatezna jačina (MPa) i izduženje pri kidanju (%) u zavisnosti od koncentracije etarskog ulja 

origana (%, v/v) za A. Biofilm; B. Laminirani kolageni omotač ( je nelaminirani kolageni omotač). 

Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d, e označavaju statistički 

značajno različite vrednosti (p<0.05) 
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Mehanička svojstva odražavaju mogućnost filma da zaštiti fizički integritet hrane 

(Martins i sar., 2012; Rubilar i sar., 2013). Vrednost zatezne jačine hitozanskog filma 

(Grafik 4, A) se nalazi u opsegu literaturnih vrednosti za slične hitozanske filmove 

(Nunthanid i sar., 2001; Peng i Li 2014; Amankwaah 2013;  Sukkunta 2005;, Sébastien i 

sar., 2006; Trung i sar., 2009; Mayachiew i sar., 2008; Rubilar i sar., 2013). Vrednosti su 

više nego za filmove dobijene iz 3% (w/v) rastvora niskomolekularnog hitozana u 

različitim kiselinama (mravlja, sirćetna, propionska, mlečna) i sa različitom količinom 

dodatog plastifikatora polietilen glikola 400 (Caner i sar., 1998). Dodatak EUO u 

hitozanski film je uticao na mehanička svojstva hitozanskog filma. Najizraženiji je uticaj 

na zateznu jačinu filma. Zatezna jačina se linearno smanjuje (R2=0.9644) sa povećanjem 

koncentracije ulja u filmu, kao što je prikazano na Grafiku 4. (A). Vrednost zatezne jačine 

hitozanskog filma bez ulja bila je (44.51 ± 2.58) MPa, za film sa 0.2% EUO (39.92 ± 

1.56) MPa, a za film sa 0.8 % EUO (13.48 ± 0.92) MPa. Hitozanski filmovi različite 

koncentracije i različitog stepena deacetilovanosti hitozana, pokazali su sličnu vrednost 

zatezne jačine, koja se kretala oko 40 MPa (Nguyen 2012), odnosno oko 37 MPa (Pranoto 

i sar., 2005). Rezultati za zateznu jačinu filmova sa dodatim EUO su uporedivi sa 

rezultatima većeg broja autora koji su u hitozanski film inkorporirali aktivne supstance 

koje nisu imale funkciju umrežavanja, kao: EUO, karvakrol, etarska ulja timijana, belog 

luka, bergamota, kalijum sorbat, nizin, ekstrakt zelenog čaja, ekstrakt semenki grožđa i 

oleinska kiselina (Chi 2004; Altiok i sar., 2010; Sánchez-González i sar., 2010; Pranoto i 

sar., 2005; Amankwaah 2013; Vargas i sar., 2009). Najverovatnije je da, povećanjem 

kontakta molekula hitozana i sastojaka ulja ili ekstrakta, slabe agregacione sile između 

polimernih lanaca, što dovodi do otvorenijeg matriksa, gubitka kohezije filma i slabljenja 

njegove mehaničke otpornosti (Bonilla i sar., 2012; Altiok i sar., 2010, Cagri i sar., 

2001). Takođe je izneto da dodata hidrofobna supstanca uzrokuje diskontinuitet u strukturi 

filma, kao i smanjenje mobilnosti polimernih lanaca, što dovodi do smanjenja 

fleksibilnosti i mehaničke otpornosti filma (Sánchez-González i sar., 2009). Péroval i sar., 

(2002) su pokazali da dodatak ulja u polisaharidni film dovodi do snižavanja vrednosti 

zatezne jačine i izduženja pri kidanju jer lipidi nemaju mogućnost formiranja 

kontinualnog kohezivnog matriksa. Pored navedenog, sadržaj vlage u filmu značajno utiče 

na mehanička svojstva. Dodatkom hidrofobne supstance smanjuje se sadržaj vlage u 

filmu, pa samim tim se očekuje i smanjenje plastičnosti filma, jer voda deluje kao 

plastifikator (Rivero i sar., 2010). 

Peng i Li (2014) su dobili nešto drugačije rezultate, tj. da dodatak ulja (1%, w/v) 

limuna, timijana i cimeta nije uticao na vrednost zatezne jačine 2% (w/v) hitozanskog 

filma, ili je čak doveo do porasta vrednosti ovog parametra (Peng i Li 2014; Rubilar i sar., 

2013). Slične rezultate su objavili Ojagh i sar. (2010) da je zatezna jačina hitozanskog 

filma porasla sa dodatkom etarskog ulja cimeta. Kako je zatezna jačina u korelaciji sa 

mikrostrukturom polimernog matriksa, kao i sa intermolekularnim silama unutar matriksa, 

to je moguće da ovo svojstvo varira u zavisnosti od vrste dodatog etarskog ulja, svojstava 

samog hitozana, dodatka plastifikatora i uslova emulgovanja (Atarés i sar., 2010).  
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Sličan efekat dodatka ulja u sloj za laminiranje, zapažen je i kod laminiranog 

kolagenog omotača, ali je ovaj efekat bio manje izražen (Grafik 4, B). Između 

nelaminiranog kolagenog omotača i kolagenog omotača laminiranog čisto hitozanskim 

slojem, nema značajne razlike u vrednosti zatezne jačine (p>0.05), koja se kreće oko 55 

MPa, a jačina filma potiče od kolagenog omotača. Sa dodatkom EUO u hitozanski sloj 

dolazi do postepenog opadanja zatezne jačine omotača, od (42.36 ± 3.96) MPa za omotač 

sa 0.2% ulja do (36.29 ± 4.02) MPa za omotač sa 0.8% ulja.  

Kada je u pitanju izduženje pri kidanju, koje je mera mogućnosti istezanja filma 

pre nego dođe do prekidanja, generalno se može reći da dodatak EUO nije uticao značajno 

(p>0.05) na promenu ove osobine hitozanskog filma, da su vrednosti izduženja oko 10%, 

osim  za film sa 0.8% ulja, gde je izmerena vrednost od oko 8% (Grafik 4, A). Sánchez-

González i sar. (2010) i Ojagh i sar.  (2010) su takođe u sličnim eksperimentima dobili 

smanjenje procenta izduženja filma sa dodatkom etarskog ulja bergamota i cimeta u 

hitozanski film.  

Kod laminiranog omotača, gde su vrednosti izduženja pri kidanju oko 18% (osim 

za omotač sa 0.6% EUO, gde izduženje iznosi oko 22%), nije uočen jasan uticaj dodatka 

EUO na izduženje pri kidanju (Grafik 4, B). Vrednosti izduženja pri kidanju su u 

saglasnosti sa vrednostima prikazanim u radovima Sukkunta (2005), Nunthanid i sar. 

(2001), Suyatma i sar. (2005) i Sebastien i sar. (2006), značajno niže nego u radovima 

Caner i sar. (1998), Peng i Li (2014), a više nego u radovima Amankwaah (2013), 

Zivanović i sar. (2005), Altiok i sar. (2010). Očekivano bi bilo da sa opadanjem zatezne 

jačine dođe do povećanja vrednosti izduženja pri kidanju kod proizvedenih filmova, usled 

smanjenja interakcije između molekula polimera (Chi 2004; Bonilla i sar., 2012; 

Amankwaah, 2013). Ovo verovatno nije bio slučaj zbog niskog procenta ulja u filmu ili 

male energije mešanja, te nije došlo do pravog efekta plastifikacije, već do slabljenja 

filma, usled gubitka kohezije. Slične rezultate su dobili i Pranoto i sar., 2005, gde sa 

dodatkom etarskog ulja belog luka nije došlo do promene vrednosti izduženja pri kidanju 

hitozanskog filma, a slični rezultati su dobijeni i za film na bazi alginata sa etarskim uljem 

belog luka u koncentraciji (0.1 - 0.3)% (Pranoto i sar., 2005, Benavides i sar., 2012). 

Caner i sar. (1998) su prikazali širok opseg izduženja pri kidanju (14 – 70)%, u 

zavisnosti od vremena skladištenja, prisustva i vrste plastifikatora i tipa kiseline koja se 

koristi za rastvaranje hitozana (Pinotti i sar., 2007). Literaturne razlike u vrednostima 

zatezne jačine i procenta izduženja hitozanskog filma mogu se dovesti u vezu sa 

upotrebom hitozana različitih molekulskim masa, stepena deacetilovanosti i koncentracije, 

različitim tipovima i koncentraciji upotrebljenog plastifikatora, kao i različitim 

rastvaračima korišćenim u pripremi filmova (Nunthanid i sar., 2001; Martins i sar., 2012; 

Sánchez-González i sar., 2009). Sa porastom molekulske mase, koncentracije i stepena 

deacetilovanosti hitozana, raste zatezna jačina, a opada izduženje pri kidanju. Ovaj efekat 

je posledica izraženijeg preplitanja molekula u matriksu zbog veće koncentracije ili veće 
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molekulske mase. Takođe, sa smanjenjem broja glomaznih acetil grupa, može doći do 

izraženije molekulske interakcije između lanaca polimera (Nunthanid i sar., 2001).  

Svi ispitivani laminirani kolageni omotači, kao i hitozanski film bez EUO i sa 

0.2% EUO imaju zatezne jačine koje se mogu porediti, ili premašuju vrednosti većine 

komercijalnih polimernih materijala, od kojih su najčešće u upotrebi LDPE, HDPE, PP, 

PS, PET,  PC, EVA, većina PA, PVC, dok ostali hitozanski filmovi imaju lošija svojstva. 

Vrednosti izduženja pri kidanju laminiranih kolagenih filmova se mogu porediti, ili 

premašuju vrednosti tek malog broja komercijalnih polimernih materijala: PA6,9; PA4,6; 

neke vrste PVC, PS, dok se hitozanski filmovi mogu porediti samo sa PA6,9 i PS,  prema 

autoru Crompton (2011). 

U poređenju sa drugim filmovima na bazi biopolimera, hitozanski filmovi, kao i 

laminirani kolageni omotači, imaju vrednosti zatezne jačine koje su uporedive sa zateznim 

jačinama filmova na bazi alginata, kompozita alginata i skroba i skroba sa visokim 

sadržajem amiloze, dok su ove vrednosti iznad vrednosti za mnoge skrobne i proteinske 

filmove od soje, sočiva, surutke, graška, filmove na bazi agara, pektina, karagenana, 

karboksimetilceluloze (Kunte i sar., 1997; Pérez-Gago i sar., 1999; Choi i Han, 2001; 

Bamdad i sar., 2006; Torres i sar., 2011; Nguyen, 2012), a ispod vrednosti za želatinski 

film i kompozitni film želatin/pogača uljane tikve (Popović, 2013). 

Vrednosti izduženja pri kidanju su uporedivi sa vrednostima skrobnih, 

kompozitnog sago skrob-alginat filma, želatinskog i kompozitnog filma želatin/pogača 

uljane tikve sa niskim procentom plastifikatora u filmu, agarskih, pektinskih, 

karagenanskih, karboksimetil celuloznih filmova Izduženje je značajno veće nego kod 

filmova na bazi kukuruznog skroba, a značajno manje nego kod želatinskog filma 

(Popović, 2013; Fazilah i sar., 2011; Bertuzzi i sar., 2012; Benavides i sar., 2012; 

Nguyen, 2012). 

Fizičko-hemijske karakteristike 

Fizičko-hemijske karakteristike koje su analizirane, ravnotežni sadržaj vlage, 

sposobnost bubrenja i rastvorljivost opisuju osetljivost filmova i laminiranih omotača na 

dejstvo vlage. Ova svojstva filma su od velikog značaja jer utiču na biorazgradivost filma 

koji se koristi kao ambalažni materijal (Gnanasambadam i sar., 1997). U nekim 

slučajevima je velika osetljivost prema dejstvu vlage poželjna, posebno ukoliko je u 

pitanju jestivi film koji je namenjen za konzumaciju zajedno sa upakovanim proizvodom, 

dok je u drugom slučaju, kada se jestivi film koristi za pakovanje hrane sa visokim 

sadržajem vlage, potrebna što manja osetljivost na vlagu (Rhim i sar., 1998; Amankwaah, 

2013). Bubrenje i rastvorljivost hitozanskog filma su povezani sa difuzijom vode, 

jonizacijom amino i karboksilnih grupa, disocijacijom vodoničnih i jonskih veza i 

relaksacijom polimera u prisustvu vlage (Mathew i sar., 2006).  
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Sadržaj vlage u ispitivanim filmovima i omotačima je prikazan na Grafiku 5. (a). 

Za hitozanski film sadržaj vlage je iznosio oko 20%, a za laminirani omotač oko 15% 

(koliki je sadržaj vlage i samog kolagenog omotača). Sa dodatkom EUO je došlo do 

promene sadržaja vlage, ali ova promena nije statistički značajna kod biofilmova, kao ni 

kod laminiranih omotača. Slične vrednosti sadržaja vlage u hitozanskom filmu, oko 20% 

dobili su Ojagh i sar. (2010). U radu ovih autora je prikazano smanjenje sadržaja vlage u 

filmovima kojima je dodata rastuća koncentracija etarskog ulja cimeta, od 0.4% do 2%. 

Do smanjnja sadržaja vlage u navedenom radu je došlo nakon dodatka veće koncentracije 

EUO (0.8% i više), što može biti objašnjenje zašto u rezultatima prikazanim na Grafiku 5. 

(a) nije uočeno smanjenje sadržaja vlage pri dodatku EUO jer je potrebno dodati veću 

koncentraciju etarskog ulja. U radu Mayachiew i Devahastin (2008), prikazan je sadržaj 

vlage od 17.9% za filmove sušene na 30°C, što je najsličnije uslovima sušenja u ovom 

radu, dok su sušenjem na višim temperaturama dobijeni filmovi nižeg ravnotežnog 

sadržaja vlage. Sa dodatkom  ekstrakta zelenog čaja, utvrđen sadržaj vlage hitozanskog 

filma od 31.53 %, je opadao, ali je dodatak hidrofobne komponente bio značajno veći 

nego u ovom radu: (5 – 15)% (Amankwaah, 2013).  

Sposobnost bubrenja u vodi govori o osetljivosti filma na dejstvo vlage. Prema 

Cervera i sar. (2004) hitozan ima tri osnovna mesta vezivanja vode: hidroksipropil grupu, 

amino grupu i kraj polimernog lanca, koji može biti hidroksil grupa ili aldehidna grupa 

(Vargas i sar., 2009). Rezultati za sposobnost bubrenja su prikazani na Grafiku 5. (b). Za 

hitozanski film bez ulja nije bilo moguće izmeriti sposobnost bubrenja, jer je pri uslovima 

testa došlo do rastvaranja filma. Kod filma sa 0.2% EUO, izmerena je sposobnost 

bubrenja od 2355.3%. Sa daljim dodatkom ulja, 0.4%, sposobnost bubrenja je opala 2.5 

puta, na 912.1%, odnosno na oko 700 % za filmove sa 0.6% i 0.8% ulja. Sniženje 

sposobnosti bubrenja filma u vodi je, najverovatnije, posledica hidrofobne prirode 

dodatog EUO. Slični rezultati su dati u radu Chi (2004) za apsorpciju vlage 1% (w/v) 

hitozanskog filma sa dodatim (1 – 4)% EUO. Visoke vrednosti sposobnosti bubrenja 

hitozanskog filma (preko 2500%) su u skladu sa literaturnim podacima (Bonina i sar., 

2004; Bergera i sar., 2004; Nadarajah, 2005). Za kolageni nelaminirani omotač, 

sposobnost bubrenja je iznosila 168.6%. Laminiranjem je došlo do povećanja vrednosti 

ovog parametra, ali ova razlika nije bila statistički značajna, najverovatnije usled male 

debljine sloja laminata u odnosu na debljinu kolagenog filma, kao i zbog činjenice da sada 

hitozanski sloj ima jednu stranu u kontaktu sa vodom, dok je druga strana „zaštićena“ 

kolagenim omotačem.  

Još jedna osobina koja se koristi za analizu osetljivosti filma na dejstvo vlage je 

rastvorljivost filma u vodi (Grafik 5, c). Rastvorljivost hitozanskog filma je iznosila 

31.2% i, sa dodatkom EUO, nije došlo do statistički značajne promene ovog parametra. 

Kod laminiranog omotača, laminiranjem hitozanskim slojem je došlo do promene 

rastvorljivosti kolagenog omotača, sa 12.2%, za kolageni omotač, na 31.2%, za kolageni 

omotač sa slojem hitozana. Dodatkom EUO u laminirani sloj, vrednost rastvorljivosti se 
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vraća na vrednosti bliske rastvorljivosti kolagenog omotača i povećanjem koncentracije 

dodatog EUO ovaj parameter ostaje nepromenjen. 

  

  

 

A.                                                                        B. 

Grafik 5. Fizičko-hemijske karakteristike A. biofilma; B. Laminiranog kolagenog omotača u zavisnosti od 

koncentracije etarskog ulja origana (%, v/v): a) Sadržaj vlage (%); b) Sposobnost bubrenja (%); c) 

Rastvorljivost (%) ( je nelaminirani kolageni omotač). Vertikalne linije označavaju standardnu 

devijaciju, a različita slova a, b označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 
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Vrednosti za rastvorljivost hitozanskog filma prikazane u ovom radu uporedive su 

sa rezultatima prikazanim u radu Nadarajah (2005), Kim i sar. (2006), Rubilar i sar. 

(2013), Wang i sar. (2013), Amankwaah (2013), Ojagh i sar., (2010) za filmove sličnog 

sastava. Promene vrednosti za rastvorljivost hitozanskog filma sa dodatkom hidrofobne 

komponente, koje se sreću u literaturi su različite. U najvećem broju radova, sa dodatkom 

etarskih ulja (cimeta, limuna) ili ekstrakata (zelenog čaja ili semenki grožđa) došlo je do 

smanjenja rastvorljivosti hitozanskog filma (Rubilar i sar., 2013; Ojagh i sar., 2010; 

Amankwaah, 2013; Peng i Li, 2014), dok je u nekim radovima prikazan porast 

rastvorljivosti sa dodatkom polifenola zelenog čaja ili gela aloe vera (Wang  i sar., 2013; 

Khoshgozaran-Abras i sar., 2012). U radovima u kojima je prikazano smanjenje 

rastvorljivosti dodatkom aktivne hidrofobne komponente, koncentracija dodate 

komponente pri kojoj je došlo do smanjenja rastvorljivosti je veća nego u ovom radu, a 

uslovi umešavanja i formiranja emulzije su daleko intenzivniji nego u ovom radu. Pored 

povećanja hidrofobnosti matriksa, smanjenje bubrenja i rastvorljivosti se može tumačiti i 

kao povećanje reakcije umrežavanja između hitozana i etarskih ulja (Peng i Li, 2014).  

Moguće je da bi sa povećanjem koncentracije EUO, kao i sa promenom uslova 

emulgovanja ulja u filmogenom rastvoru hitozana došlo i do smanjenja osetljivosti filma i 

laminiranog omotača na vlagu. U odnosu na druge biopolimerne filmove: na bazi agara, 

pektina, karagenana, karboksimetil celuloze i želatina, hitozanski ispitivani filmovi su 

pokazali niske vrednosti za rastvorljivost, ispod 40% (Nguyen 2012). 

 

Tabela 9. Koordinate svetloće (L*), udela crvene (a*), udela žute boje (b*) i ukupna razlika boje (ΔE) 
biofilmova i laminiranih omotača 

 % etarskog 

ulja origana L* a* b* ΔE 

Hitozanski 

biofilm 

0 88.85±1.11
a
 -0.33±0.28

b
 4.91±0.54

d
 8.56±0.86

d
 

0.2 81.35±0.60
b
 0.09±0.11

b
 11.15±0.77

c
 18.03±0.13

c
 

0.4 73.68±0.59
c
 2.18±0.18

a
 14.37±0.94

bc
 26.39±0.06

b
 

0.6 65.28±5.02
d
 3.33±1.65

a
 17.49±2.15

ab
 35.54±3.36

a
 

0.8 64.05±1.29
d
 3.87±0.32

a
 19.01±2.31

a
 37.23±0.07

a 
 

 

     Kolageni 

omotač - 72.23±0.37
a
 0.13±0.12

c
 20.11±0.39

a
 30.58±0.07

b
 

 

     Laminirani 

kolageni 

omotač 

0 71.19±0.36
a
 0.32±0.07

c
 18.03±0.34

b
 30.27±0.12

b
 

0.2 70.53±0.48
a
 0.85±0.27

b
 18.27±1.06

b
 30.98±0.16

b
 

0.4 68.30±0.53
b
 0.93±0.08

ab
 18.04±0.62

b
 32.78±0.16

a
 

0.6 68.67±1.21
b
 1.41±0.16

a
 18.96±0.31

ab
 32.94±0.87

a
 

0.8 67.70±0.48
b
 1.18±0.28

ab
 17.98±0.75

b
 33.28±0.05

a
 

Različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05) 

 

Sa dodatkom EUO došlo je do smanjenja svetloće (L*) hitozanskog biofilma sa 

88.85, za hitozanski biofilm, na 64.05, za film sa 0.8% EUO. Filmovi su prešli iz zone 

zelene boje (a*=-0.33) u zonu crvene boje (a*=3.87 za film sa 0.8% EUO), a udeo žute 
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boje (b*) se povećao od 4.91, za hitozanski film bez ulja, na 19.01 za hitozanski film sa 

0.8% EUO. Ukupna razlika boje (ΔE) je postepeno rasla sa dodatkom sve veće 

koncentracije EUO od 8.56, za hitozanski film bez ulja, do 37.23, za film sa 0.8% ulja. 

Ova promena je golim okom uočena kao smanjenje transparentnosti hitozanskog filma 

koji je postao mlečan, opalescentan, beličasto-žućkast. Ovakva promena boje filma je 

nepoželjna sa stanovišta upotrebe, jer mutan, beličasto-žućkast film može uticati na 

promenu percepcije boje upakovanog proizvoda. 

Laminacijom kolagenog filma došlo je do umerenog smanjenja svetloće (L*) 

kolagenog omotača, sa 72.23, za kolageni omotač, na 67.70, za laminirani omotač sa 0.8% 

EUO. Uporedo sa ovom promenom, došlo je do smanjenja udela žute boje, sa 20.11 na 

17.98 i do povećanja udela crvene boje, sa 0.13 na 1.18. Posmatrano preko ukupne razlike 

u boji (ΔE), došlo je do promene ovog parametra sa 30.58 na 33.28, ali je ova promena 

daleko manje izražena nego u slučaju biofilmova. Promene boje izazvana laminacijom 

kolagenog omotača nisu detektovane golim okom, osim što je uočeno da je kolageni 

omotač laminiran hitozanskim slojem bez dodatog EUO sjajniji od nelaminiranog 

kolagenog omotača. Ovo je razumljivo kada se uzme u obzir da su promene parametra 

ΔE, koje iznose ispod 3.0, teško uočljive golim okom (Nadarajah 2005). Zato se može reći 

da je uticaj laminacije na boju kolagenog omotača minimalan. 

Za čist hitozanski film, izmereni parametri boje su u saglasnosti sa vrednostima 

koje su dali Li i sar. za 1% (w/v) hitozanski film na bazi hitozana male molekulske mase i 

Oguzlu i Tihminlioglu (2010) za 3% (w/v) hitozanski film. Parametar a* za hitozanski 

film ima vrednost blizu nule, što ukazuje na neutralnost filma u opsegu zelene i crvene 

obojenosti (Nadarajah, 2005).  

Sličan trend promene boje hitozanskog filma prikazan je i za hitozanski film sa 

dodatkom etarskog ulja belog luka, kalijum sorbata i nizina, gde je, sa početne vrednosti 

ΔE od 9.28, vrednost porasla do 25.19, dodatkom aktivne supstance (Pranoto i sar., 2005). 

Porast vrednosti L*, a*, b* i ΔE je dat i u radovima u kojima je u film na bazi alginata 

dodavano EUO ili etarsko ulje belog luka, kao i kod hitozanskog filma sa dodatim 

fenolima ili ekstraktom zelenog čaja, etarskog ulja limuna, timijana, cimeta  (Benavides i 

sar., 2012; Siripatrawan i Harte, 2010; Wang i sar., 2013; Peng i Li, 2014; Ojagh i sar., 

2010). Razlika u boji filma zavisi od vrste i stanja dodate aktivne komponente i unutrašnje 

strukture koja se formira tokom sušenja filma sa dodatom aktivnom komponentom 

(Villalobos i sar., 2005). Intenzitet promene boje zavisi od vrste i količine dodate aktivne 

supstance, pa su dobijeni rezultati reda veličine koji je približan efektu dodatka etarskog 

ulja limuna, timijana  i karvakola, a daleko manji od efekta dodatka polifenola zelenog 

čaja. 
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Barijerna svojstva  

Brzina propustljivosti vodene pare kroz hidrofilni film zavisi od rastvorljivosti i 

difuzije molekula vode u matriksu filma (Zivanovic i sar., 2007; Gontard i Guilbert, 

1994). Na Grafiku 6. su date propustljivosti vodene pare za ispitivane hitozanske 

biofilmove (Grafik 6., A) i laminirane kolagene omotače (Grafik 6., B). 

 

 
Grafik 6. Propustljivost vodene pare (g/(m

2
 24h KPa)) A. biofilma; B. laminiranog kolagenog omotača u 

zavisnosti od koncentracije etarskog ulja origana (%, v/v) ( je nelaminirani kolageni omotač). Vertikalne 

linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c označavaju statistički značajno različite 

vrednosti (p<0.05). 

 

Srednja vrednost brzine propustljivosti hitozanskog filma za vodenu paru iznosila 

je 222.24 g/(m2 24h KPa) ili 9.9·10-11 g/(m s Pa), radi poređenja sa drugim literaturnim 

podacima. Različite vrednosti ovog parametra su prikazane u literaturi, u zavisnosti od 

molekulske mase, stepena deacetilovanosti hitozana, vrste i količine plastifikatora i 

postupka proizvodnje filma (Wang i sar., 2013; Siripatrawan i Harte, 2010; Park i Zhao, 

2004). Wang i sar. (2013) i Siripatrawan i Harte (2010) su prikazali rezultate za brzinu 
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propustljivosti vodene pare hitozanskog filma od 13.8·10-11 i 7.11·10-11 g/(m s Pa). 

Literaturne vrednosti brzine propustljivosti za vodenu paru za hitozanski biofilm, koje su 

u najbližoj saglasnosti sa prikazanim rezultatima na Grafiku 6 (A), iznose oko 9.9·10-11 

g/(m s Pa), kod autora: Sebti i sar. (2007), Mayachiew i Devahastin (2008), Rivero i sar. 

(2009), Rivero i sar. (2009), Amankwaah (2013) i Pinotti i sar. (2007). U poređenju sa 

drugim biopolimernim filmovima, hitozanski filmovi imaju nižu propustljivost za vodenu 

paru u odnosu na biofilmove na bazi 3% kukuruznog skroba, skroba od slatkog krompira, 

5% želatina, 4% karagenana, nekih zeinskih filmova (zavisno od načina proizvodnje, 

vrednosti se kreću od 1.2·10-11 g/(m s Pa) do 124·10-11 g/(m s Pa)), pšeničnog glutena i 

hidroksipropilmetilceluloze (Tabela 10). Metilcelulozni i neki zeinski filmovi imaju 

brzinu propustljivosti vodene pare u nivou ispitivanih hitozanskih biofilmova. U odnosu 

na komercijalne polimerne materijale, propustljivost hitozanskog filma za vodenu paru je 

reda veličine kao celofanski film (8.4·10-11 (g/m s Pa)), što je i očekivano, obzirom na 

sličnost strukture dva polimera,a značajno niža od vrednosti ovog parametra za LDPE i 

HDPE, kao što se može videti u Tabeli 10. (Nguyen, 2012; Shellhammer i Krochta, 1997). 

Tabela 10. Brzina propustljivosti vodene pare za pojedine biofilmove i komercijalne polimerne materijale 

(Pinotti i sar., 2007) 

Sastav filma WVP (g m
-1

 s
-1

 Pa
-1

) 

Pšenični gluten sa glicerolom 7.00∙10
-10

 

Kukuruzni zein sa glicerolom 8.90∙10
-10

 

Proteini surutke sa sorbitolom 7.17∙10
-10

 

Kukuruzni skrob sa sorbitolom 1.75∙10
-10

 

Hidroksipropilmetilceluloza (HPMC) 1.90∙10
-10

 

Metilceluloza 8.70∙10
-11

 

Metilceluloza 1% 7.55∙10
-11

 

Metilceluloza 3% 8.4-12.1∙10
-11

 

Hitozan 2% (nepoznatog porekla) 3.66-4.80∙10
-11

 

Hitozan 3% 6.19-15.27∙10
-11

 

Hitozan 1% 9.03∙10
-11

 

Celofan 8.4∙10
-11

 

LDPE 9.14∙10
-13

 

HDPE 2.31∙10
-13

 

PA 6 2.09∙10
-9

 

 

Dobijeni rezultati pokazuju da, sa dodatkom EUO, nije došlo do promene brzine 

propustljivosti vodene pare hitozanskih biofilmova. Za nelaminirani kolageni omotač 

srednja vrednost propustljivosti vodene pare je iznosila 217.28 g/(m2 24h KPa), za omotač 

laminiran slojem hitozana 242.10 g/(m2 24h KPa), a sa dodatkom EUO u laminirani sloj 

dolazi do smanjenja vrednosti na 159.47 g/(m2 24h KPa), za film sa 0.6% EUO i 153.57 

g/(m2 24h KPa), za film sa 0.8% EUO. Mnogobrojni faktori utiču na ovo svojstvo 

biofilmova. McHugh i sar. (1993) su prikazali pozitivnu korelaciju između debljine filma 

i njene propustljivosti vodene pare, jer velika debljina filma može povećati relativnu 

vlažnost u blizini filma i izmeniti kinetiku apsorpcije vlage  (McHugh i sar. 1993; Crank, 

1975). Pored efekta veće debljine filma, moguće je da dodato EUO dovodi do  slabljenja 

međumolekularne interakcije između molekula polimera, dovodeći do opuštanja i 
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smanjenja kompaktnosti strukture filma, što može dovesti do povećane difuzivnosti 

molekula vode kroz film, te veće propustljivosti vodene pare. Sa druge strane, dodatak 

hidrofobne supstance u film povećava hidrofobni karakter matriksa filma, povećava se 

gustina i smanjuje međuprostor u matriksu, a između hidrofobne supstance i hitozana 

može doći do interakcije koja će smanjiti broj dostupnih hidroksilnih grupa, što sve vodi 

smanjenju propustljivosti vodene pare. (Siripatrawan i Harte 2010; Wang i sar., 2013; 

Park i sar., 2004; Gómez-Guillén i sar., 2007; Amankwaah 2013; Pranoto i sar., 2005; 

Chi 2004). U zavisnosti od toga koji od navedenih uticaja dominira kod određenog filma, 

sa dodatkom etarskog ulja u hidrofilni film može doći do povećanja propustljivosti za 

vodenu paru ili smanjenja propustljivosti (što je slučaj kod laminiranih omotača). Ukoliko 

su ovi različiti efekti izbalansirani, propustljivost za vodenu paru može ostati 

nepromenjena sa dodatkom hidrofobne supstance u film, kao kod ispitivanih biofilmova. 

 
Propustljivost gasova, a posebno propustljivost kiseonika su osobine koje imaju 

veliki značaj za očuvanje upakovane hrane, jer je kiseonik gas koji je ključni faktor u 

oksidaciji i inicijator većeg broja neželjenih promena u hrani (Sothornvit i Pitak, 2007). 

Propustljivost filma za ostale gasove je takođe bitna u primeni filmova, a prvenstveno u 

dizajniranju pakovanja u modifikovanoj atmosferi. Polisaharidni filmovi su poznati kao 

dobra barijera za kiseonik, zahvaljujući tesnom pakovanju i raspoređivanju molekula uz 

formiranje mreže vodoničnih veza (Martins i sar., 2012; Bourbon i sar., 2011; Cerqueira i 

sar., 2009, Rubilar i sar., 2013). 

Na Grafiku 7. je prikazana propustljivost hitozanskih biofilmova (Grafik 7, A) i 

laminiranih kolagenih omotača (Grafik 7, B) sa dodatkom EUO za ugljendioksid, 

kiseonik, azot i vazduh. Propustljivost hitozanskog filma je iznosila 18.4 mL/(m2 24h bar) 

za CO2, 10.95 mL/(m2 24h bar) za O2, 5.55 mL/(m2 24h bar) za N2 i 6.7 mL/(m2 24h bar) 

za vazduh. Vrednosti za propustljivost hitozanskog filma su uporedive sa rezultatima Di 

pierro i sar. (2006) i Altiok i sar. (2010). U odnosu na neke proteinske i kompozitne 

filmove (Tabela 11), propustljivost hitozanskog filma je u rangu propustljivosti ovih 

filmova ili niža. Ako se uporedi propustljivost hitozanskog biofilma sa propustljivošću 

polimernih ambalažnih materijala koji se koriste komercijalno za pakovanje hrane, 

propustljivost hitozanskog filma je u rangu visokobarijernih filmova namenjenih za 

pakovanje u vakuumu i modifikovanoj atmosferi (Tabela 11).  

Sa dodatkom EUO nije došlo do promene propusljivosti hitozanskog filma za 

gasove. Za film sa 0.8% EUO nije bilo moguće odrediti propustljivost za gasove 

navedenom metodom zbog lošijih mehaničkih svojstava filma. U literaturi se sreću 

rezultati koji ukazuju najčešće na povećanje propustljivosti gasova pri dodatku hidrofobne 

materije u film usled mikrostrukturnih promena u filmu, koji sa dodatkom etarskog ulja 

postaje porozan (Altiok i sar., 2010). U radu Rubilar i sar. (2013) je takođe zapažen ovaj 

efekat, ali tek pri dodatku veće koncentracije hidrofobne supstance.  
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Grafik 7. Propustljivost za gasove (mL/(m

2
 24h bar)) kod A. biofilma; B. laminiranog kolagenog omotača, 

u zavisnosti od koncentracije etarskog ulja origana (%, v/v) ( je nelaminirani kolageni omotač). 

Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju. 

 

Rezultati za laminirane omotače su pokazali da među njima takođe nije uočena razlika 

u propustljivosti za gasove i propustljivost svih gasova je  nivou propustljivosti hitozanskih 

biofilmova. Propustljivost nelaminiranog kolagenog materijala nije prikazana na Grafiku 7. 

(B) zbog preglednosti grafika, jer je propustljivost ovog omotača iznosila 25.44 mL/(m
2
 24h 

bar) za CO2, 2518.796 mL/(m
2
 24h bar) za O2, 7856.2 mL/(m

2
 24h bar) N2 i 6726.06 mL/(m

2
 

24h bar) za vazduh, što je u saglasnosti sa prirodom materijala. Laminacijom kolagenog 

omotača, propustljivost za gasove (osim za CO2) je smanjena više od 200 puta. 
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Tabela 11. Propustljivost nekih biofilmova i komercijalnih polimernih materijalča za gasove(Lazić i sar., 

2010; Popović, 2013; Parra i sar., 2010; García-Esteban i sar., 2004) 

Film Propustljivost gasova (mL/(m
2
 24h bar)) 

CO2 O2 N2 Vazduh 

Kompozitni film na bazi pogače uljane 

tikve golice 

42.20 12.10 11.70 11.80 

Film na bazi proteiskog izolata pogače 

uljane tikve golice 

20.88 15.85 0 3.32 

PE (90m) 7350.40 2431.20 573.00 949.40 

BOPP (40mm) 2997.90 1130.80 257.50 442.80 

PVDC/BOPP(20mm)/PE(20mm) 87.00 25.30 11.70 14.06 

PA/PE - 38 - - 

Sedmoslojni visokobarijerni materijal 

PE/ PE/PA/EVOH alloy/PA/PE/EVA, 

140 μm 

- 8.3 - - 

 

 

Određivanje strukture ATR-FTIR spekrtofotometrijom 

Na Slici 36. prikazan je ATR-FTIR spektar EUO. Osnovne komponente EUO su 

karvakrol i timol, a još mogu, u značajnijem procentu, biti prisutni i p-cimen i γ-terpinen 

(Schulz i sar., 2005). Spektri ovih terpenoida pokazuju karakteristične pikove koji su 

indikatori određenih veza. U Tabeli 12. su prikazani karakteristični pikovi za terpenoide EUO. 

Karakteristični pikovi se javljaju u spektralnom opsegu (800-2000) cm
-1

. U spektru EUO, pik 

na 809.39 cm
-1

 je najverovatnije interferirani pik nastao preklapanjem pikova koji karakterišu 

vibracione trake aromatičnog prstena poreklom iz timola (804 cm
-1

) i karvakola (811 cm
-1

). 

Intenzivne trake uočene na 862.79 cm
-1

, 1116.44 cm
-1

, 1174.29 cm
-1

, 1249.94 cm
-1

, 1419.04 

cm
-1

, u kombinaciji sa pikom na 809.39 cm
-1

 nedvosmisleno ukazuju na osnovnu komponentu 

u sastavu EUO, a to je karvakrol. Pik na 1516.93cm
-1

 može ukazivati na p-cimen, dok 

karakteristični pikovi γ-terpinena nisu identifikovani, najverovatnije zbog malog udela ove 

komponente u sastavu EUO. 

Tabela 12. Talasne dužine na kojima se javljaju intenzivni karakteristični pikovi terpenoida EUO (Schulz 

i sar., 2005) 

Komponente ATR-IR (cm
-1

) Grupa 

Karvakrol 811 w (C-H) 

Timol 804 w (C-H) 

p-Cimen 1515 

813 

w (C-H) 

w (C-H) 

γTerpinen 947 

781 

w (CH2) 

w (CH2) 
w-vibracija mahanja, klaćenja (wagging) 
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Slika 36. ATR-FTIR spektar etarskog ulja origana 

 
 

 Na Slici 37. su prikazani ATR-FTIR spektri odabranog hitozanskog biofilma sa 

0.2% EUO. Većina karakterističnih pikova, tipičnih za hitozanski biofilm formiran iz rastvora 

hitozana u sirćetnoj kiselini je identifikovan u spektru hitozanskog biofilma. Karakteristični 

spektri su dati u Tabeli 13. (Liu i sar., 2013).  

 

Slika 37. ATR-FTIR spektar hitozanskog biofilma i hitozanskog biofilma sa 0.2% etarskog ulja origana 
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Široka apsorpciona traka koja se proteže od oko 3500 cm
-1

 do oko 3000 cm
-1

 obuhvata 

pikove –NH i -OH···O vibracije istezanja, kao i intermolekularne vodonične veze između 

molekula  hitozana. Amino grupa ima karakterističan pik na (3400-3500) cm
-1

,
 
ali  je on 

maskiran širokom apsorpcionom trakom hidroksilne grupe. Apsorpcione trake na 2918.67 cm
-

1
 i 2869.72 cm

-1
 predstavljaju vibracioni mod simetričnog i antisimetričnog istezanja u –CH2 

grupi. Traka na 1632.63 cm
-1

 najverovatnije potiče amid I grupe (C=O vibracija istezanja), na 

1539.1 cm
-1

 od amid II grupe (N-H vibracija savijanja), a na 1325.59 cm
-1

 od amid III grupe 

(C-N). Slab pik na 1147.59 cm
-1

 je dodeljen C-O-C vibraciji simetričnog istezanja, a pikovi na 

1058.59 cm
-1

 i 1018.54 cm
-1

 C-O vibraciji istezanja u C-OH grupama na trećem i šestom C 

atomu  (Sionkowska i sar., 2004, Liu i sar., 2013, Leceta i sar., 2013; Zivanovic i sar., 2007; 

Souza i sar., 2011; Dilamian i sar., 2013). Aktivna grupa hitozonijum acetata (-NH3
+ -

OOCH) 

je okarakterisana dvema apsorpcionim trakama na 1539.1 cm
-1

i 1405.69 cm
-1

 (Lagaron i sar., 

2007). 

Sa dodatkom EUO u film došlo je do promena u spektru hitozanskog filma, o čemu 

svedoči i koeficijent korelacije ova dva spektra od 0.7498 (u regionu spektara od 650 cm
-1

 do 

4000 cm
-1

). Ukoliko se posmatra samo deo spektra u kojem se nalaze karakteristične grupe 

EUO (700 cm
-1

  do 2000 cm
-1

), ovde je koeficijent korelacije približan ukupnom koeficijentu 

za čitave spektre i iznosi 0.7377. Ako se uporedi ovaj deo spektra za film sa i bez EUO sa 

Slike 37., kod filma sa EUO se uočava pojava novih pikova, i to na 1734.98 cm
-1

, koji 

najverovatnije potiče od karbonilne grupe sirćetne kiseline (Ritthidej i sar., 2002), 1450.19 

cm
-1

, potiče od CH2 makazičaste vibracije (Altiok i sar., 2010; Dhanikula i Panchagnula 

2004), 942.89 cm
-1

 (kao da je naznaka ovog pika postojala i kod filma bez EUO, ali je ovde 

pik jasno diferenciran) i 809.39 cm
-1

, najverovatnije interferirani pik nastao preklapanjem 

pikova koji karakterišu vibracione trake aromatičnog prstena timola i karvakola. Jedan broj 

pikova hitozanskog biofilma u ovom regionu pretrpeo je izmene, koje se mogu uočiti za pik 

na 1325.59 cm
-1

, gde su se umesto jednog jasnog pika javila dva manja, 1249.94 cm
-1

, pik 

nešto izraženijeg intenziteta, 1058.59 cm
-1 

i 1018.54 cm
-1

, takođe pikovi promenjenog 

intenziteta.  

 
Tabela 13. Karakteristični pikovi nativnog hitozana u formi pudera (stepen deacetilovanosti 85% i 95%) i 

hitozanskog biofilma (stepen deacetilovanosti 85% i 95%) (Liu i sar., 2013) 

Karakteristični 

pikovi (cm-1) 

Uzorci 

DD 85% DD 95% 

Nativni hitozan Hitozanski film Nativni hitozan Hitozanski film 

-OH, -NH2 3440 3440 3440 3440 

-CH2 simetrično 

istezanje 

2915 2915 2915 2915 

-CH2 asimetrično 

istezanje 

2875 2880 2875 2880 

C=O (amid I) 1652 1652 1652 1652 

N-H (amid II) 1594 1589 1594 1589 

CH2 savijanje 1421 1417 1421 1417 

CH savijanje i CH3 

deformacija 

1381 1377 1381 1377 

C-N (amid III) 1322 1322 1322 1322 

O-H savijanje 1263 1258 1263 1258 

C-O-C simetrično 

istezanje 

1154 1150 1154 1150 

C-O iz C3-OH 1082 1082 1082 1082 

C-O iz C6-OH 1033 1033 1033 1033 
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U delu spektra 4000 cm
-1

 do 2000 cm
-1

 uočava se razlika u izgledu pikova na 2918.67  

cm
-1

 i 2869.72 cm
-1

, a poređenjem  spektara u ovom regionu dobijen je koeficijent korelacije 

0.6900, koji govori o značajnim razlikama. Ove izmene karakterističnih pikova znače da je 

došlo do interakcije između aktivnih grupa EUO i funkcionalnih grupa hitozana (Altiok i sar., 

2010; Pranoto i sar., 2005). Na osnovu literaturnih podataka se može zaključiti da od vrste i 

koncentracije dodatog ulja ili druge aktivne supstance u matriks hitozanskog filma zavisi da li 

će doći do interakcije između komponenata filma koje će rezultirati promenama u strukturi 

(vrsti i broju veza). Dodatak ulja timijana, belog luka, ekstrakta semena grožđa nije doveo do 

promena u strukturi hitozanskog filma, dok su kalijum sorbat, nizin, polifenoli zelenog čaja i 

ekstrakt zelenog čaja, koji su bili dodati u hitozanski film, doveli do interakcije grupa aktivne 

supstance i molekula hitozana, što je rezultiralo u promenjenim fizičkim, mehaničkim 

svojstvima i biološkoj aktivnosti filma (Altiok i sar., 2010; Pranoto i sar., 2005; Wang i sar., 

2013; Siripatrawan i Harte 2010; Rubilar i sar., 2013). 

 

Određivanje strukture elektron skenirajućom mikroskopijom (SEM) 

Na Slikama 38. i 39. su predstavljeni SEM snimci odabranog laminiranog kolagenog 

omotača sa 0.2% dodatog EUO. Na Slici 38. je predstavljen SEM površine laminiranog 

kolagenog omotača, dok je na Slici 39. predstavljen SEM preseka laminiranog kolagenog 

omotača. Odabrana su odgovarajuća uvećanja koja na najjasniji način oslikavaju 

mikrostrukturu ispitivanog omotača. Krajnja struktura, koja se vidi na Slikama 38. i 39., 

formirana je strukturnim aranžiranjem svih komponenata  premaza (hitozan, EUO, Tween 20) 

u inicijalnoj disperziji i razvojem ovog aranžiranja tokom sušenja i kondicioniranja 

laminiranog kolagenog omotača (Vargas i sar., 2009). Na Slici 39. se može uočiti da 

hitozanski sloj kontinualno prekriva površinu kolagenske baze. Neravnine kolagenog 

omotača, u vidu vlakana i nabora, se mogu uočiti i kroz laminirani sloj, posebno na uvećanju 

500x i 1000x. Na uvećanju 500× mogu se uočiti okruglasti tragovi koji su najverovatnije 

posledica mehurova vazduha koji su preko površine izlazili iz unutrašnjosti filma tokom 

sušenja (Tripathi i sar., 2009; Altiok i sar., 2010). Na uvećanju 5 000× ovi tragovi se jasno 

vide, a većina ima dijametar ispod 5 µm. Važno je naglasiti da su ovo samo površinski 

tragovi, a ne pore u filmu koje bi mogle uticati na svojstva filma. Pri svim prikazanim 

uvećanjima, uočljivi sui  nerastvoreni kristali hitozana. Dimenzije ovih kristala su ispod 5 m, 

na osnovu uvećanja 1000x. 
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Slika 38. SEM snimci površine laminiranog kolagenog omotača: predstavljeno je uvećanje 500×, 1000×, 

2000× i 5000× 

 

Na SEM snimcima preseka laminiranog kolagenog omotača, može se uočiti višeslojna 

struktura. Na snimku koji prikazuje uvećanje 500×, jasno se uočava granica homogenog sloja 

laminata hitozana (Arzate-Vázquez i sar., 2012; Nunthanid i sar., 2001) i osnove koju čini 

struktura kolagenog omotača. Hitozanski sloj je ujednačen, homogen, bez pora i pukotina i 

izgleda kao da potpuno naleže na površinu kolagenog omotača. Daljim uvećanjem se može 

jasnije uočiti da se i sloj hitozana sastoji iz tri sloja (tri premaza), pri čemu se granica prva dva 
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jedva uočava i premazi potpuno naležu na površinu kolagena, dok je treći sloj jasno uočljiv i 

on ne naleže potpuno na prva dva sloja, već se uočavaju delovi gde je on odvojen. Debljina 

troslojnog hitozanskog premaza kreće se od (7.72 - 12.9) µm, a prosečna debljina hitozanske 

prevlake iznosi 9.78 µm. Kao što je zapaženo u radu Martin-Polo i sar. (1992), zbog 

neravnosti površine filma, debljina izmerena mikrometarski je veća od debljine određene 

pomoću SEM. 

 

   

   

Slika 39. SEM snimci preseka laminiranog kolagenog omotača: predstavljeno je uvećanje 500× i 1000 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 m 
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4.1.3. Primena hitozanskog premaza sa dodatkom etarskog ulja origana u zaštiti 

Petrovačke kobasice ("Petrovská kolbása")  

 

Na osnovu dobijenih i prodiskutovanih rezultata, za primenu na Petrovačku kobasicu u 

cilju produženja njene održivosti, odabran je zaštitni premaz sa najmanjom koncentracijom 

EUO (0.2%). Ovaj zaštitni premaz je odabran zbog optimalnih ispitivanih svojstava, uz 

obezbeđivanje zaštite senzorskih svojstava kobasice. Poređenjem laminiranog kolagenog 

omotača sa 0.2% EUO, u odnosu na kolageni omotač bez zaštitnog premaza, došlo je do 

pozitivnog efekta izuzetno visokog smanjenja propustljivosti za gasove (osim ugljendioksida) 

i do neželjenog smanjenja zatezne jačine (koja i nakon smanjenja ima zadovoljavajuću 

vrednost), dok su ostala ispitivana svojstva nepromenjena. U analizi uticaja zaštitnog premaza 

na bazi hitozana uz dodatak EUO na odabrane parametre kvaliteta Petrovačke kobasice 

ispitani su: sadržaj vlage, vrednost pH, instrumentalno određivanje boje, masnokiselinski 

sastav, sadržaj malondialdehida, sadržaj zasićenih alifatičnih aldehida i senzorski profil mirisa 

i ukusa. Za pojedina svojstva je, radi poređenja i prikaza poželjnih vrednosti, uz kontrolnu i 

kobasicu zaštićenu slojem hitozana prikazana i kobasica upakovana u vakuumu (Šojić, 2013; 

Petrović i sar., 2011).  

 

Sadržaj vlage 

Gubitak vlage (kalo) je važno fizičko svojstvo koje direktno utiče na većinu 

senzorskih svojstava, kao i efikasnost i isplativost postupka proizvodnje proizvoda od mesa. 

Sadržaj vlage je jedan od propisanih parametara kvaliteta za fermentisane suve kobasice. 

Prema Pravilniku o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa 

(“Sl. glasnik RS”, br. 31/2012 i 43/2013, Člаn 47.), ovaj tip proizvoda mora da zadovolji 

zahtev da maksimalni sadržaj vlage u proizvodu ne sme biti veći od 35%. Iz rezultata 

prikazanih na Grafiku 8. može se zaključiti da ispitivani proizvod zadovoljava zahtev 

regulative. Nakon što se postigne sadržaj vlage 35% ili niži, dalji gubitak vlage je nepoželjan, 

jer utiče na senzorska svojstva kobasice koja deluje presušeno, tvrdo i naborano. Tokom 

skladištenja, sadržaj vlage je opadao podjednako u kontrolnoj i u kobasici sa zaštitnim slojem 

hitozana. Sadržaj vlage, određen nakon 60 dana skladištenja, je iznosio (24.05 ± 0.11)% za 

kontrolnu i (23.20 ± 0.13)% za kobasicu sa hitozanskim premazom, a nakon 150 dana 

skladištenja, (18.36 ± 0.06)% za kontrolnu i (19.26 ± 0.05)% za kobasicu sa hitozanskim 

premazom i, nakon 210 dana skladištenja, oko 16% za obe kobasice. U pojedinim kontrolnim 

tačkama, tokom skladištenja, nije uočena statistički značajna razlika u sadržaju vlage ove dve 

kobasice (p>0.05). Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima prikazanim za propustljivost 

vodene pare ispitivanih laminiranih kolagenih omotača, gde između kolagenog omotača i 

laminiranog kolagenog omotača sa slojem hitozana i 0.2% EUO nema razlike u 

propustljivosti vodene pare (p>0.05, Grafik 6, B). Na Grafiku 8. je dat prikaz kobasice 

pakovane u uslovima vakuuma u barijerni ambalažni material, radi oslikavanja mogućnosti 

usporavanja gubitka vlage. 
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Grafik 8. Sadržaj vlage (%) u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja. Vertikalne linije označavaju 

standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite vrednosti 

(p<0.05) 

 

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa jednim brojem literaturnih podataka. Pokazano je 

da je, tokom skladištenja, došlo do podjednakog smanjenja sadržaja vlage polutvrdog sira koji 

je zaštićen slojem hitozana, kao i u kontrolnim uzorcima bez hitozanskog premaza (Fajardo i 

sar., 2010). Takođe, između grilovanog svinjskog mesa, sa i bez hitozanskog premaza, koje je 

zatim upakovano pod vakuumom, nisu uočene razlike u teksturi, koja je tesno povezana sa 

sadržajem vlage u uzorcima. Ovi rezultati su povezani sa lošim barijernim svojstvima 

hitozanskog filma za vlagu (Yingyuad i sar., 2006). Sa druge strane, zaštitni sloj od 

visokoviskoznog i srednjeviskoznog hitozana, u koncentracijama 0.5% (w/v) i 1% (w/v) 

doveo je do usporavanja kala fileta haringe i bakalara, sardine i svežeg svinjskog mesa (Jeon i 

sar., 2002; Mohan i sar., 2012; Xiufang i Boahua 2008). U radu Chamanara i sar. (2012), 

tvrdoća i elastičnost komada kalifornijske pastrmke je bila niža za uzorke uronjene u rastvor 

hitozana, dok je sposobnost vezivanja vode komada sa slojem hitozana bila značajno viša. 

Ove pojave su objašnjene velikom sposobnošću hitozanskog filma da vezuje vodu i bubri. U 

istom radu je prikazano da uzorci sa dodatim uljem timijana u hitozanski sloj (pa samim tim 

najverovatnije i smanjenom sposobnošću bubrenja) nisu pokazali razliku teksturalnih 

svojstava u odnosu na kontrolne uzorke (Chamanara i sar., 2012). Moguće je da ovo 

objašnjenje Chamanara i sar. (2012)  može da se proširi i na ostale literaturne podatke koji su 

pokazali smanjenje kala mesa, ne zbog održanog sadržaja vlage u mesu, već zbog apsorpcije 

vlage od strane hitozanskog omotača. U radu Sathivel (2005) je prikazan pozitivan uticaj 1% i 

2% hitozanskog omotača na očuvanje sadržaja vlage u smrznutim filetima soma. Ovde je 

uticaj omotača objašnjen kao sposobnost hidrofilnog hitozanskog omotača da usporava 

gubitak vlage iz proizvoda, dok voda sadržana u samom omotaču ne ispari. Treba istaći da su, 

u navedenim radovima, proizvodi, nakon uranjanja u hitozanski rastvor, pakovani u polimerne 

materijale (PVdC, PE, PP). Za razliku od prikazanih literaturnih navoda, uzorci kobasice u 

okviru istraživanja prikazanih u ovoj disertaciji, su, nakon nanošenja hitozanskog premaza, 

čuvani u komori sa kontrolisanim uslovima, bez dodatnog pakovanja. Obzirom na dug period 
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skladištenja kobasice i veliki vremenski razmak između dve kontrolne tačke, eventualni 

efekat koji je tanki sloj hitozana mogao imati u usporavanju gubitka vlage iz kobasice nije 

registrovan. 

 

Vrednost pH  
 

Jedan od kriterijuma kvaliteta Petrovačke kobasice, istaknut u Tehnološkom elaboratu 

(Petrović i sar., 2007), je i vrednost pHk >5.4. Vrednost pH kontrolne kobasice na kraju 

sušenja je u ovom eksperimentu bila niža od preporučene vrednosti. Ova pojava se može 

objasniti delovanjem mikroflore. Janković (2013) je prilikom izučavanja mikrobiološke 

populacije i promene inicijalne mikroflore Petrovačkih kobasica zaključila da je slaba 

acidifikacija nadeva, tj. izostanak obimnije fermentacije u nadevu pogodovao rastu 

mikrokoka. Nasuprot tome, smanjen razvoj mikrokoka u ispitivanoj kobasici je stvorio 

povoljne uslove za razmnožavanje laktobacila i nižu vrednost pH. Promene vrednosti pH 

ispitivanih kobasica, tokom skladištenja, prikazane su na Grafiku 9., gde se vidi da tokom 

skladištenja dolazi do porasta vrednosti pH (p<0.05) u obe kobasice, ali se trend porasta 

razlikuje. Kod kontrolne kobasice je došlo do postepenog porasta vrednosti pH, od početnih 

5.05 ± 0.02, na kraju sušenja, 5.33 ± 0.05, nakon 60 dana, 5.52 ± 0.01, nakon 150 dana, do 

vrednosti na kraju skladištenja od 5.61 ± 0.04. Kod kobasice sa slojem hitozana je došlo do 

skoka vrednosti pH nakon 60 dana skladištenja (p<0.05) na 5.53 ± 0.01, nakon čega je došlo 

do stagniranja vrednosti pH do 150. dana skladištenja (p>0.05), a zatim je vrednost pH 

nastavila da raste do kraja skladištenja (p<0.05) do 5.73 ± 0.04. Razlike u vrednostima pH 

između kontrolne kobasice i kobasice sa hitozanskim premazom su zapažene nakon 60 i 

nakon 210 dana skladištenja (p<0.05). Promena vrednosti pH u kobasici sa hitozanskim 

premazom je nešto brža i izraženija u odnosu na kontrolnu kobasicu. Praćenjem promene pH 

u trinaest modela Petrovačke kobasice tokom tri proizvodne sezone, zapaženo je da vrednost 

pH u svim kobasicama raste tokom skladištenja (Škaljac, 2014). Sličan trend promene pH 

tokom skladištenja je zapažen kod fermentisane suve kobasice Poličan, a ovakav trend je 

objašnjen kao posledica razgradnje mlečne kiseline, do koje dolazi nakon što se potroše šećeri 

i/ili izraženoj proteolitičkoj aktivnosti prisutne mikroflore (Staphylococcus spp.) uz 

formiranje peptida, amino kiselina i amonijaka, što je ovde najverovatnije slučaj (Saláková i 

sar., 2010;  Kamenik i sar., 2012; Komprda i sar., 2001, Bover-Cid i sar., 1999). 
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Grafik 9. Vrednost pH u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja. Vertikalne linije označavaju 

standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d, e označavaju statistički značajno različite vrednosti 

(p<0.05). 

 

Instrumentalno određivanje boje  

Boja ima veoma važnu ulogu u izgledu, prezentaciji i prihvatljivosti proizvoda od 

mesa. Kao kriterijum kvaliteta Petrovačke kobasice  u Tehnološkom elaboratu (Petrović i sar., 

2007) date su i granice vrednosti svetloće boje preseka, L* =32-37. Međutim, Škaljac (2014), 

na osnovu utvrđenih rezultata za vrednost svetloće boje (L*) u svojim istraživanjima i 

uzimajući u obzir rezultate dobijene u toku zaštite ovog proizvoda (Petrović i sar., 2007; 

Ikonić i sar., 2010; Petrović i sar., 2011), daje predlog da kriterijum za vrednost svetloće boje 

(L*) bude samo ograničen na maksimalnu vrednost, tj. da svetloća boje (L*) ne sme biti veća 

od 37 (L* ≤ 37), jer vrednosti niže od 32 mogu biti posledica manjeg sadržaja masti ili dužeg 

procesa sušenja i zrenja, što može rezultirati boljim senzorskim kvalitetom i poželjnijim 

senzorskim karakteristikama sa aspekta prihvatljivosti od strane potrošača, ako je zadovoljen 

kriterijum pH >5.4. Suprotno tome, u slučaju analizirane kobasice, kombinacija uticaja 

mikroflore, intenzivne acidifikacije nadeva, nešto više temperature tokom sušenja i zrenja, 

višeg sadržaja ukupnih masti i intenzivne oksidacije pigmenata pod dejstvom endogenih 

lipaza doveli su do razvijanja nepoželjne boje preseka kobasice, visoke vrednosti za L* i b*.  

Na Grafiku 10. su prikazani parametri boje L*, a*, b* površine i preseka Petrovačke 

kobasice na kraju sušenja i tokom skladištenja od 7 meseci. Kada je u pitanju boja površine, 

samo parametar L* se menjao tokom vremena, i to postupno se smanjujući za kobasice sa 

slojem hitozana (p<0.05) do 5 meseci skladištenja, nakon čega nije uočena dalja promena 

svetloće, dok je kod kontrolne kobasice došlo do inicijalnog pada vrednosti svetloće, nakon 

čega je L* postepeno raslo. Parametri boje a* i b* spoljne površine nisu se menjali ni kod 

jedne grupe kobasica tokom skladištenja (p>0.05). Poređenjem vrednosti parametara L*, a* i 

b*, tokom skladištenja, za kontrolnu kobasicu i kobasicu sa hitozanskim premazom, samo je 

za vrednosti L* uočena razlika (p<0.05). Nakon 60 dana skladištenja, kobasica sa hitozanskim 

premazom je imala višu vrednost L*, dok je nakon 150 i 210 dana skladištenja, vrednost L* u 

ovoj kobasici bila niža u odnosu na kontrolnu kobasicu. Ovi rezultati su u skladu sa 
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rezultatima prikazanim za boju laminiranog kolagenog omotača, gde je pokazano da je uticaj 

laminacije na boju kolagenog omotača minimalan (Tabela 9). Kod preseka kobasice je došlo 

do manje promene parametara L* i a* tokom skladištenja, dok je parametar b* ostao 

nepromenjen, kod obe ispitivane grupe kobasica. Vrednost svetloće preseka kontrolne 

kobasice na kraju sušenja je bila nešto iznad vrednosti koju zahteva Tehnološki elaborat i 

iznosila je 39.12. Do značajne promene svetloće preseka (p<0.05) je došlo nakon prvih 2 

meseca skladištenja kontrolne kobasice, kada je vrednost L* pala na  29.59 i nadalje tokom 

skladištenja se vrednost ovog parametra nije značajno menjala (p>0.05). Senzorska ocena 

boje i održivosti boje ove kobasice, data kod Škaljac (2014), je bila najviša 60. dana 

skladištenja, na osnovu čega autor zaključuje da su nešto niže vrednosti parametara boje u 

odnosu na one utvrđene na kraju skladištenja senzorsko prihvatljivije. Kod preseka kobasice 

sa zaštitnim slojem hitozana je krajnja vrednost parametra L* ista kao kod kontrolne kobasice 

(p>0.05), ali je opadanje vrednosti svetloće teklo nešto postupnije. Vrednost L* je, 60. dana 

skladištenja, iznosila 32.85, 120. dana 26.50 i 210. dana 26.24. Pérez-Alvarez i sar. (1999) su 

smanjenje vrednosti svetloće boje (L*) na preseku fermentisanih suvih kobasica tokom 

procesa dimljenja i sušenja doveli u korelaciju sa smanjenjem sadržaja vlage, a povećanje 

vrednosti svetloće boje (L*) sa smanjenjem vrednosti pH, jer kako se ta vrednost približava 

izoelektičnoj tački proteina mesa, dolazi do umrežavanja miofibrila i deo vode se istisne van 

miofibrila, što dovodi do veće refleksije svetlosti i povećanja L* vrednosti. Udeo crvene boje 

a* se kod preseka kobasice zaštićene hitozanskim slojem nije menjao tokom skladištenja, dok 

je kod kontrolne kobasice došlo do smanjenja udela crvene boje (p<0.05) nakon 7 meseci 

skladištenja, kada je vrednost a* pala sa početnih 25.9 na 19.40. Kako karakteristična tamno 

crvena boja preseka ove kobasice uglavnom potiče od crvene začinske paprike i komponenata 

dima, to do opadanja vrednosti a* dolazi najverovatnije zbog oksidacije komponenata 

začinske crvene paprike. Zaštitna uloga hitozanskog omotača sa dodatim EUO prema boji 

Petrovačke kobasice na preseku se ispoljila u vidu odlaganja smanjenja parametra L* i 

očuvanje vrednosti a* na početnom nivou. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima rada u 

kojem je 0.5%-tni hitozanski zaštitni sloj sa dodatim ekstraktima začina zaštitio boju svežeg 

svinjskog mesa i značajno usporio stvaranje metmioglobina (Xiufang i Boahua, 2008). U 

literaturi postoji veći broj navoda koji govore u prilog zaštitnom svojstvu hitozanskog 

premaza u očuvanju boje mesa i proizvoda od mesa tokom skladištenja. Kada je izučavana 

promena boje grilovanog svinjskog mesa tokom skladištenja, najizraženiji zaštitni efekat 

prema boji mesa je pokazalo pakovanje pod vakuumom, uz prethodnu zaštitu hitozanskim 

premazom, zatim pakovanje pod vakuumom, a najintenzivnije promene su uočene kod 

uzoraka pakovanih sa atmosferskim vazduhom. Ove razlike su objašnjene kao negativni uticaj 

kiseonika na kvalitet ispitivanog mesa, koji dovodi do oksidacije lipida, pigmenata i 

mikrobiološkog kvara, što mogu biti uzroci diskoloracije. 
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Grafik 10. Parametri boje: L*, a*, b* spoljne površine i preseka u Petrovačkoj kobasici tokom 

skladištenja. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b označavaju 

statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

U ambalaži u uslovima vakuuma je koncentracija kiseonika u kontaktu sa proizvodom 

minimalna, a kod uzoraka koji su zaštićeni slojem hitozana dodatan doprinos daje i formirani 

hitozanski premaz na površini kobasice, koji ima nisku propustljivost kiseonika (Yingyuad i 

sar., 2006). Tokom skladištenja kuvane kobasice od svinjskog mesa, došlo je do diskoloracije 
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koja je registrovana kao porast vrednosti parametara L* i b*, odnosno kao pojava sivkastog 

obojenja. U radu je ova promena objašnjena kao posledica lipidne oksidacije i 

mikrobiološkog kvara, gde je došlo do akumulacije vodonik peroksida kao produkta 

bakterija mlečnog vrenja. Nastali peroksid reaguje sa nitrozilmioglobinom i 

nitrozilhemohromogenom dajući zelenkastu boju proizvodu od mesa. Uzorci zaštićeni 

hitozanskim omotačem, sa i bez ekstrakta zelenog čaja, pokazali su daleko niži intenzitet 

diskoloracije u datim uslovima (Siripatrawan i Noipha, 2012). Hitozanski zaštitni sloj je 

usporio pad L* vrednosti i kod sardine tokom skladištenja, dok u uslovima ispitivanja nije 

došlo do značajne promene a* i b* parametra (Mohan i sar., 2012).  

Pored efekta hitozanskog premaza, i EUO može imati uticaja na očuvanje boje 

mesa i proizvoda od mesa. U eksperimentu, gde je na površinu svežih goveđih odrezaka 

sprej tehnikom nanesen ekstrakt origana, ili su odresci upakovani u aktivni PP film 

obložen ekstraktom origana, pokazan je pozitivan efekat ekstrakta origana u zaštiti boje 

svežeg mesa i odlaganja formiranja metmioglobina, pri čemu je efekat direktnog 

nanošenja ekstrakta origana bio značajno izraženiji (Camo i sar., 2011).  

Masnokiselinski  sastav  

Jedan od osnovnih pokazatelja nutritivne vrednosti nekog prehrambenog proizvoda 

predstavlja odnos polinezasćenih i zasićenih masnih kiselina. Prema preporukama 

Britanskog Instituta za zdravlje, da bi se neka namirnica mogla deklarisati kao proizvod 

visoke nutritivne vrednosti, taj odnos mora biti veći od 0.45 (Campos i sar., 2013).  

 

Grafik 11. Odnos nezasićenih i zasićenih masnih kiselina u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja. 

Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c označavaju statistički značajno 

različite vrednosti (p<0.05). 

 

Na Grafiku 11. prikazan je odnos sadržaja visokovrednih nezasićenih i zasićenih 

masnih kiselina u analiziranim kobasicama, kao i u kobasici upakovanoj pod vakuumom 

(Šojić, 2013; Petrović i sar., 2011). Tokom skladištenja kontrolne kobasice, došlo je do 
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porasta odnosa NMK/ZMK, 120. dana, a nakon ovog perioda je došlo do trenda opadanja, 

najverovatnije kako dolazi do degradacije nezasićenih masnih kiselina. Na kraju 

skladištenja je odnos NMK/ZMK bio isti kao na kraju sušenja (p<0.05). Dobijeni rezultati 

za odnos NMK/ZMK kontrolne kobasice je u skladu sa podacima iz literature (Valencia i 

sar., 2006; Valencia i sar., 2007; Rubio i sar., 2008; Šojić, 2013). Između kontrolne i 

kobasice zaštićene slojem hitozana nema statistički značajne razlike u odnosu NMK/ZMK 

tokom čitavog perioda skladištenja (p>0.05), ali ipak treba istaći da su srednje vrednosti 

odnosa NMK/ZMK više kod kobasice sa hitozanom tokom čitavog perioda skladištenja. 

Ukoliko se ove vrednosti kobasice sa hitozanskim premazom uporede sa vrednostima za 

kobasicu upakovanu pod vakuumom, može se zapaziti da su za ove dve kobasice 

vrednosti ispitivanog  pokazatelja masnokiselinskog sastava veoma bliske. Čak je do 

opadanja vrednosti odnosa NMK/ZMK brže došlo kod kobasice upakovane pod 

vakuumom i 150. dana skladištenja je vrednost odnosa NMK/ZMK viša i kod kontrolne i 

kod kobasice sa slojem hitozana, u odnosu na kobasicu upakovanu pod vakuumom.  

Sadržaj malondialdehida (TBARS test) 

Određivanje sadržaja malondialdehida (MDA test) je jedan od najčešće korišćenih 

testova za praćenje napredovanja oksidacionog procesa u mesu i proizvodima od mesa. 

Podaci iz literature ukazuju na granicu detekcije nepoželjnog mirisa na užegnuće 

odgovara vrednosti MDA od 1.5 mg/kg, prema Martínez i sar. (2006), ili čak i nižoj 

vrednosti od 0.5 -1 mg/kg (Kusmider i sar., 2002; Zanardi i sar., 2004; Mandić, 2007; 

Šojić, 2013). Za fermentisane suve kobasice ova granica je pomerena i do vrednosti od 2 

mg/kg (Ansorena i Astiasaran., 2004; Salgado i sar., 2005; Valencia i sar., 2006). 

Praćenje oksidativnih promena na lipidima kobasice je od suštinske važnosti jer je ovo 

proizvod koji je mikrobiološki stabilan i kada dođe do kvara to je skoro uvek posledica 

oksidacije masti. 

Na Grafiku 12. je prikazan sadržaj MDA u kontrolnoj kobasici, kobasici sa 

zaštitnim slojem hitozana i, radi poređenja, u kobasici upakovanoj u vakuumu (Šojić, 

2013; Petrović i sar., 2011). U momentu pakovanja, sadržaj MDA je bio 0.79 mg/kg, što 

je na oko polovine intervala vrednosti MDA utvrđenom u momentu pakovanja za 13 

modela Petrovačke kobasice, u tri proizvodne sezone, koji se kretao od 0.34 mg/kg do 

1.25 mg/kg (Šojić, 2013). Slične rezultate su prikazali i Ansorena i Astiasaran (2004), 

Valencia i sar. (2006), Valencia i sar. (2007), Vasilev i sar. (2010), Vuković i sar. (2011). 

Nakon 2 meseca skladištenja je došlo do različitog trenda promene sadržaja MDA u 

kontrolnoj i kobasici sa slojem hitozana. U kontrolnoj kobasici je došlo do pada sadržaja 

MDA na 0.35 mg/kg, dok je u kobasici sa zaštitnim slojem došlo do porasta ove vrednosti 

na 1.77 mg/kg. U daljem toku skladištenja dolazi do izrazitog skoka vrednosti sadržaja 

MDA preko granice užegnuća (označena crvenom linijom na Grafiku 12) u kontrolnoj 

kobasici i vrednost sadržaja MDA, nakon 5 meseci skladištenja, je iznosila 5.10 mg/kg, 

dok je kod kobasice zaštićene slojem hitozana maksimum sadržaja MDA već postignut 

60. dana i nakon toga dolazi do opadanja ove vrednosti. Sadržaj MDA u kobasici sa 
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hitozanom je 150. dana bio 1.38 mg/kg. Najverovatniji uzrok ovakvog skoka sadržaja 

MDA preko granice užegnuća u kontrolnoj kobasici je posledica visoke acidifikacije 

izazvane produkcijom mlečne kiseline i niskim vrednostima pH na početku skladištenja, 

usled čega dolazi do intenzivnog razmnožavanja heterofermentativnih laktobacila, koji 

pokazuju prooksidativno dejstvo (Leroy i sar., 2006; Vasilev i sar., 2010; Šojić, 2013). 

Do kraja skladištenja dolazi do opadanja vrednosti ovog parametra kod obe kobasice i 

sadržaj MDA se 210. dana ne razlikuje u kontrolnoj i kobasici sa hitozanom. Smanjenje 

sadržaja MDA tokom skladištenja je najverovatnije posledica interakcije ovog jedinjenja 

sa razgradnim produktima nastalim u toku procesa zrenja, kao što su aminokiseline, šećeri 

i nitriti (Janero, 1990; Ansorena i Astiasaran, 2004; Šojić i sar., 2014). Zaštitni sloj 

hitozana sa EUO je pokazao izraženi efekat u smanjenju intenziteta oksidacije lipida. U 

Petrovačkoj kobasici,  tokom svih 7 meseci skladištenja, kobasica sa hitozanom i EUO je 

bila u zoni ispod granice užegnuća fermentisane suve kobasice, za razliku, kako od 

kontrolne, tako i od kobasice upakovane u vakuumu. Ovi rezultati su u saglasnosti sa 

rezultatima koji su dati za hitozanski premaz na različitim vrstama riba: tolstolobik, 

sardina, losos, bakalar i haringa, gde je hitozan inhibirao oksidaciju lipida u mesu riblje 

(Fan i sar., 2009; Sathivel i sar., 2007; Jeon i sar., 2002). Predloženo je više mehanizama 

antioksidativnog delovanja hitozana, među kojima je niska propustljivost hitozanskog 

zaštitnog sloja za kiseonik, formiranje stabilne fluorosfere reakcijom između primarnih 

amino grupa hitozana i isparljivih aldehida, kao što je MDA (Weist i Karel, 1992), 

sposobnost heliranja metalnih jona koji se oslobađaju iz hemoproteina mesa tokom 

skladištenja i hvatanja slobodnih radikala (Park, i sar., 2004; Peng, 1998). Minimiziranje 

oksidacije lipida tokom skladištenja grilovane svinjetine koja je zaštićena hitozanskim 

premazom, pa upakovana u vakuumu je objašnjeno kao suma efekata vakuuma i niske 

propustljivosti hitozanskog premaza za kiseonik (Yingyuad i sar., 2006). Dodavanje 

ekstrakata ili etarskih ulja biljaka u hitozanski omotač pojačava njegovo antioksidativno 

delovanje i može dodatno da odloži oksidaciju lipida, kao što je prikazano u literaturi. 

Ovaj zaštitni efekat je prikazan na primeru svinjskog mesa zaštićenog hitozanskim 

premazom i ekstraktima začina (cimet, ruzmarin, karanfilić) skladištenog na -4 °C, tokom 

28 dana; na primeru ribe (kalifornijska pastrmka) zaštićene hitozanskim premazom sa 

uljem cimeta; ribe zaštićene hitozanskim premazom i etarskog ulja ruzmarina ili 

polifenolima zelenog čaja; na primeru kuvane kobasice od svinjskog mesa zaštićene 

hitozanskim premazom sa ekstraktom zelenog čaja, kao i na primeru pilećeg mesa 

zaštićenog hitozanskim premazom sa EUO i poluproizvoda na bazi pilećeg mesa 

zaštićenog hitozanskim premazom sa etarskim uljem timijana (Xiufang i Boahua 2008; 

Ojagh i sar., 2010; Li i sar., 2012;, Siripatrawan i Noipha 2012; Petrou i sar., 2012; 

Giatrakou i sar., 2010). Mehanizam antioksidativnog delovanja herbalnih etarskih ulja ili 

ekstrakata se ispoljava zahvaljujući njihovoj sposobnosti da prekinu lanac reakcija 

slobodnih radikala donirajući vodonikov atom (Georgantelis i sar., 2007; Petrou i sar., 

2012). Antioksidativno delovanje samog EUO je pokazano na primeru svežih goveđih 

odrezaka na koje je, ili direktno nanesen ekstrakt origana, ili su odresci upakovani u 

aktivni PP film sa inkorporiranim ekstraktom origana, gde je lipidna oksidacija značajno 
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odložena i umanjena, proporcionalno koncentraciji upotrebljenog ekstrakta origana. 

Pritom je najefikasnija  zaštita postignuta uranjanjem odreska u ekstrakt origana, što je 

najverovatnije posledica slabe difuzije ekstrakta iz aktivnog filma u proizvod. Autori su 

dali dve hipoteze mogućeg delovanja aktivnog filma, da aktivni ekstrakt origana sprečava 

nastajanje slobodnih radikala difundujući iz filma u proizvod ili da, zbog slabog 

otpuštanja ekstrakta iz aktivnog PP filma, koji su označili kao neznatno postoji mogućnost 

da aktivni film deluje na površini proizvoda, hvatajući slobodne radikale iz mesa i 

vezujući ih za aktivni film (Tovar i sar., 2005; Camo i sar., 2011).  

 

 

Grafik 12. Sadržaj malondialdehida (mg/kg) u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja. Vertikalne linije 

označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d, e označavaju statistički značajno različite 

vrednosti (p<0.05) 

 

Sadržaj zasićenih alifatičnih aldehida 

Određivanje sadržaja MDA je metoda koja je pogodna za poređenje uzoraka istog 

tipa podvrgnutih različitim uslovima. Kada se prati tok oksidacije tokom dužeg perioda, 

ovu metodu je poželjno dopuniti dodatnim testom, obzirom da proizvedeni MDA može da 

reaguje sa drugim konstituentima, kao što su amino kiseline, šećeri i nitriti, što znači da 

sadržaj MDA može padati i rasti tokom skladištenja (Rubio i sar., 2008). U okviru ove 

disertacije je, pored sadržaja MDA, tok oksidativnih promena u Petrovačkoj kobasici 

praćen i preko ukupnog sadržaja zasićenih alifatičnih aldehida (Grafik 13). Sa Grafika 13. 

se vidi da se ukupni sadržaj aldehida tokom skladištenja razlikuje za kontrolnu kobasicu i 

kobasicu zaštićenu slojem hitozana. Nakon dva meseca skladištenja, kobasica zaštićena 

hitozanskim omotačem imala je nešto viši sadržaj ukupnih aldehida (p<0.05), ali je na 

kraju perioda skladištenja od 7 meseci slika potpuno drugačija i kobasica sa hitozanskim 

slojem ima daleko niži sadržaj ukupnih aldehida (p<0.05), u odnosu na kontrolnu 

kobasicu. Na kraju perioda skladištenja, kobasica sa hitozanom ima niže vrednosti 

ukupnog sadržaja aldehida čak i u odnosu na kobasicu upakovanu u vakuumu (Šojić, 

2013; Petrović i sar., 2011). Ovaj rezultat je potvrdio rezultat dobijen analizom sadržaja 
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MDA, da je zaštitni premaz na bazi hitozana sa EUO doveo do značajnog smanjenja 

intenziteta lipidne oksidacije u Petrovačkoj kobasici. 

 

 

Grafik 13. Suma zasićenih alifatičnih aldehida (µg/kg) u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja. 

Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d označavaju statistički 

značajno različite vrednosti (p<0.05). 

  

Dobijeni rezultati su uporedivi sa rezultatima dobijenim za sadržaj propanala i 

ukupnih isparljivih jedinjenja fileta  i usitnjenih komada ribe som, kao i fileta haringe i 

bakalara koji su bili zaštićeni slojem hitozana različitih molekulskih masa, pri čemu je zaštitni 

efekat bio najizraženiji kod hitozana većih molekulskih masa (Hammond, 2004; Yeon i sar., 

2002). 

 

Senzorska analiza profila mirisa i ukusa 

 

Senzorska ocena mirisa i ukusa Petrovačke kobasice prikazana je na Grafiku 14. 

Najviša prosečna ocena mirisa i ukusa je bila 4.55, koja je zabeležena za kontrolnu kobasicu 

60. dana, a najniža ocena od 1.56 je zabeležena za kontrolnu kobasicu 210. dana. Promena 

senzorske ocene kontrolne kobasice tokom skladištenja je zabeležena nakon 5 meseci 

skladištenja kada su senzorska svojstva ukusa i mirisa ove kobasice ocenjena sa 3.01, 

značajno nižom ocenom  (p<0.05) u odnosu na kraj sušenja, sa napomenom da se pojavio 

ukus i miris slabog užegnuća. Zaštitni sloj hitozana i EUO je doprineo da ova kobasica do 

150. dana ima očuvana senzorska svojstva. Nešto niža vrednost ocene mirisa i ukusa je 

dodeljena ovoj kobasici 60. dana, jer je detektovan blag nekarakterističan miris na origano. U 

daljem toku skladištenja dolazi do pogoršanja senzorskih svojstava obe kobasice i 210. dana 

senzorske ocene mirisa i ukusa kontrolne kobasice i kobasice sa hitozanom se međusobno ne 

razlikuju značajno (p>0.05) i imaju vrednost ispod 2. Rezultati su u skladu sa rezultatima 

dobijenim u analizi oksidativnih promena na lipidima kobasice. 
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Grafik 14. Senzorska ocena ukusa i mirisa Petrovačke kobasice tokom skladištenja. Vertikalne linije 

označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite 

vrednosti (p<0.05). 

 

Slično rezultatima prikazanim u ovoj tezi, hitozanski omotač je produžio period 

senzorske prihvatljivosti Kalifornijske pastrmke sa 8 na 12 dana, a hitozanski omotač sa 

etarskim uljem cimeta je ovaj period produžio do čak 16 dana. Veoma slični rezultati su 

dobijeni i za komade ove ribe uronjene u rastvor hitozana ili u rastvor hitozana i etarskog 

ulja timijana, gde je senzorska prihvatljivost produžena sa 8 na 15 dana (Ojagh i sar., 

2010; Chamanara i sar., 2012). Slični rezultati su dobijeni i za uzorke  ribe tolstolobik 

uronjene u rastvor hitozana, gde su, iako je ukupna senzorska ocena opadala tokom 

perioda skladištenja, uzorci sa hitozanom bili senzorski prihvatljivi tokom 30 dana 

skladištenja, dok su kontrolni uzorci bili prihvatljivi do 25. dana (Fan i sar., 2009). Fileti 

ribe zaštićene slojem hitozana i polifenolima zelenog čaja ili etarskog ulja ruzmarina su 

bili ocenjeni kao senzorski prihvatljivi do 16., odnosno 19. dana, dok je kontrolni uzorak 

bio senorski neprihvatljiv 12. dana (Li i sar., 2012). Grilovano svinjsko meso, pakovano u 

atmosferskim uslovima, je senzorski ocenjeno kao prihvatljivo do 7. dana skladištenja, 

pakovano pod vakuumom do 14. dana, a zaštićeno slojem hitozana (nezavisno od 

koncentracije hitozana) u pakovanju pod vakuumom, čak do 28. dana (Yingyuad i sar., 

2006). Za razliku od ovog rezultata, održivost fileta sardine, sa stanovišta ukupne 

senzorske ocene, je produžena sa 5 dana na 8 dana, za hitozanski omotač sa 

koncentracijom hitozana 1% i 10 dana za hitozanski omotač sa koncentracijom hitozana 

2% (Mohan i sar., 2012). Na osnovu ukupne senzorske ocene, kuvana kobasica od 

svinjskog mesa je bila prihvatljiva do 12. dana skladištenja, kobasica sa zaštitnim slojem 

hitozana do 20. dana skladištenja, a kobasica sa zaštitnim slojem hitozana i ekstraktom 

zelenog čaja do 24. dana skladištenja (Siripatrawan i Noipha, 2012). Prisustvo 

hitozanskog omotača ili hitozanskog omotača sa etarskim uljem nije ni u jednoj navedenoj 

analizi negativno uticalo na senzorsku ocenu, iako su panelisti primetili prisustvo stranog 

mirisa i ukusa.  
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U ovoj tezi je uočena pojava mirisa na origano, ali ona nije negativno uticala na 

senzorsku ocenu. Sa druge strane, hitozanski premaz sa EUO je imao izražen pozitivan 

uticaj na očuvanje senzorskih svojstava mirisa i ukusa Petrovačke kobasice tokom 

skladištenja do 150-og dana skladištenja, čak i u odnosu na kobasicu upakovanu pod 

vakuumom. 
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4.2. Karakterizacija i primena hitozanskog biofilma sa dodatkom etarskog ulja kima 

i odgovarajućeg laminiranog kolagenog omotača 

 

U cilju dalje optimizacije premaza za zaštitu fermentisanih suvih kobasica, EUO je 

zamenjeno etarskim uljem kima (EUK), jer je kim začin koji ulazi u sastav Petrovačke 

kobasice, pa je bilo očekivano da primena veće koncentracije EUK neće negativno uticati na 

senzorski profil ukusa i mirisa kobasice. Usvojenom metodom pripreme filmova, sintetisan je 

kompaktan film bez izdvajanja ulja sa maksimalnom koncentracijom EUO u filmu 0.8%. 

Generalno, ukoliko bi bili ostvareni pozitivni rezultati, oni bi mogli biti primenjeni i na druge 

proizvode od mesa istog tipa, uz zamenu EUK etarskim uljem crnog bibera, belog luka, 

cimeta, ili kombinacijom začina koji su deo recepture u proizvodnji kobasice. Na ovaj način 

bi se mogla koristiti pozitivna svojstva etarskog ulja, uz očuvanje autentičnog senzorskog 

profila fermentisane suve kobasice. Etarsko ulje bi, kao aktivni sastojak, moglo da dodatno 

doprinese senzorskom profilu arome, uz antioksidativno delovanje i plastifikaciju zaštitnog 

premaza. U okviru ovog rada je sintetisan i okarakterisan biofilm sa 0.8% EUK, kao i 

odgovarajući laminirani kolageni omotač, a zatim je formirani hitozanski premaz sa EUK 

primenjen u cilju produženja održivosti fermentisane suve Petrovačke kobasice.  
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4.2.1. Karakterizacija hitozanskog biofilma sa dodatkom etarskog ulja kima i 

odgovarajućeg laminiranog kolagenog omotača 

 

Na Slici 40. je prikazan izgled biofilma na bazi hitozana, 0.4% (w/v) i EUK, 0.8% 

(v/v), kao i odgovarajućeg laminiranog kolagenog omotača. Radi poređenja, prikazan je i 

kolageni omotač bez nanesenog sloja laminata. Biofilm sa EUK je beličasto-žućkast, mutan, 

slabo proziran, mek, sa mirisom na kim. U odnosu na film sa istim sadržajem EUO, film je 

kompaktniji, nema tragova ulja na površini. Obzirom da je primenjen isti postupak pripreme 

filmova, dobijeni su kompaktniji filmovi, koji se lakše razlivaju na podlozi i manje skupljaju 

tokom sušenja. Najverovatnije su navedene razlike posledica prirode ulja koje je 

kompatibilnije i lakše se umešava u filmogenu emulziju. Ukoliko se posmatra laminiran 

kolageni omotač, uočava se da je, u odnosu na nelaminirani omotač, boja omotača nešto 

tamnija, materijal je ravan, gladak, mek, sa blagim, prijatnim mirisom na kim, uočava se 

neravnomerna „prošaranost“ sjajnim i mat površinama, verovatno kao posledica promena u 

filmogenoj emulziji tokom sušenja. Takođe se uočavaju beli kružni tragovi, najverovatnije na 

mestima gde se filmogena emulzija nakupljala i zadržavala u naborima kolagenog omotača 

tokom premazivanja. Ove bele elipsaste šare bi se mogle smatrati nedostatkom premaza u 

primeni jer mogu podsećati na plesnivost ili neki drugi nedostatak kobasice. Optimizacijom 

procesa nanošenja premaza (uranjanje, sprej, više tanjih slojeva i sl.) bi se možda moglo 

uticati na uklanjanje ovog nedostatka. Kada su u pitanju sjajni/mat segmenti, optimizacijom 

postupka emulgacije (viša temperatura, intenzivnije mešanje, veći dodatak emulgatora ili 

smeše emulgatora) bi se najverovatnije moglo uticati i na ovaj nedostatak u izgledu premaza, 

za koji je najpoželjnije da bude ujednačen, sjajan i bez belih tragova. 

 
Slika 40. a) Hitozanski biofilm sa dodatkom 0.8% EUK; b) Laminiran i nelaminiran kolageni omotač 
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Mehanička, fizičko hemijska  i barijerna svojstva biofilma i laminiranog omotača 
 

Na Grafiku 15. su prikazana mehanička (debljina, zatezna jačina i izduženje pri 

kidanju), fizičko hemijska (sadržaj vlage, sposobnost bubrenja i rastvorljivost) i barijerna 

svojstva (brzina propustljivosti vodene pare i propustljivost gasova) za biofilm i laminirani 

kolageni omotač za filmogenu emulziju sastava 0.4% (w/v) hitozana i 0.8% (v/v) EUK. Radi 

poređenja, data su ista svojstva i za film i kolageni omotač sa istim sadržajem EUO, kao i za 

film i omotač koji su korišćeni u prvom eksperimentu sa 0.2% EUO. Obzirom da je u 

ispitivanju za laminiranje korišćen kolageni omotači različite serije u odnosu na kolageni 

omotač korišćen u prethodnom eksperimentu, razlike u svojstvima laminiranih omotača mogu 

poticati, kako od interakcije sa slojem za laminiranje, tako i od razlika u svojstvima 

kolagenog omotača. Razmatranjem mehaničkih svojstava, može se konstatovati da kod 

biofilmova postoje razlike u vrednostima za debljinu i zateznu jačinu (p<0.05). U odnosu na 

biofim sa EUO, može se primetiti da je debljina biofilma sa EUK manja, za isti sadržaj ulja u 

filmu. Debljina biofilma sa EUK odgovara vrednosti za debljinu filma sa 4 puta manjim 

sadržajem EUO. Ovaj rezultat ukazuje na drugačiju prirodu etarskih ulja. Etarsko ulje kima 

(EUK) je kompatibilnije sa hitozanskim molekulom, te se pri istim uslovima formiranja filma 

može proizvesti film značajno manje debljine, bolja je organizacija i veća uvezanost 

komponenata filma. Razlika u debljini laminiranih kolagenih omotača sa 0.8% EUK i 0.8% 

EUO može poticati od različitih debljina kolagenog omotača. 

 

Zatezna svojstva su u saglasnosti sa rezultatima prikazanim u prvom eksperimentu sa 

hitozanskim biofilmom sa EUO i laminiranim kolagenim omotačem sa EUO. Izduženje pri 

kidanju je isto za sve ispitivane biofilmove (p>0.05), dok zatezna jačina zavisi od sadržaja 

dodatog ulja i sa dodatkom veće količine ulja, zatezna jačina opada. Ovo svojstvo, kako je 

prikazano ne zavisi od prirode ulja (p>0.05), već samo od njegovog sadržaja u filmu. Kao ni 

sa dodatkom EUO, tako ni kod EUK, sa dodatkom ulja u biofilm nije zapažen pravi efekat 

plastifikacije koji bi doveo do smanjenja krtosti hitozanskog biofilma, već dolazi do slabljenja 

mahaničke jačine filma, dok izduženje ostaje nepromenjeno. Razlika uočena za laminirane 

omotače sa EUK i EUO, slično kao i kod debljina laminiranih omotača, može poticati i od 

razlika u kolagenim omotačima. 
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Grafik 15. Mehanička (debljina (mm), zatezna jačina (MPa) i izduženje pri kidanju (%)), fizičko-

hemijska (sadržaj vlage (%), sposobnost bubrenja (%) i rastvorljivost (%)) i barijerna (brzina 

propustljivosti vodene pare (g/m
2
 24h) i propustljivost gasova (cm

3
/m

2
 24h bar) svojstva hitozanskih 

biofilmova sa različitim sadržajem EUK i EUO i odgovarajućih laminiranih omotača. Vertikalne linije 

označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d, e, f, g označavaju statistički značajno različite 

vrednosti (p<0.05) 

 

 

0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 

100 
110 
120 
130 
140 

0.8% EUK 0.2% EUO 0.8% EUO 

D
e
b

lj
in

a
 (


m
) 

Biofilm Laminirani omotač 

b 

a 

b 

A 

B 

AB 

0 
5 

10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
60 
65 
70 

0.8% EUK 0.2% EUO 0.8% EUO 

Z
a

te
z
n

a
 j

a
č
in

a
 (

M
P

a
) 

Biofilm Laminirani omotač 

b 

a 

b 

A 

AB 
B 

0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

0.8% EUK 0.2% EUO 0.8% EUO 

Iz
d

u
ž
e
n

je
 p

r
i 

k
id

a
n

ju
 (

%
) 

Biofilm Laminirani omotač 

0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 
26 

0.8% EUK 0.2% EUO 0.8% EUO 

S
a

d
r
ž
a

j 
v
la

g
e
 (

%
) 

Biofilm Laminirani omotač 

0 

500 

1000 

1500 

2000 

2500 

3000 

0.8% EUK 0.2% EUO 0.8% EUO 

S
p

o
so

b
n

o
st

 b
u

b
r
e
n

ja
 (

%
) 

Biofilm Laminirani omotač 

b 

a 

b 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

0.8% EUK 0.2% EUO 0.8% EUO 

R
a

st
v
o

r
lj

iv
o

st
 (

%
) 

Biofilm Laminirani omotač 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 

350 

400 

450 

0.8% EUK 0.2% EUO 0.8% EUO B
r
z
in

a
 p

r
o

p
u

st
lj

iv
o

st
i 

 v
o

d
e
n

e
 

p
a

r
e
 

 (
g

/m
2
 2

4
h

) 

Biofilm Laminirani omotač 

b 
b 

a 

0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 

100 
110 
120 

0.8%EUK 0.2%EUK 0.8%EUO 

P
r
o

p
u

st
lj

iv
o

st
 g

a
so

v
a

 

 (
c
m

3
/m

2
 2

4
h

 b
a

r
) 

Laminirani kolageni omotač 

a 

b b 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

137 
 

Pri analizi zateznih svojstava laminiranih omotača, zapažena je pojava razdvajanja 

slojeva, kada vrednost za izduženje pri kidanju postane bliska vrednosti izduženja pri kidanju 

za biofilmove. Nakon razvajanja, sloj laminata puca, dok osnova kolagenog omotača nastavlja 

da se isteže (Slika 41). Kako je sloj laminata osetljiviji na istezanje od kolagene osnove, kada 

se dostigne vrednost za izduženje pri kidanju odgovarajućeg biofilma dolazi do narušavanja 

laminiranog materijala. Iako kolagena osnova ne puca pri ovim vrednostima sile i izduženja, 

ove vrednosti treba usvojiti kao prava zatezna svojstva laminiranog omotača, jer za veće 

vrednosti sile i izduženja više ne postoji laminirani omotač, već samo kolageni omotač. 

 

 

Slika 41. Odvajanje i pucanje sloja laminata tokom testa zateznih svojstava laminiranih omotača 

 

Razmatranjem fizičko-hemijskih svojstava biofilma i laminiranog omotača sa 0.8% 

EUK, može se zapaziti da se ova svojstva, koja se odnose na osetljivost filma prema 

delovanju vlage ne razlikuju od istih svojstava filma sa 0.8% EUO (p>0.05). U odnosu na 

premaz primenjen u prvom eksperimentu, jedina uočena značajna razlika je u nižoj vrednosti 

sposobnosti bubrenja biofilma sa EUK (p<0.05). Poređenjem barijernih svojstava prema 

vodenoj pari, uočava se da tek u interakciji sa kolagenim omotačem, povećan sadržaj EUK i 

EUO u sloju laminata dovodi do smanjenja brzine propustljivosti vodene pare (p<0.05). Kod 

samih biofilmova se ova razlika ne uočava. Slični rezultati su u prvom eksperimentu 

objašnjeni kao izbalansiranost različitih faktora koji deluju na smanjenje, odnosno povećanje 

propustljivosti vodene pare kroz biofilm. Priroda ulja u ovom eksperimentu nije uticala na 

brzinu propustljivosti vodene pare kroz biofilmove, kao ni kroz laminirane kolagene omotače. 

Propustljivost za gasove je određena samo za laminirani kolageni omotač, jer zbog 

mehaničkih svojstava biofilma sa 0.8% etarskog ulja nije bilo moguće, primenom navedene 

metode, odrediti propustljivost za gasove. Poredeći vrednosti propustljivosti za gasove 

omotača primenjenog u prvom eksperimentu, sa 0.2% EUO i omotača sa 0.8% EUK, kao i 

omotača sa 0.8% EUO, zapažena je samo manja razlika u propustljivosti za ugljendioksid 

(p<0.05). Ukupno, u odnosu na laminirani omotač korišćen u prethodnom eksperimentu sa 

0.2% EUO, dobijeni laminirani omotač sa 0.8% EUK je veće debljine, manje zatezne jačine 

(imajući u vidu zateznu jačinu biofilma), manje sposobnosti bubrenja i manje brzine 

propustljivosti vodene pare.  
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Određivanje strukture ATR-FTIR spekrtofotometrijom 

Na Slikama 42. i 43. prikazani su rezultati strukturne analize hitozanskog biofilma sa 

dodatkom EUK.  

 

Slika 42. ATR-FTIR spektar EUK (strelice ukazuju na karakteristične pikove) 

 

Prvo je prikazana struktura i karakteristične grupe samog EUK (Slika 42), a zatim je 

razmatran uticaj dodatka EUK na strukturu samog hitozanskog biofilma (Slika 43). Prema 

brojnim literaturnim podacima, osnovni sastojci etarskog ulja kima, koji su ujedno nosioci 

njegove bioaktivnosti su karvon i limonen. Fu i Lim (2012) su identifikovali snažan pik na 

887 cm
-1

 i dodelili je snažnoj vibraciji van ravni grupe =CH2 koja im je poslužila za 

identifikaciju limonena. Ova grupa odgovara izraženom piku snimljenom u spektru EUK na 

888.94 cm
-1

 (Slika 42). Za apsorpcioni maksimum na 1673cm
-1

 autori su zapazili da ne 

postoji u spektru limonena, već da potiče od vibracije veze C=O, koja predstavlja osnovnu 

razliku u strukturi limonena i karvona i može se koristiti za identifikaciju karvona (Obadiah i 

sar., 2012). Na Slici 42., ova traka je identifikovana na 1671.74 cm
-1

. 
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Slika 43. ATR-FTIR spektar hitozanskog biofilma i hitozanskog biofilma sa EUK (strelicama su 

naznačeni pikovi na kojima je uočena 

 

Na Slici 43. je prikazan spektar hitozanskog biofilma i hitozanskog biofilma sa EUK 

radi poređenja. Na Slici 43. su označene promene u spektru hitozana, koje su nastale kao 

posledica inkorporiranja EUK. Pikovi koji označavaju strukturu hitozonijum acetata, na 

talasnim dužinama 1548.23 cm
-1

 i 1408.44 cm
-1

 (-NH3
+
 grupa i –COO

-
 grupa) su uočeni i u 

spektru filma sa EUO, ali smanjenog intenziteta, što može značiti smanjen broj ove dve 

najreaktivnije grupe usled interakcija sa komponentama ulja (na Slici 43 označeno brojevima 

1 i 2). Na 1348.48 cm
-1

 je uočen nov pik slabog intenziteta (označen brojem 3) koji 

najverovatnije potiče od deformacije C-C veze. Ovaj pik je karakterističan za prisustvo 

aromatičnog prstena, najverovatnije iz komponenata EUO (Dilamian i sar., 2013 ). Brojem 4 

je na Slici 43. označena promena na piku oko 1148 cm
-1

 koji je dodeljen C-O-C vibraciji 

simetričnog istezanja. Intenzitet ovog pika u spektru hitozanskog filma sa EUO je smanjen u 

odnosu na hitozanski film. Uočena je takođe i promena u izgledu pikova na 1058.59 cm
-1

 i 

1027.26 cm
-1

, koji vode poreklo od C-O vibracije istezanja u C-OH grupama na trećem i 

šestom C atomu  (Sionkowska i sar., 2004; Liu i sar., 2013; Leceta i sar., 2013; Zivanovic i 

sar., 2007; Souza i sar., 2011; Dilamian i sar. 2013). Ipak, sve uočene promene se ne mogu 

opisati kao značajne, jer je koeficijent korelacije između ova dva spektra 0.9423, što ukazuje 

da nema značajnih promena u spektru hitozana. 

1 

3 

2 

4 

5 

Biofilm sa EUK 

Hitozanski biofilm 
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4.2.2. Primena hitozanskog premaza sa dodatkom etarskog ulja kima u zaštiti 

Petrovačke kobasice ("Petrovská kolbása") 

 

Formiran i okarakterisan premaz na bazi hitozana sa 0.8% EUK je primenjen za 

zaštitu fermentisanih suvih kobasica. Primenjeni premaz je na kolagenom omotaču pokazao 

veću debljinu, ali manju zateznu jačinu, manju sposobnost bubrenja i manju brzinu 

propustljivosti vodene pare uz očuvanu nisku vrednost propustljivosti za gasove. Kao i u 

prvom eksperimentu, u analizi uticaja zaštitnog premaza na bazi hitozana uz dodatak EUK na 

održivost Petrovačke kobasice ispitani su: sadržaj vlage, vrednost pH, instrumentalno 

određivanje boje, masnokiselinski sastav, sadržaj malondialdehida, sadržaj zasićenih 

alifatičnih aldehida i senzorski profil mirisa i ukusa. Za pojedina svojstva je, radi poređenja, 

uz kontrolnu kobasicu i kobasicu zaštićenu slojem hitozana, prikazana i kobasica upakovana u 

vakuumu (Šojić, 2013; Petrović i sar., 2011). 

Sadržaj vlage 

Sadržaj vlage u kobasicama sa i bez starter kulture prikazan je na Grafiku 16. Na kraju 

sušenja je sadržaj vlage u kobasicama bio različit (p<0.05). U kontrolnoj kobasici SK je 

sadržaj vlage bio nešto viši (32.92±0.01 %) u odnosu  na kobasicu bez dodate starter kulture 

(31.48±0.54 %). Obe kobasice su, prema vrednostima ovog parametra, zadovoljile zahtev 

Pravilnika o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (“Sl. 

glasnik RS”, br. 31/2012 i 43/2013, Člаn 47.).  

 

Grafik 16. Sadržaj vlage (%) u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja, oznaka SK stoji uz kobasicu sa 

starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d, e, f, g 

označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05) 

 

Tokom skladištenja je došlo do opadanja sadržaja vlage, kako u kontrolnoj kobasici, 

tako i u kontrolnoj kobasici SK i već nakon 30 dana se gubi razlika između sadržaja vlage ove 

dve kobasice (p>0.05), a vrednosti sadržaja vlage su iznosile (24.86 ± 0.25)%, za kontrolnu 

kobasicu, i (24.33 ± 0.19)%, za kontrolnu kobasicu SK. Do kraja perioda skladištenja od 150 
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dana, nije bilo razlike u sadržaju vlage između dve kontrolne kobasice. Sadržaj vlage je 

iznosio (16.17 ± 0.35)%, za kontrolnu kobasicu, i (16.13 ± 0.05)%, za kontrolnu kobasicu SK. 

Zaštitni hitozanski premaz sa 0.8% EUK nije doveo do usporavanja gubitka vlage ni kod 

jedne kobasice. Isti rezultati su dobijeni i za premaz sa 0.2% EUO, u prethodnom 

eksperimentu. Primena više koncentracije ulja, od 0.8%, u hitozanskom filmu, iako je dovela 

do smanjenja brzine propustljivosti vodene pare kroz laminirane omotače, u primeni nije 

dovela do značajne promene brzine smanjenja sadržaja vlage u kobasici (p<0.05). 

Vrednost pH  
 

Na kraju procesa sušenja je uočena razlika (p<0.05) u vrednosti pH (Grafik 17) 

između kobasice sa dodatom starter kulturom (4.96 ± 0.02) i kobasice bez dodate starter 

kulture (5.09 ± 0.04). U kontrolnoj kobasici tokom skladištenja, kao i kod kontrolne kobasice 

iz prve sezone, dolazi do porasta pH, ali je ovde taj porast slabije izražen, tako da nakon 60 

dana skladištenja nije došlo do promene pH (p<0.05). Promena je uočena tek nakon 150 dana 

skladištenja (p<0.05), kada je vrednost pH kontrolne kobasice bila 5.39 ± 0.01. Kod kontrolne 

kobasice SK je takođe došlo do porasta vrednosti pH, ali je ovaj porast (p<0.05) uočen već 

nakon 60 dana skladištenja (pH=5.06 ± 0.02) i vrednost pH je nastavila da raste (p<0.05) do 

150. dana (5.29 ± 0.03). Nakon uočene početne razlike u vrednostima pH kontrolne kobasice i 

kontrolne kobasice SK, ove vrednosti su se nakon 60 dana skladištenja izjednačile (p>0.05), 

da bi na kraju perioda skladištenja od 150 dana, vrednost pH kontrolne kobasice bila opet viša 

od vrednosti za kontrolnu kobasicu SK (p<0.05).  

 

Za razliku od kobasice premazane zaštitnim slojem hitozana sa 0.2% EUO, kod koje je 

došlo do promene u trendu porasta vrednosti pH kontrolne kobasice,  premazivanje zaštitnim 

slojem hitozana sa 0.8% EUK, nije dovelo do promene u vrednostima pH kontrolne kobasice, 

kao ni kontrolne kobasice SK, tokom čitavog perioda skladištenja. Porast vrednosti pH tokom 

skladištenja je, kao što je objašnjeno kod kobasica iz prve sezone, najverovatnije, posledica 

razgradnje mlečne kiseline do koje dolazi nakon što se potroše šećeri, i/ili izraženoj 

proteolitičkoj aktivnosti prisutne mikroflore (Staphylococcus spp.) uz formiranje peptida, 

amino kiselina i amonijaka (Saláková i sar., 2010;  Kamenik i sar., 2012; Komprda i sar., 

2001; Bover-Cid i sar., 1999). Uz kontrolne i kobasice sa zaštitnim premazom hitozana, dat je 

i prikaz vrednosti pH u kontrolnoj kobasici i kontrolnoj kobasici SK koje su upakovane u 

barijerne materijale u uslovima vakuuma (Šojić, 2013). Kod ovih kobasica je trend promene 

pH tokom skladištenja potpuno drugačiji u odnosu na kontrolne kobasice i kobasice sa slojem 

hitozana. Naime, kod kobasica upakovane pod vakuumom, pH tokom skladištenja na raste, 

već opada slabim intenzitetom. Ovaj pad vrednosti pH je najverovatnije u vezi sa povećanjem 

broja psihrofilnih laktobacila koji su preovlađujuća grupa mikroorganizama u mesu i 

proizvodima od mesa, skladištenim u ambalaži pod vakuumom na temperaturi frižidera 

(Mantis i sar., 2007; Kato i sar., 2000) 
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Grafik 17. Vrednost pH u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja, oznaka SK stoji uz kobasicu sa starter 

kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d označavaju 

statistički značajno različite vrednosti (p<0.05) 

 

Instrumentalno određivanje boje  

Rezultati instrumentalnog određivanja boje Petrovačke kobasice prikazani su u Tabeli 

14. Prema kriterijumima propisanim u Elaboratu (Petrović i sar., 2007) boja površine 

kobasica, odnosno boja omotača zbog specifičnog postupka dimljenja (vrste drveta) treba da 

je mrkocrvena (mahagonij) prijatna i ujednačena. Ako se promena boje površine svih 

kobasica posmatra tokom vremena skladištenja, uočava se da nije došlo do statistički značajne 

promene svetloće, udela crvene, niti udela žute boje, ni kod jedne od ispitivanih kobasica 

(p<0.05). Ovaj rezultat je sličan rezultatu dobijenom u prethodnom eksperimentu, gde se udeo 

žute i crvene boje nije menjao tokom skladištenja, a jedine promene su uočene kod parametra 

svetloće kobasice (L*), i to posebno kod kobasice sa hitozanskim premazom.  

 

Upoređivanjem vrednosti za L*, a* i b* površine kod kontrolne kobasice i kontrolne 

kobasice SK, vidi se da dodatak komercijalne starter kulture nije uticao na boju površine 

Petrovačke kobasice, kako na kraju sušenja, tako ni tokom skladištenja. Ukoliko se uporede 

vrednosti parametara boje površine na kraju sušenja u ovom i prethodnom eksperimentu 

(Tabela 14 i Grafik 10) može se uočiti da su vrednosti parametra L* i b* na kraju sušenja 

približni, a da je udeo crvene boje (a*) u ovom eksperimentu nešto niži u odnosu na 

prethodni. Nanošenjem hitozanskog premaza na kontrolnu kobasicu i kontrolnu kobasicu SK, 

došlo je do značajnog (p<0.05) povećanja svetloće površine kobasice, dok su udeo crvene i 

žute boje ostali nepromenjeni (p<0.05). Posmatrajući promenu boje površine do koje je došlo 

nanošenjm hitozanskog premaza sa EUK, u odnosu na boju površine sa hitozanskim 

premazom sa EUO, uočava se da je promena svetloće površine izraženija kod premaza sa 

EUK. Novonastala boja površine je takođe i stabilnija kod premaza sa EUK u odnosu na 

premaz sa EUO gde je došlo do opadanja vrednosti L* tokom skladištenja. Razlog ove razlike 

u boji može biti priroda etarskog ulja, ali i viša koncentracija ulja koja je upotrebljena kod 

EUK. 
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Tabela 14. Parametri boje: L*, a*, b* spoljne površine preseka u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja 

         Kontrolna kobasica 

 

presek spoljna površina 

Period skladištenja (dani) L* a* b* L* a* b* 

Kraj sušenja 33.97
a
±4.43

 
15.26

ab
±3.74

 
17.71

ab
±4.82

 
24.14

b
±1.59

 
7.83

a
±1.99

 
6.87±1.98 

30 30.46
abc

±2.08
 

14.93
b
±3.19

 
15.44

ab
±2.41

 
23.15

b
±1.01

 
5.99

abc
±1.24

 
6.05±1.20 

60 27.89
bcd

±2.84
 

15.93
ab

±3.91
 

15.28
ab

±5.66
 

23.26
b
±1.71

 
5.19

abc
±1.16

 
6.88±0.87 

150 24.30
d
±3.57

 
16.92

ab
±3.15

 
17.82

ab
±4.34

 
22.40

b
±1.50

 
5.10

abc
±1.54

 
6.96±1.66 

 

Kontrolna kobasica SK 

 

presek spoljna površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

Kraj sušenja 32.87
ab

±3.26 20.53
a
±1.18 21.22

a
±2.54 21.86

b
±1.33 7.12

ab
±1.93 6.05±1.47 

30 29.67
abc

±2.31 19.86
a
±2.88 16.34

ab
±3.01 22.99

b
±1.16 6.17

abc
±1.14 6.28±1.40 

60 26.72
cd

±1.65 14.83
b
±2.31 13.69

b
±2.93 23.03

b
±1.39 5.64

abc
±1.22 6.55±0.64 

150 29.89
abc

±4.50 7.04
c
±1.34 13.35

b
±2.97 23.19

b
±1.66 5.30

abc
±1.50 6.64±1.22 

 

Kobasica sa hitozanskim premazom 

 

presek spoljna površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

30 30.16
abc

±2.16 18.82
ab

±2.55 17.05
ab

±3.14 28.63
a
±1.11 4.16

abc
±1.20 5.40±0.26 

60 27.26
cd

±4.07 15.86
ab

±2.34 16.69
ab

±1.97 29.50
a
±2.41 2.55

c
±0.68 4.05±1.10 

150 28.50
abcd

±4.02 9.60
c
±3.04 14.06

b
±4.63 29.33

a
±2.69 4.40

bc
±2.79 6.80±1.52 

 

Kobasica SK sa hitozanskim premazom 

 

presek spoljna površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

30 30.73
abc

±2.47 19.92
a
±3.13 17.14

ab
±3.41 28.53

a
±1.61 4.72

abc
±1.52 6.25±2.52 

60 24.98
d
±4.29 19.16

ab
±5.08 16.48

ab
±4.83 28.77

a
±2.04 4.19

abc
±0.56 4.77±0.16 

150 26.14
cd

±2.91 16.76
ab

±4.57 16.48
ab

±6.10 25.97
ab

±0.85 5.88
abc

±1.09 7.48±0.39 

 

Kobasica vakuum 

 

presek spoljna površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

30 32.91 19.75 17.41 - - - 

60 32.14 21.30 20.26 - - - 

150 29.77 18.72 18.41 - - - 

 

Kobasica SK vakuum 

 

presek površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

30 32.80 21.34 18.33 - - - 

60 29.71 21.33 19.16 - - - 

150 30.34 22.48 20.82 - - - 
 

Različita slova a, b, c označavaju statistički značajno različite vrednosti u koloni (p<0.05). 

 

Kada se posmatra promena boje preseka kobasica tokom skladištenja, uočava se 

različit trend promene boje kod kontrolne kobasice u odnosu na kontrolnu kobasicu SK. Kod 

preseka kontrolne kobasice dolazi do opadanja vrednosti L* tokom čitavog perioda 

skladištenja, dok vrednosti a* i b* ostaju nepromenjene. Kod preseka kontrolne kobasice SK 

vrednost L* opada do 60. dana skladištenja, nakon čega dolazi do porasta vrednosti ovog 

parametra, a vrednosti a* i b* opadaju tokom čitavog perioda skladištenja. U prethodnom 
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eksperimentu su promene parametara boje preseka negde između trenda ove dve kobasice. 

Kod preseka kobasice sa hitozanskim premazom je zapažena značajna razlika u vrednostima 

parametara L*, a* i b* (p<0.05) u odnosu na kontrolnu kobasicu. Došlo je do povećanja 

srednje vrednosti L* i sniženja vrednosti a* i b* nakon 5 meseci skladištenja. Najizraženija 

razlika je bila u vrednosti a*, između 16.92 ± 3.15, kod kontrolne i 9.60 ± 3.04, kod kobasice 

sa hitozanskim premazom. Tokom procesa sušenja i zrenja dolazi do smanjenja udela crvene 

boje (a*), jer nastaje veća količina mlečne kiseline koja denaturiše mioglobin i 

nitrozilmioglobin. Takođe, povećanjem koncentracije NaCl, dovodi do oksidacije 

nitrozilmioglobina i utiče na smanjenje udela crvene boje (a*) (Papadima i Bloukas, 1999). 

Ipak, najbitniji uticaj na udeo crvene boje (a*) na preseku kobasica ima crvena začinska 

paprika, koja svojom dominantnom bojom utiče na formiranje crvene boje fermentisane 

Petrovačke kobasice. Nitrati iz paprike, takođe, imaju važnu ulogu u formiranju boje 

tradicionalnih fermentisanih kobasica. Bakterijskom redukcijom iz nitrata nastaju nitriti koji 

iako se nalaze u maloj količini, sa mioglobinom mogu da grade stabilan pigment 

nitrozilmioglobin (Papadima i Bloukas, 1999; Fista i sar., 2004; Vuković i sar., 2011). 

Nasuprot tome neminovno je da kod crvene začinske paprike dolazi do diskolorativnih 

promena kao posledica oksidativnih i mikrobioloških promena u fermentisanim kobasicama 

(Gimeno i sar., 2000; Fernández López i sar., 2002; Škaljac, 2014; Martinez i sar., 2007; 

Rohlík i sar., 2013). Smanjenje udela žute boje (b*) tokom fermentacije i zrenja na preseku 

kobasica po mišljenju nekih autora dovodi se u korelaciju sa mikrorganizmima koji tokom 

fermentacije koriste kiseonik i tako se smanjuje količina oksimioglobina koji povoljno utiče 

na udeo žute boje (b*) u proizvodu (Pẻrez-Alvarez i sar., 1999; Bozkurt i Bayram, 2006). 

Gimeno i sar. (2001), kao i Pẻrez-Alvarez i sar. (1999) zaključili su da viši sadržaj NaCl i 

više vrednosti pH utiču na manji udeo žute boje (b*). Po mišljenju Fernández-Lópeza i sar. 

(2002), za razliku od udela crvene boje (a*), gde je utvrđeno da dominantan uticaj ima crvena 

začinska paprika dodata u nadev španske fermentisane kobasice, promene udela žute boje (b*) 

i vrednosti udela žute boje (b*) su posledica kombinovanog delovanja začinske paprike i žutih 

komponenata mesa.  

 

Poredeći vrednosti parametara boje preseka za kontrolnu kobasicu SK i kobasicu SK 

sa hitozanskim premazom, zapaža se da su vrednosti L* numerički niže kod kobasice SK sa 

hitozanskim premazom, iako nema statistički značajne razlike. Takođe, kod kobasice SK sa 

hitozanskim premazom nema porasta L* vrednosti na kraju skladištenja, a vrednosti a* i b* 

ove kobasice ostaju slične (p>0.05) vrednostima na kraju sušenja tokom čitavog perioda 

skladištenja. Zaštitni efekat hitozanskog premaza sa EUK je uočen kod kobasice SK sa 

hitozanskim premazom, dok je kod kobasice sa hitozanskim premazom došlo čak do 

izraženije promene boje u odnosu na kontrolnu i samo je vrednost L* bila očuvana na nivou 

bliskom vrednostima na kraju sušenja.  

Masnokiselinski  sastav  

Važan parameter nutritivnog kvaliteta Petrovačke kobasice, odnos sadržaja 

nezasićenih i zasićenih masnih kiselina, dat je na Grafiku 18. Prikazane su i vrednosti ovog 

parametra i za kobasice skladištene u ambalaži pod vakuumom (Šojić, 2013; Petrović i sar., 

2011). Na kraju sušenja, odnos NMK/ZMK je isti u kontrolnoj kobasici i kontrolnoj kobasici 
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SK (p>0.05) i ovo je maksimalna vrednost ovog pokazatelja za ukupni period skladištenja. U 

obe kontrolne kobasice odnos NMK/ZMK tokom skladištenja opada, ali je u kontrolnoj 

kobasici SK ovaj trend slabije izražen u odnosu na kontrolnu kobasicu. Ova razlika je 

objašnjena kao posledica dejstva antioksidativnih enzima koji štite polinezasićene masne 

kiseline, a koje produkuju bakterije vrsta Staphylococcus xylosus i Staphilococcus carnosus, 

koje su sadržane u korišćenoj komercijalnoj starter kulturi (Šojić, 2013.). Opadajući trend 

odnosa NMK/ZMK je u skladu sa rezultatima koji su dobijeni za ovu kobasicu, a koji 

pokazuju da tokom skladištenja dolazi paralelno do povećanja sadržaja zasićenih masnih 

kiselina (miristinska, palmitinska, margarinska, stearinska) i opadanja sadržaja nezasićenih 

masnih kiselina (palmitoleinska, oleinska, eikosenska, linolna i linolenska) (Šojić, 2013). 

Ukoliko uporedimo vrednosti ovog parametra kod kobasica sa hitozanskim premazom sa 

0.8% EUK i kontrolnih kobasica, može se uočiti da je zaštitni premaz doveo do očuvanja 

nezasićenih masnih kiselina u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja, što je posebno 

uočljivo nakon 30 dana skladištenja za obe kobasice i nakon 150 dana skladištenja za 

kontrolnu kobasicu. Poredeći kobasicu skladištenu u ambalaži pod vakuumom i kobasicu sa 

hitozanskim premazom, uočava se da su vrednosti odnosa NMK/ZMK više kod kobasice sa 

hitozanom tokom većeg dela skladištenja (osim 60. dana). Kod kobasice SK je trend nešto 

drugačiji, pa je 30. dana viša vrednost NMK/ZMK kod kobasice SK sa hitozanom, 60. dana se 

vrednosti izjednačuju, da bi na kraju perioda skladištenja odnos NMK/ZMK bio viši u 

kobasici SK skladištenoj u ambalaži pod vakuumom. Kod kontrolne kobasice zaštićene 

slojem hitozana sa 0.2% EUO uočene su minimalne razlike (p>0.05), koje govore u prilog 

pozitivnog efekta zaštitnog premaza u očuvanju nutritivno visokovrednih nezasićenih masnih 

kiselina, dok su kod premaza sa 0.8% EUK ove razlike izraženije. Posebno je važna 

mogućnost očuvanja polinezasićenih masnih kiselina (linolne i linolenske) koje su 

najnestabilnije i lako podležu oksidaciji (Valencia i sar., 2006). Krkić i sar. (2013) su 

pokazali niži stepen degradacije ovih kiselina, posebno linolenske u Petrovačkoj kobasici 

zaštićenoj hitozanskim premazom sa 0.8% EUK. Zaštita nezasićenih masnih kiselina od 

oksidacije premazivanjem slojem hitozana i EUK je najverovatnije posledica zbira zaštitnog 

(antioksidativnog) delovanja hitozana i EUK, kao i dobre barijere za kiseonik koju čini 

hitozanski film (Park i sar., 2004; Peng, 1998; Camo i sar., 2011; Mohan i sar., 2012).  
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Grafik 18. Odnos sadržaja nezasićenih i zasićenih masnih kiselina u Petrovačkoj kobasici tokom 

skladištenja, oznaka SK stoji uz kobasicu sa starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu 

devijaciju a različita slova a, b, c označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Sadržaj malondialdehida (TBARS test) 

Na kraju sušenja je sadržaj MDA (Grafik 19) u kontrolnoj kobasici bio (0.72 ± 0.02) 

mg/kg, dok je u kontrolnoj kobasici SK vrednost sadržaja MDA bila (0.34 ± 0.01) mg/kg. 

Iako je postojala numerička razlika u sadržaju MDA na kraju sušenja u kontrolnim 

kobasicama, ova razlika nije bila statistički značajna (p>0.05). Dobijene vrednosti sadržaja 

malondialdehida u obe kobasice su slične vrednostima koje su dobili Rubio i sar. (2008) i 

Ruiz-Moyano i sar. (2011), za fermentisane suve kobasice, a više nego vrednosti dobijene u 

radovima Valencia i sar. (2006) i Ercoşkun i Özkal (2011). Nakon 60 dana skladištenja došlo 

je do značajnog povećanja sadržaja MDA u obe kontrolne kobasice, a ovaj porast je bio 

izraženiji u kontrolnoj kobasici SK (p<0.05), pa su vrednosti sadržaja MDA bile (3.19 ± 0.7) 

mg/kg u kontrolnoj kobasici i (4.31 ± 0.05) mg/kg u kontrolnoj kobasici SK. U daljem toku 

skladištenja, do 150. dana vrednost sadržaja MDA u kontrolnim kobasicama se nije značajno 

menjala, u odnosu na sadržaj MDA utvrđen 60. dana (p>0.05). Kod kobasice bez dodate 

komercijalne starter kulture, nanošenje zaštitnog premaza na bazi hitozana sa EUK nije 

dovelo do smanjenja utvrđenog sadržaja MDA tokom skladištenja, dok je kod kobasice SK sa 

hitozanskim premazom uočena razlika. Nakon 60 dana skladištenja, sadržaj MDA u 

kontrolnoj kobasici SK je bio (4.31 ± 0.05) mg/kg i bio je statistički značajno veći (p<0.05) u 

odnosu na sadržaj MDA utvrđen u kobasici SK sa hitozanskim premazom, (3.31 ± 0.01) 

mg/kg. Nakon 150 dana skladištenja, razlika u sadržaju MDA kontrolne kobasice SK i 

kobasice SK sa hitozanskim premazom nije bila statistički značajno različita (p>0.05). 
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Grafik 19. Sadržaj malondialdehida (mg/kg) u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja, oznaka SK stoji 

uz kobasicu sa komercijalnom starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a 

različita slova a, b, c označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Obzirom da granica detekcije nepoželjnog mirisa na užegnuće, prema literaturnim 

podacima, odgovara vrednosti sadržaja MDA od 2 mg/kg u fermentisanim suvim kobasicama 

(označeno crvenom linijom na Grafiku 19), može se zaključiti da u svim ispitivanim 

kobasicama sadržaj MDA od 60. dana, pa do kraja perioda skladištenja, ukazuje na pojavu 

užegnuća (Ansorena i Astiasaran, 2004; Salgado i sar., 2005; Valencia i sar., 2006; Šojić, 

2013). Ovako visoke vrednosti MDA su najverovatnije posledica visoke acidifikacije 

izazvane produkcijom mlečne kiseline i niskim vrednostima pH na početku skladištenja, gde 

dolazi do intenzivnog razmnožavanja heterofermentativnih laktobacila, koji pokazuju 

prooksidativno dejstvo (Leroy i sar., 2006; Vasilev i sar., 2010; Šojić, 2013). Istovremeno, 

pri niskom pH dolazi do odumiranja mikrokoka, bakterija koje poseduju izražen 

antioksidativni potencijal. Najverovatnije je, usled kombinacije ova dva trenda, u razvoju 

mikroflore kobasice došlo do izraženih oksidativnih promena tokom skladištenja kobasica 

(Leroy i sar., 2006., Šojić, 2013). Niža početna vrednost pH kontrolne kobasice SK je dovela 

do višeg sadržaja MDA u ovoj kobasici tokom skladištenja. Efekat hitozanskog premaza sa 

EUK je uočljiv samo kod kobasice SK i, ukoliko se uporedi sa efektom hitozanskog premaza 

sa EUO, zaštitni efekat premaza sa EUK ima manje izraženo dejstvo. Moguće je da je ovo 

posledica razlike u antioksidativnom delovanju dva ulja, gde EUO, bez obzira na nižu 

primenjenu koncentraciju ima izraženije antioksidativno delovanje (Camo i sar., 2011).  

Sa druge strane, trend porasta MDA u kobasicama prve sezone (kada je bio primenjen 

hitozanski premaz sa EUO) je bio drugačiji. Do porasta MDA u kontrolnoj kobasici preko 

granice užegnuća je došlo tek nakon 150 dana skladištenja. Moguće je da je intenzitet i brzina 

porasta sadržaja MDA u kobasicama zaštićenim hitozanskim premazom sa EUK, koji je 

posledica vođenja procesa sušenja i zrenja, zamaskirao efekat ovog premaza. Sa Grafika 19. 

se vidi da je samo potpuno odsustvo kiseonika u ambalaži pod vakuumom bio, u ovom 

slučaju, dovoljan uslov da se Petrovačka kobasica tako niskog pH na kraju sušenja očuva 
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tokom ukupnog vremena skladištenja bez pojave užegnuća (Šojić, 2013; Petrović i sar., 

2011).  

Sadržaj zasićenih alifatičnih aldehida 

Aldehidi su važne isparljive supstance koje nastaju iz lipida i već pri niskim 

koncentracijama utiču značajno na miris proizvoda od mesa. Ovo je razlog zašto njihovo 

prisustvo i u tragovima utiče na specifičnu aromu proizvoda. Aldehidi mogu uticati na pojavu 

širokog spektra ukusa i mirisa (Sun i sar., 2010). Tipičan proizvod degradacije linolenske 

kiseline i aldehid koji je najviše zastupljen u sumi zasićenih alifatičnih aldehida Petrovačke 

kobasice je propanal (Šojić, 2013). Na kraju sušenja je utvrđena razlika (p<0.05) u sadržaju 

ukupnih aldehida u kontrolnoj kobasici, (35.63 ± 9.67) µg/kg i kontrolnoj kobasici SK, (51.87 

± 2.47) µg/kg. Kontrolna kobasica SK je imala viši sadržaj aldehida (Grafik 20). Razlika u 

sadržaju aldehida obe kobasice na kraju sušenja, u odnosu na kobasicu proizvedenu u 

prethodnoj sezoni, koja je korišćena u eksperimentu sa hitozanskim premazom sa EUO je bila 

izuzetno velika jer je  vrednost sadržaja aldehida u prethodnom eksperimentu iznosila (4.54 ± 

0.90) µg/kg. Značajno viši sadržaj aldehida u kobasicama, prikazan na Grafiku 20. je, 

najverovatnije, kao i kod sadržaja MDA, pokazatelj izraženih oksidativnih promena na 

lipidima koji su posledica niske vrednosti pH na kraju sušenja i nešto više temperature tokom 

sušenja i zrenja. Tokom skladištenja od 150 dana, u kontrolnoj kobasici nije došlo do 

promene sadržaja ukupnih aldehida u odnosu na vrednosti utvrđene na kraju sušenja (p>0.05). 

U kontrolnoj kobasici SK je nakon 60 dana skladištenja došlo do značajnog (p<0.05) 

smanjenja vrednosti sadržaja aldehida na (23.51 ± 0.17) µg/kg, najverovatnije kao posledica 

destrukcije nastalih aldehida i formiranja drugih razgradnih produkata ili zbog reakcije 

aldehida sa razgradnim produktima proteolize (Andrés i sar., 2004; Qiu i sar., 2013). Od 60.  

do 150. dana skladištenja u ovoj kobasici dolazi ponovo do porasta sadržaja aldehida 

(p<0.05), do (38.33 ± 5.62) µg/kg. Premazivanjem kontrolne kobasice hitozanskim slojem sa 

EUK došlo je do značajnog sniženja sadržaja aldehida tokom čitavog perioda skladištenja 

(p<0.05), pa je tako nakon 60 dana skladištenja sadržaj aldehida u kontrolnoj kobasici bio 

(33.72 ± 1.14) µg/kg, a u kobasici sa hitozanskim premazom (24.40 ± 3.16) µg/kg, dok su na 

kraju skladištenja ove vrednosti bile (34.20 ± 1.26) µg/kg za kontrolnu kobasicu i (20.36 ± 

0.33) µg/kg za kobasicu sa hitozanskim premazom. Ovaj rezultat je sličan rezultatu koji je 

postignut primenom hitozanskog premaza sa EUO. Sadržaj aldehida u kobasici sa 

hitozanskim premazom i EUK je bio niži čak i u odnosu na kobasicu skladištenu u ambalaži 

pod vakuumom. Kod kobasice SK sa hitozanskim premazom zaštitni efekat hitozana i EUK u 

očuvanju lipida kobasice, mereno sadržajem aldehida, nije registrovan. Nakon 60 dana 

skladištenja je sadržaj aldehida u kobasici SK sa hitozanskim premazom, od (44.86 ± 2.23) 

µg/kg značajno viši (p<0.05) od sadržaja aldehida u kontrolnoj kobasici SK (23.51 ± 0.17) 

µg/kg. Ovaj rezultat je u suprotnosti sa rezultatom dobijenim za sadržaj MDA, ali je moguće 

da je u kontrolnoj kobasici SK došlo do razgradnje nastalih aldehida na kraju sušenja, pa je iz 

tog razloga registrovan izrazito nizak sadržaj aldehida, koji realno ne odražava niži stepen 

lipidne oksidacije. Na kraju perioda skladištenja od 150 dana, numerička srednja vrednost 

sadržaja aldehida u kobasici SK sa hitozanskim premazom, od (35.27 ± 0.99) µg/kg je niža u 
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odnosu na kontrolnu kobasicu SK, (38.33 ± 5.62) µg/kg, ali ova razlika nije statistički 

značajna (p>0.05). 

 

Grafik 20. Sadržaj ukupnih zasićenih alifatičnih aldehida (µg/kg) u Petrovačkoj kobasici tokom 

skladištenja, oznaka SK stoji uz kobasicu sa starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu 

devijaciju a različita slova a, b, c označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Senzorska analiza profila mirisa i ukusa 

Senzorski profil mirisa i ukusa je jedan od senzorskih profila koji su odlučujući u 

određivanju prihvatljivosti proizvoda od mesa od strane potrošača. Kako je prikazano na 

Grafiku 21., kontrolna kobasica SK je imala senzorsku ocenu na kraju sušenja 4.20, a 

kontrolna kobasica 3.70. Iako je bilo razlike u numeričkoj vrednosti, statistički razlika nije 

bila značajna (p>0.05). Nakon 60 dana skladištenja je miris i ukus kontrolne kobasice ocenjen 

sa 3.80, a kobasice sa hitozanskim premazom 3.90, što je i najviša ocena za kobasicu bez 

dodate starter kulture tokom skladištenja. Za razliku od kobasice bez dodate starter kulture, 

miris i ukus kontrolne kobasice SK ocenjen je kao neprihvatljiv, ocenom 1, a takva ocena je 

dodeljena ovoj kobasici i na kraju skladištenja od 150 dana. Kod kobasice bez dodate starter 

kulture, hitozanski premaz nije doneo poboljšanje mirisa i ukusa tokom skladištenja.  

Nakon 60 dana skladištenja nije bilo statistički značajne razlike u ocenama mirisa i 

ukusa kontrolne kobasice i kobasice sa hitozanskim premazom (p<0.05), iako je postojala 

numerička razlika u korist kobasice sa hitozanskim premazom. Nakon 150 dana skladištenja, 

kontrolna kobasica je čak imala višu senzorsku ocenu u odnosu na kobasicu sa hitozanskim 

premazom (p<0.05). Kod kobasice sa dodatom starter kulturom je tend promene senzorskog 

profila mirisa i ukusa sa i bez hitozanskog premaza bio znatno drugačiji (p<0.05). Nakon 60 

dana je kontrolna kobasica SK bila odbačena sa neprihvatljivom ocenom 1, dok je kobasica 

SK sa hitozanskim premazom dobila ocenu 3.60, koja se nije značajno razlikovala (p<0.05) 

od ocene ove kobasice na kraju sušenja. Na kraju perioda skladištenja od 150 dana, senzorska 

ocena mirisa i ukusa kontrolne kobasice SK je i dalje bila 1 (kobasica odbačena kao 

neprihvatljiva), dok je kobasica SK sa hitozanskim premazom ocenjena statistički značajno 
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višom ocenom (p<0.05) od 1.9. Ako se uporede vrednosti senzorske ocene kobasica sa 

hitozanskim premazom i kobasica skladištenih pod vakuumom, razlika je uočljiva tek nakon 5 

meseci skladištenja, kada su kobasice skladištene pod vakuumom bile ocenjene višim 

ocenama. Hitozanski premaz na kobasici SK u ovom eksperimentu je pokazao zaštitni efekat  

koji je uporediv sa efektom koji je pokazao hitozanski premaz sa EUO, sa tim da je aroma 

kima svojstvena i poželjna kod Petrovačke kobasice, u odnosu na aromu origana.  

 

Grafik 21. Senzorska ocena mirisa i ukusa Petrovačke kobasice tokom skladištenja, oznaka SK stoji uz 

kobasicu sa starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c 

označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 
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4.3. Karakterizacija i primena hitozanskih biofilmova sa dodatkom etarskog ulja 

kima i pčelinjeg voska i odgovarajućih laminiranih kolagenih omotača 

 

4.3.1. Uticaj koncentracije hitozana na svojstva biofilma  

 

 Uticaj koncentracije visokoviskoznog hitozana u filmogenom rastvoru na mehanička, 

fizičko-hemijska i barijerna svojstva filma su prikazana na Grafiku 22. Uticaj veće 

koncentracije hitozana je bio značajan za većinu ispitivanih svojstava. Sva ispitivana 

mehanička svojstva, debljina, zatezna jačina i izduženje pri kidanju filma su, za istu masu 

filmogenog rastvora, bila veća kod filma sa većom koncentracijom hitozana (p<0.05). Iz 

rastvora hitozana koncentracije 0.4% (w/v), dobijen je film debljine (38 ± 0.52) m, a za 

0.8% film debljine (59.22 ± 5.11) m. Pored povećanja vrednosti debljine filma, došlo je i do 

porasta vrednosti ostalih mehaničkih svojstava, zatezna jačina je za film sa 0.4% (w/v) 

hitozana iznosila (44.51 ± 2.58) MPa, a za film sa 0.8% (w/v) hitozana (52.77 ± 0.16) MPa. 

Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje je Sukkunta (2005) dobio za hitozanski film 

različite koncentracije hitozana u mlečnoj kiselini. Povećanje zatezne jačine i izduženja pri 

kidanju su promene koje su poželjne za predviđenu namenu, kao premaz za suve fermentisane 

kobasice. Ukoliko se analiziraju prikazana fizičko-hemijska svojstva koja opisuju osetljivost 

analiziranih filmova na vlagu, u ispitivanom opsegu, koncentracija hitozana u filmogenom 

rastvoru ima značajnu ulogu u smanjenju osetljivosti filma na dejstvo vlage (p<0.05). Sadržaj 

vlage je bio sličan u oba filma, ali je promena u sposobnosti bubrenja i u rastvorljivosti bila 

značajna. Na Grafiku 22. je umesto sposobnosti bubrenja filma sa 0.4% (w/v) hitozana, 

prikazan rezultat za film sa 0.4% (w/v) hitozana i 0.2% EUO, jer se film bez EUO delimično 

rastvorio u primenjenim uslovima ispitivanja, tako da rezultat za ovaj film nije dobijen. 

Imajući ovo u vidu, može se reći da je povećanjem koncentracije hitozana osetljivost filma 

prema delovanju vlage iz okoline značajno snižena. Analogno, rastvorljivost filma je opala 

za više od dva puta. Smanjenje osetljivosti filma prema delovanju vlage je takođe pozitivna i 

poželjna promena za predviđenu primenu ispitivanih filmova. Analiziranjem barijernih 

svojstava za gasove i vodenu paru, može se videti da je kod barijernih svojstava za gasove 

došlo do numeričke promene vrednosti, koja nije bila statistički značajna (p<0.05), dok je 

barijera za vodenu paru značajno poboljšana. Vrednost propustljivosti 0.4% hitozanskog filma 

za vodenu paru je bila (389.71 ± 16.96) g/m
2
 24h, a 0.8% hitozanskog filma (210.08 ± 7.76) 

g/m
2
 24h. Rezultati su u saglasnostima sa rezultatima za hitozanski film koncentracije 1% 

(w/v) i 2% (w/v) u 1% (v/v) sirćetnoj kiselini, koje su prikazali García i sar. (2004). 

Poređenjem svih analiziranih svojstava filmova na bazi hitozana u navedene dve 

koncentracije, za primenu u vidu omotača za suve fermentisane kobasice je opravdano 

koristiti koncentraciju hitozana od 0.8% (w/v).  
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Grafik 22. Svojstva hitozanskih biofilmova u zavisnosti od koncentracije hitozana: a) Debljina (m); b) 

Zatezna jačina (MPa); c) Izduženje pri kidanju (%); d) Sadržaj vlage (%); e) Sposobnost bubrenja (%); f) 

Rastvorljivost (%); g) Propustljivost gasova (mL/(m
2
 24h bar)); h) Brzina propustljivosti vodene pare 

(g/(m
2
 24h)) (* prikazan je rezultat za film: 0.4% hitozana i 0.2% EUO, jer se film bez EUO rastvorio u 

uslovima ispitivanja). 
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4.3.2. Karakterizacija hitozanskih biofilmova sa dodatkom etarskog ulja kima i 

pčelinjeg voska i odgovarajućih laminiranih kolagenih omotača 

Pčelinji vosak je prirodni jestivi vosak. Koristi se kao aditiv E901u malim količinama 

za glaziranje, u cilju zaštite površine voća i zaštite od gubitka vlage iz hrane. Njegova 

jestivost se zasniva na činjenici da je nesvarljiv kao biljni voskovi, te zbog toga nepromenjen 

prolazi kroz digestivni trakt. U proizvodnji hrane, koristi se kao omotač za sireve, gde je 

pokazano da sprečava razvoj plesni, ali mu je osnovna uloga da spreči transport vlage. U 

kiseloj sredini, hitozan je pokazao dobre emulgujuće sposobnosti za lipidnu frakciju filma, 

zahvaljujući elektrostatičkoj interakciji između pozitivno naelektrisanog hitozana i negativno 

naelektrisanih lipida pčelinjeg voska (Jumaa i Müler, 1999). Negativno naelektrisanje 

pčelinjeg voska potiče od karboksilnih grupa prisutnih u vosku. Pri uslovima emulgovanja 

sličnim kao u ovoj disertaciji, proizvedena je emulzija koja je bila stabilna više od 10 dana, 

što je dovoljno vreme za sušenje filma pri sobnim uslovima (potrebno je oko 7-8 dana) 

(Zhang i sar., 2014). Većina prirodnih voskova: pčelinji, karnauba, kandelila imaju 

emulgujuća svojstva, zahvaljujući sastavu koji obuhvata alkohole i estre dugačkih lanaca, tako 

da verovatno na granici faza dolazi do interakcije sa vodenom fazom i organizacije koja 

stabilizuje emulziju (Hernandez, 1994; Bosquez-Molina i sar., 2003). Kombinacijom čvrstog 

i tečnog lipida u emulziji moguće je povećati stabilnost emulzije jer, pri upotrebi iste količine 

energije za formiranje emulzije, dobijaju se čestice manjeg dijametra i, nakon sušenja, filmovi 

manje debljine sa ravnomernijim pakovanjem lipidne frakcije u hidrokoloidnom matriksu 

(Bosquez-Molina i sar., 2003). Postoje mnogi razlozi koji govore u prilog upotrebe voska u 

jestivim filmovima, među kojima su osnovni, sniženje propustljivosti vlage, niska 

propustljivost kiseonika i ugljendioksida, povećanje sjaja površine (Chen i Nussinovitch, 

2001). Lipidi se često inkorporiraju u hidrokoloidne filmove da bi se poboljšala barijerna 

svojstva prema vlazi, ali u ovim filmovima dolazi do pogoršanja mehaničkih svojstava 

hidrokoloidnih filmova. Pčelinji vosak se u literaturi navodi kao odlična barijera za vodenu 

paru (Kristo i sar., 2007; Yang i Paulson, 2000). Generalno, voskovi se navode kao 

najefikasnije supstance za snižavanje propustljivosti vodene pare. Njihova izražena 

hidrofobnost je posledica visokog sadržaja estara alkohola i kiselina dugačkih lanaca, kao i 

alkana sa velikim brojem C atoma. Takođe, čvrste masti se karakterišu gustom strukturom, 

koja ograničava transfer vode i u kojoj je rastvorljivost vode veoma niska (Debeaufort i sar., 

2000; Morillon i sar., 2002). Za filmove sa dodatkom masnih kiselina je pokazano da 

propustljivost vodene pare opada sa porastom dužine lanca i stepena zasićenosti (Hagenmaier 

i Shaw, 1990; McHugh i Krochta, 1994; Bourtoom i Chinnan, 2009). Sa druge strane, 

samostalna upotreba lipidnih filmova je ograničena zbog nedostatka strukturnog inregriteta i 

izdržljivosti (Kristo i sar., 2007). 

Na Slici 44. su prikazani svi analizirani filmovi i laminirani omotači. Dodatak EUK je 

uticao na izgled hitozanskog filma slično kao u prethodnim eksperimentima. Sa dodatkom 

rastuće koncentracije pčelinjeg voska, filmovi postaju sve više mat, neprozirniji, žuti, meki, sa 

mirisom na vosak. Kod pojedinih filmova je došlo do nagomilavanja voska po obodu filma, 

što se na Slici 44. (A) zapaža kao tamnije žut obruč (d i e). Nagomilavanje voska po obodu 

filma je zapaženo i kod filmova na bazi proteina surutke sa pčelinjim voskom, u radu Pérez-

Gago i Krochta (2001). Autori su ovaj fenomen objasnili tako što se prvo suše ivice filma, a 

http://en.wikipedia.org/wiki/E_number
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lipidna faza onda migrira ka hidrofobnijem delu filma, odnosno delu sa manjim sadržajem 

vlage. Pored ovoga, kod filmova sa najvećom koncentracijom voska zapaženi su nedostaci u 

vidu malih aglomerata voska i nejednakog obojenja filma (Slika 44A. f i g). Slični nedostaci 

su opisani u radu Marques (2012), koji se bavio analizom svojstava omotača na bazi hitozana 

i pčelinjeg voska. Ovi nedostaci su postali izraženi kada je u filmogenu emulziju dodata 

koncentracija voska od preko 10% u odnosu na hitozan (ili 1 kg/m
3
) i, najverovatnije, potiče 

od manje efikasnog emulgovanja. Nepravilnost oblika čestica u emulziji raste sa porastom 

koncentracije voska. Ovome doprinosi i činjenica da je pčelinji vosak čvrst na sobnoj 

temperaturi. Isparavanje rastvarača tokom sušenja filma dovodi do destabilizacije filmogene 

emulzije zbog pojave flokulacije i koalescencije emulgovanih kapi. Ovaj proces zavisi od 

koncentracije prisutnog lipida, početne veličine čestica emulgovane faze, viskoziteta 

kontinualne faze i svojstava dodirne površine kapi (Fabra i sar., 2008). Što je niža tačka 

topljenja lipida, lakše je emulgovanje, i nastale emulgovane čestice su manje. Nastajanje kapi 

i njihov razvoj tokom procesa sušenja filma, odnosno sloja laminata dovodi do diskontinuiteta 

u polimernom matriksu, povećanja interne heterogenosti matriksa i do nepravilnosti na 

površini filma odnosno sloja laminata (Villalobos i sar., 2005).  

U ovoj disertaciji je pripremljen homogen film 5 puta veće koncentracije voska u odnosu na 

rad Marques (2012), najverovatnije zbog efikasnijeg procesa emulgovanja, usled prisustva 

EUK u emulziji, koja utiče na omekšavanje čestica voska i na sobnoj temperaturi, kao i zbog 

intenzivnijeg postupka mešanja (McClements, 1999; Bosquez-Molina i sar., 2003). Pošto su, 

zbog izučavanja antimikrobnih i antioksidativnih svojstava, sintetisani i filmovi sa pčelinjim 

voskom, a bez dodatka EUK, poređenjem izgleda filmova sa i bez EUK uočeno je da filmovi 

sa EUK imaju homogeniji izgled i manje izražene nedostatke. U filmovima bez EUK bilo je 

moguće uočiti različito obojenje filmova (beličasto do žućkastog) usled neravnomerne 

inkorporacije voska, više izraženu migraciju voska prema obodu filma, kao i nedostatke u 

vidu aglomerata voska i zarobljenih mehurova u masi filma (Prilog 2).  

Na Slici 44. (B) su prikazani nelaminirani i laminirani kolageni omotači. U odnosu na 

nelaminirani omotač, izgled površine laminiranog omotača je potpuno izmenjen, omotači su 

mat, meki, glatki, sa mirisom na vosak. Kako je sloj laminata značajno tanji od sloja biofilma, 

proces sušenja je višestruko brži. Boja kolagenog omotača je za nijansu svetlija (verovatno 

kao posledica žute boje biofilma) i mutnija, zamagljena (verovatno posledica mutnoće 

biofilma). Kada je u sloju laminata koncentracija voska dostigla 36 kg/m
3
 i više, na površini 

omotača su se mogli takođe zapaziti aglomerati voska, koji su estetski nepoželjni, jer deluju 

kao mana, nečistoća ili plesan, te mogu negativno uticati na senzorsku ocenu i prihvatljivost 

proizvoda. Ove nepravilnosti je najverovatnije, kao i kod biofilma moguće ukloniti 

optimizacijom postupka emulgovanja, postupka nanošenja emulzije na kolageni omotač, 

sušenjem na višim temperaturama (iznad tačke topljenja voska) ili upotrebom premaza sa 

manjom koncentracijom voska. Marques (2012) je pokazala da dodatkom pčelinjeg voska u 

hitozanski film dolazi do povećanja hidrofobnosti površine filma, pri čemu tamo gde se 

javljaju nepravilnosti u sloju voska, uočene u ovom radu kod filmova i laminiranih omotača 

sa većom koncentracijom voska (od 36 kg/m
3
 i više), ova hidrofobnost može i da opada. I kod 

biofilmova, kao i kod laminiranih omotača, sa dodatkom lipida, a posebno pčelinjeg voska 
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sjaj se gubi. Ovaj fenomen je zabeležen i u filmu na bazi Na kazeinata i pčelinjeg voska, a 

objašnjen je kao porast neravnosti površine filma sa dodatkom voska (Fabra i sar., 2009). 

 

 

 A. B. 

Slika 44. Fotografije A. Biofilmova: a)hitozan; b)-g) hitozan, EUK i rastuća koncentracija pčelinjeg voska 

(kg/m
3
): 0, 18, 36, 54, 72, 90; B. Laminiranih kolagenih omotača: a)kolagen; b)-f) kolagen i laminat sa 

EUK i rastućom koncentracijom pčelinjeg voska (kg/m
3
): 0, 18, 36, 54, 72, 90. 

 

Fizičko-mehaničke karakteristike 

 

Razlivanjem iste mase filmogenog rastvora na Petri ploče dobijene su različite 

vrednosti debljina formiranih filmova, u zavisnosti od koncentracije voska u filmu (p<0.05) 

(Grafik 23, A).  Već je dodavanje EUK u hitozanski film dovelo do značajnog povećanja 

debljine (p<0.05) od oko 21%, što je slično rezultatu dobijenom u prethodnom eksperimentu 

sa EUK. Sa dodatkom voska, debljina filma linearno raste, kao što je prikazano na Grafiku 23. 

(A) (R
2
=0.9887). Sa dodatkom 18 kg/m

3
 voska, debljina filma je, sa početnih (74.91 ± 13.00) 

m, za film bez voska, porasla na više nego duplo veću vrednost od (157.31 ± 21.33) m. 

Daljim dodavanjem veće koncentracije voska u hitozanski biofilm debljina nastavlja da raste, 

da bi za film sa 90 kg/m
3
 voska, debljina filma iznosila čak (471.81 ± 21.46) m, što je 6 puta 

veća vrednost debljine u odnosu na film bez voska.  
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Grafik 23. Debljina (µm), u zavisnosti od koncentracije pčelinjeg voska (kg/m

3
), A. u biofilmu B. u 

laminiranom kolagenom omotaču (  je čisto hitozanski biofilm, a je nelaminirani kolageni omotač). 

Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d, e označavaju statistički 

značajno različite vrednosti (p<0.05) 

 

Slični rezultati su dobijeni i kod laminiranog kolagenog omotača. Debljina kolagenog 

omotača je bila (86.5 ± 3.55) µm, a laminiranjem sa slojem filmogene emulzije sastavljene 

samo od hitozana i EUK došlo je do povećanja debljine omotača od oko 15%, do (100.78 ± 

8.60) µm. Ovo povećanje je slično rezultatima dobijenim u prethodnim eksperimentima sa 

EUO i EUK. Nanošenje filmogenog rastvora sa voskom, dovelo do porasta debljine (p<0.05) 

laminiranog omotača do (227.36 ± 34.89) µm, za laminirani omotač sa 90 kg/m
3
 voska 

(Grafik 23, B). Ovaj porast debljine je takođe bilo moguće opisati linearnom funkcijom nešto 

nižeg koeficijenta korelacije (R
2
=0.9165).  

Slično dodatku etarskih ulja (opisano u prethodnim eksperimentima) i sa dodatkom 

voska je do izražaja došao efekat porasta debljine filma sa dodatkom rastvorene, odnosno 

emulgovane komponente usled čega slabi molekulska interakcija između polimernih lanaca i 

otvara se matriks filma (Bonilla i sar., 2012). Iako je fenomen sličan kao sa dodatkom 
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etarskog ulja, kod dodatka pčelinjeg voska je intenzitet porasta značajno izraženiji. Kod 

filmova sa 0.8% EUO, debljina filma je povećana za oko 40% u odnosu na hitozanski film 

bez ulja, kod dodatka EUK nešto manje, dok je dodatak od 18 kg/m
3
 voska doveo do 

povećanja debljine od preko 100%, u odnosu na film bez voska. Ovde je došlo do sumiranja 

dva efekta, veća količina hidrofobne supstance u odnosu na polimer je dodata u hitozanski 

film, a, sa druge strane, efekat da dodatak voska, kao hidrofobnije komponente, u filmovima 

formiranim iz emulzija dovodi do izraženijeg povećanja debljine u odnosu na filmove sa 

dodatim uljima. Sa povećanjem koncentracije voska, veličina emulgovanih čestica još više 

raste, aglomerati se raspoređuju u matriksu filma razdvajajući makromolekulske lance i 

povećavajući debljinu (Han i sar., 2006). Slični rezultati su dobijeni za film formiran iz 

emulzije metilceluloze i parafinskog ulja ili parafinskog voska (upotrebljena je ista masena 

koncentracija ulja i voska). Filmovi su formirani pomoću aplikatora za hromatografiju u 

tankom sloju podešenog na debljinu od 100 m. Sam film na bazi metilceluloze je imao 

debljinu od (70 ± 10) m, film sa dodatim parafinskim uljem  (130 ± 20) m, a sa dodatim 

parafinskim voskom (200 ± 20) m (Martin-Polo i sar., 1992). Film sa 12 kg/m
3
 voska u 

polisaharidnom filmu na bazi skroba je imao debljinu 70% veću od čisto polisaharidnog filma 

(Han i sar., 2006). Slično, formirani film iz emulzije hitozana i pčelinjeg voska imao je veću 

vrednost debljine u odnosu na čisto hitozanski film (Velickova i sar., 2015). 

Kako je u eksperimentu sa EUK u hitozanskom filmu pokazano da mehanička 

svojstva laminiranog kolagenog omotača zavise prvenstveno od svojstava laminiranog sloja, 

to je na Grafiku 24. prikazana zatezna jačina i izduženje pri kidanju samo za hitozanski 

biofilm sa pčelinjim voskom. Sa Grafika 24. se može videti da je dodatak voska uticao 

značajno na promenu mehaničkih svojstava hitozanskog filma sa EUK. Došlo je do značajnog 

(p<0.05) umanjenja vrednosti oba parametra. Vrednost zatezne jačine za hitozanski film od 

(52.76 ± 0.16) MPa, kao i hitozanski film sa EUK od (44.47 ± 4.40) MPa je opala čak na 

(8.78 ± 0.88) MPa za film sa 18 kg/m
3
 voska, dok je za filmove sa većom koncentracijom 

voska vrednost zatezne jačine bila ispod 4 MPa (p>0.05). Zapaža se da nakon dodatka 54 

kg/m
3 

voska nema dalje promene mehaničkih svojstava filmova (p>0.05). Kod zatezne jačine 

je ova granična vrednost, iza koje nema dalje promene, već na 36 kg/m
3 

voska, ali je 54 kg/m
3 

granica iza koje nema promene oba ispitivana mehanička svojstva.  

Izduženje pri kidanju samog hitozanskog filma (14.32 ± 1.33)% je prvo bilo povećano 

dodatkom EUK na dvostruko veću vrednost od (31.53 ± 4.28)%, najverovatnije zahvaljujući 

plastifikujućem efektu ulja u strukturi filma, što je u saglasnosti sa nešto nižom vrednošću 

zatezne jačine (Chi, 2004; Fabra i sar., 2008). U odnosu na prethodna dva eksperimenta, 

zapaža se da sada EUK deluje kao plastifikator, za razliku od rezultata prikazanim u ranijim 

eksperimentima. Ova promena se može dovesti u vezu sa većom koncentracijom hitozana u 

matriksu filma, pa je umesto smanjenja interakcije između polimera i gubitka kohezije i 

mehaničke otpornosti filma došlo do pravog efekta plastifikacije filma, gde je 

inkorporiranjem čestica ulja u matriks došlo do povećanja mobilnosti lanaca hitozana i 

povećanja elastičnosti filma. Veća koncentracija hitozana je mogla doprineti i formiranju 

stabilnije filmogene emulzije. Pored efekta veće koncentracije polimera, moguće je da je 

drugačiji postupak mešanja, kojim je veća količina energije uneta u filmogenu emulziju, 

doveo do formiranja finijih čestica emulgovane faze, što je, nakon sušenja, dovelo do ove 

promene u mehaničkim svojstvima hitozanskog filma sa EUK. Dodatkom pčelinjeg voska u 
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koncentraciji 18 kg/m
3
 i 36 kg/m

3
, došlo je do sniženja vrednosti izduženja pri kidanju do 

vrednosti koje su slične kao za čisto hitozanski film. Kada su veće koncentracije voska od 54 

kg/m
3
, 72 kg/m

3
 i 90 kg/m

3 
bile dodate u film, vrednost izduženja pri kidanju je bila niža nego 

kod čisto hitozanskog biofilma (p<0.05). Efekat je sličan kao sa dodatkom EUO i EUK u dva 

prethodna eksperimenta. Najverovatnije je da je razlog diskontinuitet u strukturi filma, jer 

lipidi nemaju mogućnost formiranja kontinualnog kohezivnog matriksa, kao i niži sadržaj 

vlage u filmu, pa samim tim i smanjenje elastičnosti filma jer voda deluje kao plastifikator 

(Rivero i sar., 2010; Rubilar i sar., 2013). Pored ovoga, priroda lipidne faze je da je ona 

čvrsta na sobnoj temperaturi i formira čvrstu (rigidnu) disperznu fazu koja smanjuje 

elastičnost filma (Marques, 2012).  

 

 
 

Grafik 24. Zatezna jačina (MPa) i izduženje pri kidanju (%) u zavisnosti od koncentracije pčelinjeg voska 

u biofilmu (kg/m
3
) (  je čisto hitozanski biofilm). Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a 

različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05) 
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U radu Han i sar. (2006), u kojem su filmovi formirani iz emulzije skroba i pčelinjeg 

voska, zapažen je sličan efekat kao u ovom eksperimentu, gde je dodatkom voska u 

koncentraciji od preko 30% (w/w skroba) voska, što bi odgovaralo vrednosti od 9 kg/m
3
,
 

došlo do smanjenja vrednosti zatezne jačine i izduženja pri kidanju. Za manje koncentracije 

voska, nije zapažena značajna promena ovih parametara. Slični rezultati su prikazani u radu 

Marques (2012), u analizi svojstava omotača na bazi hitozana sa dodatkom pčelinjeg voska, 

gde tek dodatkom veće koncentracije voska u hitozanski film od 10%, što bi odgovaralo 

koncentraciji od 1 kg/m
3
dolazi do promene parametara mehaničkih svojstava filmova, i to do 

smanjenja vrednosti zatezne jačine i izduženja pri kidanju (Marques, 2012).  U radovima Min 

i sar. (2009), Pérez-Gago i Krochta (2001) i Shellhammer i Krochta (1997), koji su se bavili 

analizom promena mehaničkih svojstava filmova formiranih iz emulzije proteina surutke i 

pčelinjeg voska, u zavisnosti od različitih faktora, pokazano je da niže koncentracije voska, do 

oko 40% (što odgovara koncentraciji voska od 40 kg/m
3
) ne dovode do promene mehaničkih 

svojstava biofilma, ili dovode do efekta plastifikacije filma, dok više koncentracije dovode do 

snižavanja, kako zatezne jačine, tako i izduženja pri kidanju proizvedenog biofilma. Kada su 

autori razmatrali uticaj postupka mešanja, odnosno veličine čestica pčelinjeg voska u nastaloj 

emulziji, zaključeno je da za niže koncentracije emulgovane faze, postupak mešanja nema 

uticaja, dok su za više koncentracije voska, koje bi odgovarale koncentracijama korišćenim u 

ovoj disertaciji, intenzivnije mešanje i manji prečnici čestica u emulziji, doveli do povećanja 

vrednosti izduženja pri kidanju i zatezne jačine, zahvaljujući imobilizaciji polimera na 

površini čestica voska. Sličan efekat dodatka pčelinjeg voska kao u ovoj disertaciji, dobijen je 

za film na bazi natrijum kazeinata i kazeina gde je došlo do slabljenja filma, što su autori 

objasnili kao posledicu čvrstog stanja pčelinjeg voska na sobnoj temperaturi (Fabra i sar., 

2009). 

 

Fizičko-hemijske karakteristike 

 

Na Grafiku 25. su prikazani rezultati ispitivanja fizičko-hemijskih karakteristika 

biofilmova. Zbog čitljivosti i preglednosti grafika, značajnost razlika srednjih vrednosti je 

prikazana u tabelama ispod grafika tamo gde je više faktora ispitivano (Grafik 25., a i b). 

Ispitivana fizičko-hemijska svojstva se odnose na dejstvo vlage na biofilmove. Kako je 

osetljivost ispitivanih biofilmova i sloja laminata na dejstvo vlage daleko izraženija od 

osetljivosti kolagenog filma, to se i osetljivost laminiranih filmova na dejstvo vlage može 

opisati predstavljenim svojstvima biofilmova. Na Grafiku 25. (a) je prikazan sadržaj vlage u 

filmovima pri četiri različite relativne vlažnosti vazduha: 0%, 50%, sobna i 90%. Očekivano 

je za sve filmove najveći sadržaj vlage određen pri najvišoj relativnoj vlažnosti vazduha od 

90%, a najniži pri RH 0%. Pri niskoj vlažnosti vazduha, fizičko vezivanje vode za aktivna 

mesta u polimeru se odvija samo na površini filma, gde dolazi do vezivanja za hidroksilne 

grupe u polimeru. Na ovaj način dolazi do lokalnog rastvaranja hidroksilnih grupa i bubrenja 

polimera, čime se nove grupe oslobađaju kao aktivna mesta za vezivanje (Bertuzzi i sar., 

2007; Quek i sar., 2007; Ludwiczak i Mucha, 2010). Pri srednjim vrednostima vlažnosti 

vazduha, adsorpcija vlage se odvija i na slabije dostupnim mestima, usled čega dolazi do 

efekta plastifikacije polimera (Felade i Aworh, 2004: Marques, 2012). Usled efekta 

plastifikacije i otkrivanja većeg broja aktivnih mesta, naglo se povećava apsorpcija vlage u 
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polimernom filmu, pa može doći i do raskidanja strukture polimera. Međutim, sa dodatkom 

voska u film, ove razlike se smanjuju, pa se sadržaj vlage u uslovima različite relativne 

vlažnosti izjednačava, pre svega 0%, 50% i sobna RH, dok sadržaj vlage pri 90% ostaje nešto 

viši. Sa porastom koncentracije voska u filmu, opada sadržaj vlage pri svim RH vrednostima. 

Pri svim RH, osim 90%, sadržaj vlage opada približno linearno sa povećanjem koncentracije 

voska u filmu. Pri RH 90% dolazi do naglog opadanja vrednosti sadržaja vlage sa dodatkom 

manje koncentracije voska u film, a sa povećanjem koncentracije voska, sadržaj vlage se 

ustaljuje. Slični rezultati su prikazani kao posledica dodatka pčelinjeg voska u hitozanski 

biofilm u radu Marques (2012), a objašnjeni su kao posledica interakcije voska i hitozana gde, 

usled rasporeda hidrofobnih čestica u polimeru matriksa preostaje mali broj aktivnih mesta za 

apsorpciju vode. Kao i u prethodnim eksperimentima, nema razlike (p>0.05) u sadržaju vlage 

između biofilma sa i bez EUK, bez obzira na primenjene drugačije uslove mešanja pri 

formiranju filmogene emulzije.  

Na Grafiku 25. (b) je prikazana zavisnost sposobnosti bubrenja biofilmova pri 

različitim vrednostima pH, u zavisnosti od dodatka EUK i rastuće koncentracije pčelinjeg 

voska. Najveća sposobnost bubrenja je dobijena u dejonizovanoj vodi, a najmanja u puferu 

pH 9. Ovakva zavisnost je očekivana zbog disocijacije aktivnih grupa polimera pri pH nižoj 

od 6.5. Razlike u sposobnosti bubrenja, u zavisnosti od vrednosti pH, su najizraženije za 

hitozanski film bez lipidne komponente, dok sa dodatkom EUK, a posebno sa dodatkom 

pčelinjeg voska, vrednosti za sposobnost bubrenja u različitim puferima se izjednačuju. 

Najverovatnije je ovo posledica interakcije EUK i pčelinjeg voska i hitozana, usled čega je 

broj slobodnih aktivnih grupa sve manji, a sposobnost bubrenja se sve više bazira na difuziji 

molekula vode (Mathew i sar., 2006; Peng i Li, 2014). Sa dodatkom EUK, sposobnost 

bubrenja opada za oko 65% u odnosu na hitozanski film, slično kao i u prethodnim 

eksperimentima sa EUO i EUK. Sa dodatkom voska u film, sposobnost bubrenja u odnosu na 

film sa EUK opada linearno, a u odnosu na hitozanski film bez EUK eksponencijalno.  

 

Rastvaranje hitozana se nadovezuje na process bubrenja. U vodi film intenzivno bubri 

i postepeno prelazi u rastvor. Rastvorljivost je posledica protonizacije –NH2 grupe na C(2) 

poziciji D-glukozamin jedinice, gde polisaharid u kiseloj sredini prelazi u polielektrolit. 

Slično kao kod bubrenja, dodatkom pčelinjeg voska došlo je do sniženja rastvorljivosti 

hitozanskog filma, osim što je smanjenje rastvorljivosti sa dodatkom voska u film manje 

izraženo u odnosu na sposobnost bubrenja (Grafik 25, c). Statistički značajno različite 

vrednosti u odnosu na hitozanski film bez EUK su zapažene za filmove sa 72 kg/m
3
 i 90 

kg/m
3
 voska, a u odnosu na film sa EUK, za filmove sa koncentracijom voska od 36 kg/m

3
 do 

90 kg/m
3 

(p<0.05). Kao i u prethodnim eksperimentima, dodatkom EUK u hitozanski biofilm 

došlo je do numeričkog porasta srednje vrednosti rastvorljivosti, ali ova promena nije 

statistički značajna (p<0.05). 
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a)  

Tabela 15. Značajnost razlika srednjih vrednosti na Grafiku 3. (a) 

 0(C) 0 18 36 54 72 90 

RH=0% abcC aC abB bcdC cdB cdC dD 

RH=50% aB aB bAB cBC cdB deBC eC 

RHsobno bB aB abA cB cdB dB dB 

RH=90% aA bA cA dA eA eA eA 

Mala slova a, b, c, d, e označavaju statistički značajno različite srednje vrednosti u redu, a velika slova A, B, C, D u koloni 

b)  

Tabela 16. Značajnost razlika srednjih vrednosti na Grafiku 3. (b) 

 0(C) 0 18 36 54 72 90 

Voda aA bA cA dA dA eA eA 

pH=4 aB bAB cAB dA dA eA eA 

pH=7 aBC bB cAB dA eB eA fA 

pH=9 aC bB cB dA deB efA fA 

Mala slova a, b, c, d, e, f označavaju statistički značajno različite srednje vrednosti u redu, a velika slova A, B, C u koloni 
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c)  

Grafik 25. Fizičko-hemijske karakteristike biofilma u zavisnosti od koncentracije pčelinjeg voska (kg/m
3
) 

( 0 (C) je čisto hitozanski biofilm): a) Sadržaj vlage (%); b) Sposobnost bubrenja (%); c) Rastvorljivost 

(%). Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d, e, f, A, B, C, D 

označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Barijerna svojstva  

Rezultati za brzinu propustljivosti vodene pare kroz ispitivane biofilmove i 

laminirane kolagene omotače dati su na Grafiku 26. Ukoliko se uporedi hitozanski biofilm sa i 

bez EUK, slično kao i u prethodnim eksperimentima, nema značajne razlike u propustljivosti 

vodene pare (p<0.05), tako da na ovo svojstvo intenzivniji uslovi mešanja nisu imali efekta. 

Najverovatnije da količina i hidrofobnost EUK nisu dovoljni da bi došlo do smanjenja 

propustljivosti vodene pare. Kada je u pitanju laminirani kolageni omotač, efekat dodatka 

EUK je takođe sličan rezultatima prikazanim u prethodnim eksperimentima i sloj laminata sa 

EUK je doveo do smanjenja propustljivosti kolagenog omotača za vodenu paru (p<0.05). 

Najverovatnije je došlo do određene interakcije na graničnoj površini laminacije i kao rezultat 

toga je, kao i u prethodnom eksperimentu, došlo do smanjenja brzine propustljivosti vodene 

pare. Dodatak hidrofobne supstance u film ne garantuje smanjenje brzine propustljivosti 

vodene pare jer propustljivost ne zavisi samo od sternih smetnji i zadržavanja molekula vode 

u matriksu filma što dovodi do smanjenja koeficijenta difuzije, već i od postojanja pora, 

šupljina, pukotina i kanala koji olakšavaju transport (Cheng i sar., 2008). Balans između ova 

dva efekta određuje postizanje snižavanja propustljivosti vodene pare. Kada je u film, 

odnosno sloj laminata, dodat pčelinji vosak, došlo je do sniženja brzine propustljivosti vodene 

pare i to za koncentracije voska od 18 kg/m
3 

i 36 kg/m
3
, nakon čega sa povećanjem 

koncentracije voska dolazi do stagnacije i novi pad (p<0.05) je uočen za koncentraciju voska 

90 kg/m
3
. Slični rezultati su dobijeni u radu Marques (2012) i Velickova i sar. (2013).  
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Grafik 26. Brzina propustljivosti vodene pare (g/m

2
 24h): A. biofilma; B. laminiranog kolagenog omotača 

u zavisnosti od koncentracije pčelinjeg voska (kg/m
3
) (  je hitozanski biofilm bez EUK i voska, a je 

nelaminirani kolageni omotač). Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, 

c, d, e označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Na bazi velikog broja literaturnih podataka, mogu se sagledati osnovni faktori koji 

utiču na propustljivost za vodenu paru kod filmova dobijenih iz emulzije hidrokoloida i lipida. 

Neki od ovih faktora su: karakteristike i koncentracija hidrokoloida, vrsta i koncentracija 

lipida,  uslovi formiranja emulzije i stabilnost emulzije tokom sušenja filma, debljina filma, 

orijentacija filma, kompatibilnost faza i uticaj lipidne frakcije na mikrostrukturu filma. Lipidi 

u čvrstom stanju nisu univerzalno najbolji aditivi za sniženje propustljivosti vlage kroz 

hidrokoloidni film, već će efekat dodatka lipida u film zavisiti od kompatibilnosti faza i 

uticaja lipidne frakcije na mikrostrukturu filma. Tako dodatak kakao maslaca u film na bazi 

skroba i metilceluloze nije doveo do poboljšanja barijernih svojstava za vlagu zbog 

narušavanja mikrostrukture filma, za razliku od dodatka ulja soje (Bravin i sar., 2004). U radu 

Han i sar. (2006), koji je analizirao dodatak pčelinjeg voska (3 kg/m
3
, 6 kg/m

3
, 9 kg/m

3
 i 12 

kg/m
3
) u 3% (w/w) film na bazi skroba ustanovljeno je smanjenje propustljivosti vodene pare 

kroz film koje je bivalo izraženije sa povećanjem koncentracije voska, ali je ukupno 
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smanjenje daleko niže od očekivanog. Autori su pretpostavili da je koncentracija voska u 

filmu niska, te kroz značajan deo skrobnog matriksa bez voska vodena para nalazi put. U radu 

Navaro-Torazaga i sar. (2011), rastuća koncentracija pčelinjeg voska je, u filmu na bazi 

hidroksipropilmetilceluloze, dovela do postupnog smanjenja propustljivosti vodene pare, 

promene koja je sličnija trendu promene zapažene za laminirani omotač u ovoj disertaciji u 

odnosu na biofilm, gde je promena značajno oštrija. Navaro-Torazaga i sar. (2011) su, takođe, 

razmatrali uticaj razdvajanja faza emulzije tokom sušenja filma i zaključeno je da je, usled 

potpunog razdvajanja faza dolazi do značajnog sniženja propustljivosti i do formiranja 

dvoslojnog filma, gde je propustljivost vodene pare ostala nepromenjena nakon promene 

orijentacije filma. Sa druge strane, nepotpuno razdvajanje faza u filmu na bazi kazeina sa 

dodatkom različitih voskova (kandelila i karnauba) je dovelo do ograničenog snižavanja 

propustljivosti vodene pare čija je vrednost bliža vrednosti propustljivosti polimernog filma 

nego čistog voska. Takođe, delimično razdvajanje faza je dovelo do različitih vrednosti za 

propustljivost vodene pare kod filmova na bazi proteina surutke i pčelinjeg voska, u 

zavisnosti od orijentacije filma, kao i kod filmova na bazi hidroksipropilmetilceluloze sa 

dodatkom velike koncentracije masnih kiselina. Iako je sa povećanjem koncentracije voska, 

kao i sa dodatkom masnih kiselina, u filmu došlo do smanjenja propustljivosti filma za 

vodenu paru, kada je zona bogata lipidnom frakcijom bila okrenuta ka zoni više vlažnosti 

vazduha, dobijene su niže vrednosti za propustljivost pri svim koncentracijama pčelinjeg 

voska i svim testiranim masnim kiselinama u filmu (Hagenmaier i Shaw, 1990; Pérez-Gago i 

Krochta, 1999). Pritom, različiti voskovi u istoj koncentraciji su doveli do različitog 

snižavanja propustljivosti za vodenu paru, pri čemu je tvrđi karnauba vosak pokazao slabiji 

efekat, najverovetnije zbog teže inkorporacije i narušavanja kontinuiteta filma nakon sušenja 

(Chick i Hernandez, 2002). U radu Shellhammer i Krochta (1997), kada je opseg 

koncentracije voskova: pčelinjeg , kandelila i karnauba sličan koncentracijama korišćenim u 

ovoj tezi dodat u film na bazi proteina surutke, došlo je do značajnog sniženja vrednosti za 

propustljivost vodene pare. Maksimalna koncentracija pčelinjeg voska, koju je bilo moguće 

inkorporirati u filmogenu emulziju, da se dobije film, je bila daleko viša od preostala dva 

analizirana voska. Najniže vrednosti za propustljivost vodene pare dobijene su za film sa 

dodatkom pčelinjeg voska, a najveći pad vrednosti je ustanovljen oko 35% dodatog voska, a 

preko 40% dodatog voska, vrednosti za propustljivost nisu dalje opadale. Propustljivosti 

100% lipidnih filmova bile su uporedive sa komercijalnim polimernim materijalima, i to: film 

od karnauba i pčelinjeg voska je imao propustljivost u nivou PET-a, od kandelila voskom u 

nivou LDPE-a i PVDC-a. Dodatkom hidrokoloida u lipidni film, vrednosti za propustljivost 

vodene pare se povećavaju i udaljuju od ovih vrednosti za navedene komercijalne polimerne 

materijale. Perez-Gago i Krochta (2001), Min i sar. (2008), McHugh i Krochta (1994) su 

pokazali da smanjenje srednjeg prečnika čestica od 2.0 m do 0.8 m je bilo u korelaciji sa 

smanjenjem propustljivosti vodene pare kroz film formiran iz emulzije proteina surutke i 

pčelinjeg voska. Kritična vrednost veličine čestica pčelinjeg voska ispod koje nije došlo do 

razdvajanja faza je bila 1.5 m, koja je postignuta uslovima mešanja sličnim kao u ovoj 

disertaciji, dok je za manje srednje prečnike čestica voska bilo neophodno primeniti oštrije 

uslove mešanja, tj emulgovanje pod visokim pritiskom. Ova korelacija se odnosi samo na 

filmove iz emulzije sa visokom koncentracijom voska, jer su to formulacije u kojima dolazi 

do izražaja povećanje imobilizacije proteinskih lanaca na velikoj površini lipidnih čestica, 
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koje dovodi do uređenije tesno umrežene strukture. Takođe, povišena temperatura pri sušenju 

filma dovela je do smanjenja propustljivosti vodene pare. Pretpostavka je da je uspostavljen 

bolji raspored i jača kohezija u polimernom matriksu, kao i da je temperatura sušenja koja je 

iznad tačke topljenja voska može dovesti do promene morfologije kristala voska i/ili 

rasporeda lipida u matriksu.  

U radu Zhang i sar. (2014) koji je analizirao uticaj premaza na bazi hitozana i 

pčelinjeg voska na propustljivost vodene pare kroz papir, uočen je uticaj više različitih faktora 

na ovo svojstvo, pri čemu je najizraženiji uticaj koncentracije pčelinjeg voska u matriksu 

hitozana, a zatim slede približno jednaki uticaji koncentracije hitozana i temperature sušenja 

premaza. Sa povećanjem koncentracije pčelinjeg voska u premazu, došlo je do smanjenja 

propustljivosti vodene pare, ali ovo povećanje koncentracije nije moglo biti neograničeno, jer 

je pri koncentraciji od 97% voska u odnosu na suvu materiju filmogene emulzije došlo do 

narušavanja strukture hitozanskog matriksa i do povećanja propustljivosti. Takođe, više 

koncentracije hitozana su rezultirale nižim vrednostima propustljivosti, ali pri koncentraciji 

hitozana iznad 1.2% bilo je teško izvršiti laminiranje papira. Velickova i sar. (2013)
a
 su 

pokazali smanjenje propustljivosti vodene pare od 2.5 puta u kompozitnom filmu na bazi 

hitozana 1% (w/v) uz dodatak 100 kg/m
3
 pčelinjeg voska, u odnosu na hitozanski biofilm. 

Jedino je hitozanski film laminiran obostrano alkoholnim rastvorom voska pokazao nešto nižu 

vrednost propustljivosti vodene pare. U studiji Martin-Polo i sar. (1992) o uticaju različitih 

faktora na brzinu propustljivosti vodene pare kroz film na bazi emulzije metilceluloze i 

parafinskog ulja ili parafinskog voska, zapaženo je da neravnost podloge utiče na povećanje 

propustljivosti vodene pare, emulgovanje parafinskog voska i ulja je dovelo do smanjenja 

propustljivosti vodene pare metilceluloznog filma od oko 30%, dok je laminacija slojem 

otopljenog  parafinskog voska dovela do daleko značajnijeg pada propustljivosti od 98%, što 

je dovedeno u vezu sa pravilnijim raspoređivanjem hidrofobne supstance na graničnoj 

površini. Slični rezultati su prikazani i za film na bazi kazeina i zeina sa dodatkom 

parafinskog voska (Sohail i sar., 2006). Lipidi u čvrstom stanju su pokazali bolja barijerna 

svojstva za vlagu u odnosu na lipide koji su na sobnoj temperaturi u tečnom stanju. Ipak, radi 

poboljšanja pokrovne moći voskova, može se u vosak dodati do 25% tečnog lipida, a da se 

propustljivost sloja ne promeni (Martin-Polo i sar., 1992
a
). Dodatkom tečnog lipida 

(mineralnog ulja, oleinske kiseline i meki pčelinji vosak) u karnauba vosak poboljšana su 

barijerna svojstva filma na bazi emulzije voska i hidrokoloida (Molina i sar., 2003).  

Na Grafiku 27. je predstavljena propustljivost ispitivanih laminiranih omotača za 

gasove, ugljendioksid, kiseonik, azot i vazduh. Obzirom na mehanička svojstva ispitivanih 

biofilmova, nije bilo moguće izvršiti analizu propustljivosti gasova, primenom navedene 

metode, već su rezultati prikazani samo za laminirane omotače. Propustljivost samog 

kolagenog omotača za gasove je izrazito visoka, što je u skladu sa ulogom koju ovaj omotač 

ima u sušenju i dimljenju kobasice. Laminiranjem slojem sa hitozanom i EUK došlo je do 

sniženja propustljivosti za sve gasove osim ugljendioksida, i to sa srednje vrednosti 

propustljivosti za O2 2518.8 mL/(m
2
 24h bar) na 21.5 mL/(m

2
 24h bar), sa srednje vrednosti 

propustljivosti N2 7856.2 mL/(m
2
 24h bar) na 19.96 mL/(m

2
 24h bar) i sa srednje vrednosti 

propustljivosti vazduha 6726.1 mL/(m
2
 24h bar) na 20.3 mL/(m

2
 24h bar). Rezultati za 

omotač laminiran slojem hitozan-EUK je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u prethodnim 

eksperimentima sa EUO i EUK, što znači da veća koncentracija hitozana i intenzivnije 
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mešanje u pripremi filmogene emulzije u ovom eksperimentu nisu imali uticaja na barijerna 

svojstva ispitivanih omotača za gasove. Dodatkom pčelinjeg voska u filmogenu emulziju, 

došlo je do povećanja propustljivosti za kiseonik i azot laminiranih kolagenih omotača, ali u 

uslovima eksperimenta ova promena nije bila statistički značajna. Srednje vrednosti 

propustljivosti za O2 su se kretale od 270.0 mL/(m
2
 24h bar) do 456.0 mL/(m

2
 24h bar), za N2 

od 684.6 mL/(m
2
 24h bar) do 1455.3 mL/(m

2
 24h bar) a za vazduh od 596.8 mL/(m

2
 24h bar) 

do 1243.8 mL/(m
2
 24h bar). Iako statistički nije bilo značajne razlike (p>0.05) između 

propustljivosti omotača sa slojem hitozan-EUK i sa slojem hitozan-EUK-vosak, praktično su 

razlike u vrednostima propustljivosto kiseonika i azota značajne. Između omotača sa 

različitom koncentracijom voska nije bilo razlike u propustljivosti za gasove. Varijacije 

vrednosti propustljivosti omotača za gasove su bile izuzetno visoke, što govori o 

neujednačenosti sloja laminata od kojeg ovo barijerno svojstvo zavisi. Ova neujednačenost je 

najverovatnije posledica postupka nanošenja, promena u emulziji tokom sušenja, kao i 

neravnosti podloge koju čini kolageni omotač. U radu Chen i Nussinovitch (2001), analizom 

propustljivosti kiseonika za premaze na bazi emulzije različitih hidrokoloida (0.5% w/w): 

ksantan, guar, guma iz rogača i lipidne frakcije sastavljene od 100 kg/m
3
 karnauba voska, 20 

kg/m
3
 šelak smole, 18 kg/m

3
 oleinske kiseline i 24 kg/m

3
 morfolina nanesene na LDPE, 

dobijene su vrednosti ispod 100cm
3 

µm/(m
2
 d KPa), pri čemu su premazi imali debljinu oko 

5.3 µm. Slične vrednosti su dobijene i za čisto lipidni premaz. Potpuno drugačiji rezultati su 

prikazani u radovima Ayranci i Tunc (2003), Han i sar. (2006), gde dodatkom lipidne frakcije 

u film na bazi hidrokoloida dolazi do povećanja propustljivosti filma za kiseonik. 

Pretpostavka je da je to zbog pojave diskontinuiteta u matriksu hidrokoloidnog filma što 

dovodi do pojave otvorenih prolaza za molekule kiseonika, kao i zbog lošije barijere lipida za 

gasove. Do promene propustljivosti kazeinskog filma sa dodatkom karnauba voska nije došlo 

čak ni sa povećanjem koncentracije ovog voska u filmu, najverovatnije zbog pojave 

razdvajanja faza u filmu, gde je donji deo filma sastavljen pretežno od proteina i zahvaljujući 

tome je niska propustljivost za kiseonik sačuvana (Chick i Hernandez, 2002). Dodatkom 

pčelinjeg voska u film na bazi hidroksipropilmetilceluloze (Navarro-Tarazaga i sar., 2011), 

došlo je do povećanja propustljivosti filma za kiseonik, ali povećanjem koncentracije voska u 

filmu nije došlo do dalje promene ovog barijernog svojstva. Ovi rezultati su u uporedivi sa 

rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji. U navedenom radu se pretpostavlja da su ovi rezultati 

posledica delimičnog razdvajanja faza, te da postoji sloj bogatiji voskom na vrhu i sloj u 

kojem osnovu čini hidroksipropilmetilceluloza i da je ovo razlog zašto sa povećanjem 

koncentracije voska u filmu, nije došlo do daljeg opadanja barijernih svojstava filma za 

kiseonik. Sa dodatkom kandelila ili karnauba voska u film na bazi kazeina (Chick i 

Hernandez, 2002) nije došlo do promene propustljivosti filma za kiseonik, za koncentraciju 

voska 5%-15% u odnosu na kazein. Na SEM slikama je uočeno da iako ima defekata i 

pukotina u gornjem sloju filma koji je bogatiji voskom, donji deo je pretežno sastavljen od 

kazeina koji predstavlja barijeru za gasove. Autori pretpostavljaju da je došlo do razdvajanja 

komponenata filma na proteinski i voštani sloj, bar pri dnu filma, gde se izdvojio proteinski 

sloj, jer da do razdvajanja slojeva nije došlo, bilo bi očekivano da se propustljivost filma za 

kiseonik poveća.  
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Grafik 27. Propustljivost gasova (mL/(m
2
 24h bar)) kod laminiranih kolagenih omotača u zavisnosti od 

koncentracije pčelinjeg voska (kg/m
3
) (0 (Kol) je nelaminirani kolageni omotač). Vertikalne linije 

označavaju standardnu devijaciju. 

 

U radu Han i sar. (2006) gde je u film na bazi skroba dodavan pčelinji vosak u 

rastućoj koncentraciji (3 kg/m
3
, 6 kg/m

3
, 9 kg/m

3
 i 12 kg/m

3
), dodatak voska do 9 kg/m3 nije 

uticao značajno na propustljivost kiseonika, a sa dodatkom 12 kg/m
3
 je došlo do značajnog 

povećanja propustljivosti filma za kiseonik. Kako se mehanizam propuštanja gasa sastoji od 

difuzije i apsorpcije, autori su ponudili dve hipoteze za objašnjenje rezultata. Prva hipoteza se 

tiče difuzije kiseonika kroz hidrofobne kanale u pčelinjem vosku. Kiseonik može difundovati 

kroz penetracione kanale formirane na graničnoj površini vosak-skrob. Sa povećanjem ove 

granične površine, odnosno sa povećanjem koncentracije voska u filmu, povećava se i broj 

kanala kroz koji kiseonik može difundovati, pa se povećava i propustljivost filma za kiseonik. 

Prema drugoj hipotezi, koja se tiče apsorpcije, povećana koncentracija voska u filmu vodi 

povećanoj koncentraciji voska u površinskom sloju filma, tj. snižava površinsku energiju 

filma sa povećanjem hidrofobnosti. Ovaj fenomen može ubrzati apsorpciju kiseonika iz 

atmosfere i povećati rastvorljivost kiseonika. Kako se propustljivost sastoji iz oba fenomena, 

difuzivnosti i rastvorljivosti, značajno povećanje rastvorljivosti će dovesti do povećanja 

propustljivosti filma za kiseonik. 

Na osnovu prikazanih rezultata ispitivanja i navedenih literaturnih citata, može se 

zaključiti da je dodatkom voska u biofilm na bazi hitozana došlo do povećanja propustljivosti 

filma za gasove zbog visokih koncentracija dodatog voska i stabilnosti formirane filmogene 

emulzije koja je ostala stabilna tokom postupka sušenja filma. Kada je kritična koncentracija 

voska dodata u film, daljim povećanjem koncentracije voska u filmu nije došlo do promene 

propustljivosti. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim za brzinu 

propustljivosti vodene pare. 
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Određivanje strukture ATR-FTIR spekrtofotometrijom 

Na Slici 45. su prikazani apsorpcioni ATR-FTIR spektri ispitivanih biofilmova. 

Analizom dobijenih spektara se može uočiti da nema značajne razlike između spektra 

hitozanskog filma i hitozanskog filma sa dodatim EUK. 

 
Slika 45. ATR-FTIR spektri: pčelinjeg voska, hitozanskog biofilma (0(C)) i hitozanskog biofilma sa 0.8% 

(v/v) etarskog ulja kima i rastućom koncentracijom pčelinjeg voska (kg/m
3
): 0, 18, 36, 54, 72, 90 

 

Kada je u film dodat pčelinji vosak u koncentraciji 18 kg/m
3
 došlo je do značajne 

promene u izgledu spektra hitozana (Slika 46). Koeficijent korelacije ova dva spektra iznosi 

0.2670, što potvrđuje značajnu razliku u izgledu spektara. Široka apsorpciona traka na oko 

3500-3000 cm
-1

, koja odgovara vibracijama istezanja veza -N-H i -OH, kao i 

intermolekularnim vodoničnim vezama između molekula hitozana se smanjuje po intenzitetu, 

najverovatnije usled drugačijeg pakovanja molekula hitozana u filmu iz emulzije, kao i usled 

interakcije čestica voska i hitozanskog matriksa. Dve apsorpcione trake na 2915.90 cm
-1 

i 

2848.16 cm
-1

,
 
koje predstavljaju vibracioni mod simetričnog i asimetričnog istezanja –CH2 

grupe su se značajno povećale po intenzitetu, zbog velikog broja ovih grupa koje vode 

poreklo iz dugačkih alifatičnih lanaca sastojaka voska i povećanje ovih apsorpcionih traka 

govori o povećanju hidrofobnosti površine filma. Sve tri amid trake: amid I, amid II i amid III 

na 1632.63 cm
-1

, na 1539.1 cm
-1 

i na 1325.59 cm
-1

 se nalaze i u filmu sa voskom, ali je 

intenzitet ovih traka smanjen. I ostali karakteristični pikovi hitozanskog spektra su prisutni 

smanjenog intenziteta u spektru filma sa 18 kg/m
3
 voskom. Novi pikovi koji nisu bili prisutni 

u hitozanskom filmu su se pojavili u spektrima filmova sa voskom: na 1736.28 cm
-1

, pik koji 
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potiče od karbonilne grupe estara iz voska, na 1472.37 cm
-1

 i 1462.59 cm
-1

, pikovi koji potiču 

od CH2 vibracione trake savijanja, 1376.80 cm
-1 

traka CH3 simetrične vibracije, 729.48 cm
-1

  i 

719.04 cm
-1

, vibracione trake klackanja CH2 grupe. 

 
Slika 46. ATR-FTIR spektar hitozanskog biofilma sa 0.8% (v/v) etarskog ulja kima i 18 kg/m

3
 pčelinjeg 

voska 

 

Sa povećanjem koncentracije voska u filmu svi karakteristični pikovi hitozanskog 

spektra se smanjuju, a novonastali pikovi koji vode poreklo iz voska postaju izraženiji, da bi 

filmovi sa 72 kg/m
3
 i 90 kg/m

3
 voska imali spektar koji odgovara prikazanom spektru 

pčelinjeg voska. Koeficijent korelacije između spektra hitozanskog filma i spektara filmova sa 

rastućom koncentracijom pčelinjeg voska opada i za film sa 36 kg/m
3
 voska iznosi 0.1932, za 

film sa 54 kg/m
3
 voska 0.1566, sa 72 kg/m

3
 voska 0.1154 i sa 90 kg/m

3
 voska 0.1160. Za 

razliku od izrazito male korelacije između spektara hitozanskog filma i filmova sa voskom, 

koeficijenti korelacije između filmova sa rastućom koncentracijom voska iznose, međusobno, 

preko 0.9 i govore o manjim promenama u izgledu spektra sa povećanjem koncentracije 

voska. Dodavanje rastuće koncentracije pčelinjeg voska u film je dovelo do najpravilnijih 

promena u delu spektra 3871.40-3868.50cm
-1

.  
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Upotrebom softwera “TQ Analyst”, izvršena je kvantitativna anliza (Berov zakon) 

dobijenih spektara i dobijena je zavisnost porasta navedenog pika od koncentracije dodatog 

voska: 

y=(0.164e
-4

)x+(0.101e
-3

)  (14)  

 

Izračunate i izmerene vrednosti su pokazale jako dobru korelaciju (koeficijent 

korelacije=0.99628) (Prilog 4).  

 

Da bi se utvrdila stabilnost proizvedenih biofilmova, filmovi su snimani obostrano 

(Prilog 3). Ni kod jednog proizvedenog filma nije uočena razlika u spektru između gornje i 

donje površine filma, što govori o stabilnosti filmogene emulzije tokom procesa sušenja 

filma, odnosno govori o tome da nije došlo do razdvajanja faza unutar filma (Zivanovic i sar., 

2007). Određeni koeficijenti korelacije za sve filmove sa voskom između spektara snimljenih 

sa dve strane filma su preko 0.9. Zbog izrazito visoke koncentracije voska u biofilmovima, 

vosak potpuno preuzima spektar filma, pa je možda i delimično razdvajanje faza maskirano, 

tj. nije moglo biti uočeno snimanjem u ATR-FTIR tehnici, iako je vizuelno bilo moguće 

uočiti određenu razliku u izgledu gornje i donje površine koja može ukazivati da je ipak u 

određenoj meri (ne potpuno) došlo do razdvajanja faza i do formiranja slojeva sa rastućom 

koncentracijom voska od dna prema vrhu filma. 

 

Antioksidativna aktivnost  

Sposobnost hvatanja slobodnih radikala (DPPH• test) je jedan od najčešće korišćenih 

testova za ispitivanje antioksidativnog potencijala prirodnih komponenti “in vitro”. Ovaj test 

ukazuje da analizirana supstanca može hvatati slobodne radikale, delujući kao donor 

vodonikovog atoma ili kao donor elektrona (Prior i sar., 2005). Aktivnost u hvatanju DPPH• 

radikala kod hitozana se zasniva na aktivnosti slobodnih amino i hidroksilnih grupa, koje 

mogu biti donori elektrona ili atoma vodonika. Analize na derivatima hitozana su ukazale da 

su verovatno hidroksilne grupe značajnije aktivne grupe. Aktivnost hitozana zavisi od većeg 

broja faktora: koncentracije, molekulske mase, stepena deacetilovanosti i dužine trajanja testa 

(Kim, i Thomas, 2007; Yen i sar., 2008; Wan i sar., 2013). Dodatno, varijacije u rezultatima 

potiču i od činjenice da aktivnost hitozanskog molekula, merena u hitozanskom rastvoru i 

biofilmu, nije ista. Hitozan u filmu, očekivano, ima nižu antioksidativnu aktivnost zbog jakim 

vodoničnih međumolekulskih veza koje blokiraju aktivne grupe. Rezultati ispitivanja 

antioksidativne aktivnosti samog hitozanskog filma, kao i hitozanskog filma sa dodatkom 

EUO i EUK, prikazani su na Grafiku 28. Sa Grafika 28. se uočava da je aktivnost samog 

hitozanskog filma bila ograničena i iznosila je 11.64%, nakon 2.5 h, a 28.96%, nakon 24h 

trajanja testa. Tokom vremena kontakta sa reaktivnom supstancom izmerena aktivnost 

hitozanskog filma je numerički rasla, iako statistički ovaj porast nije bio značajan (p>0.05), 

što je u skladu sa literaturnim podacima (Wan i sar., 2013). Isti rezultati za antioksidativnu 

aktivnost hitozanskog filma od oko 11% su prikazani u literaturi (Moradi i sar., 2012; Martins 

i sar., 2012) za 2% (w/v) film na bazi hitozana srednje molekulske mase sa sličnim stepenom 

deacetilovanosti kao u ovoj tezi za koji je antioksidativna aktivnost merena nakon rastvaranja 

filma, kao i za 1.5% film u mlečnoj kiselini na bazi hitozana nepoznate molekulske mase i 

stepena deacetilovanosti 95%, nakon 3h. Prema literaturnim podacima, zabeležene su i niže 
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vrednosti za antioksidativnu aktivnost u rastvoru DPPH• radikala hitozanskog biofilma. 

Hitozanski film 2% (w/v) od hitozana nepoznatog opsega molekulskih masa i visokog stepena 

deacetilovanosti (95%), pokazao je aktivnost ispod 5% nakon 24 h, a vrednost oko 5% nakon 

24 h je pokazao hitozanski film iste koncentracije, takođe od hitozana nepoznate molekulske 

mase i stepena deacetilovanosti 80-95% (Siripatravan i Harte, 2010; Wang i sar., 2013). Film 

na bazi niskoviskoznog hitozana 2% (w/v), stepena deacetilovanosti 85%, nije pokazao 

antioksidativnu aktivnost u rastvoru DPPH• radikala, kao ni film na bazi niskoviskoznog 

hitozana 1% (w/v) stepena deacetilovanosti 90% i 5% PVA u različitim odnosima, oba 

rezultata prikazuju aktivnost nakon 24h (Portes i sar., 2009; Kanatt i sar., 2012).  Hitozan 

visoke molekulske mase je pokazao izraženiju aktivnost prema hidroksil radikalu (•OH) i 

superoksid anjon radikalu (•O2
−
) u odnosu na aktivnost prema DPPH

•
 radikalu, tako da je 

moguće da pravi antioksidativni potencijal ispitivanih biofilmova nije moguće uočiti samo 

DPPH•
 
testom. Obzirom na prikazanu nisku vrednost antioksidativne aktivnosti hitozanskog 

filma, u film se inkorporiraju niskomolekularne aktivne supstance da bi se ovo svojstvo 

hitozanskog filma optimizovalo.  

Dodatkom 0.8% EUO u film, postignuta je izražena antioksidativna aktivnost, koja je 

došla do izražaja već nakon 3h kontakta u rastvoru DPPH• radikala. Numerički, ova vrednost 

raste do 24h kontakta, ali je vrednost aktivnosti za sva tri analizirana vremena kontakta oko 

90% (p>0.05). Kada je ista koncentracija EUK od 0.8% dodata u biofilm, postignuto je 

povećanje merene aktivnosti samog hitozanskog filma, ali u manjoj meri u odnosu na EUO. 

Za EUK je vreme kontakta u rastvoru DPPH• radikala od izuzetnog značaja (p<0.05). Tokom 

vremena, sve veća količina ulja biva dostupna u rastvoru, odnosno ulje se postupno ispušta iz 

matriksa filma i merena antioksidativna aktivnost raste sa vremenom, ostvarujući maksimum 

od (81.1 ± 0.64)% nakon 24h. Da bi se postigla aktivnost od >90% bilo je potrebno dodati 

duplo veću koncentraciju EUK u odnosu na EUO. 

Veliki broj autora je radio na optimizaciji antioksidativnih svojstava hitozana. Dva 

osnovna pravca su derivatizacija samog hitozana ili inkorporiranje aktivne supstance u 

hitozanski film. Jedna grupa autora je u film dodavala čiste supstance dokazane 

antioksidativne aktivnosti: α-tokoferol, kurkuminoide, karvakrol, polifenole zelenog čaja; dok 

su drugi u hitozanski film dodavali kompleksne prirodne aktivne supstance: ekstrakt zelenog 

čaja, etarsko ulje Thymus moroderi i Thymus piperella, etarsko ulje Zataria multiflora Boiss i 

ekstrakt semenki grožđa, ekstrakt nane Mentha spicata L.i kore nara (Punica granatum), 

etarsko ulje timijana (Ruiz-Navajas i sar., 2013; Siripatrawan i Harte, 2010; Portes i sar., 

2009; Kurek i sar., 2014; Martins i sar., 2012; Moradi i sar., 2012, Wang i sar., 2013, Kanatt 

i sar., 2012; Altiok i sar., 2010). Kada je u hitozanski film dodato 0.5%, 1% i 1.5% 

karvakrola, sposobnost hvatanja DPPH• radikala je povećana od 2.6 do 4.8 puta, u zavisnosti 

od koncentracije karvakrola, a sposobnost hvatanja ABTS
+
•

 
radikala je povećana oko 4.5 

puta, nezavisno od dodate koncentracije karvakrola. Dodatkom 0.1% α-tokoferola, aktivnost u 

hvatanju DPPH• radikala je povećana na preko 97% nakon 3h. Dodatkom od 0.2% do 0.8% 

polifenola zelenog čaja u hitozanski film, slično kao i sa ekstraktom zelenog čaja u 

koncentraciji 2% do 20%, postignuta je aktivnost filma u hvatanju slobodnih radikala od 30% 

do 60%, a sličnu aktivnost je pokazao i film sa različitim kombinacijama koncentracija 
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etarskog ulja Zataria multiflora Boiss i ekstrakta semenki grožđa. Maksimalna antioksidativna 

aktivnost za filmove sa ekstraktom nane i kore nara bila je oko 80% nakon 24h.  

Poredeći rezultate dobijene za EUK i EUO, u ovoj disertaciji, može se reći da su oba 

ulja pokazala izuzetnu antioksidativnu aktivnost. Etarsko ulje kima (EUK) je pokazalo 

aktivnost koja je uporediva sa većinom drugih analiziranih supstanci dodatih u hitozanski 

film, u istoj koncentraciji, ili sa sintetičkim antioksidansom BHA (400 µM), dok je EUO 

pokazalo aktivnost koja nadmašuje većinu testiranih prirodnih supstanci, i može se porediti sa 

α-tokoferolom (0.1%) i askorbinskom kiselinom (1000 µM) (Norajit i sar., 2010). Ovi 

rezultati su u skladu sa literaturnim podacima za EUK i EUO. Sposobnost hvatanja DPPH• 

radikala u zavisnosti od koncentracije EUK, koju su dali Samojlik i sar. (2010), data je u 

Tabeli 17.: 

Tabela 17. Antioksidativna aktivnost EUK upotrebom DPPH• radikal testa (Samojlik i sar., 2010) 

koncentracija 

 2.5 g/mL 5 g/mL 7.5 g/mL 10 g/mL 12.5 g/mL IC50 (g/mL) 

EUK 34.69 58.75 73.71 85.41 91.57 4.1 

 

Osnovne komponente EUK, keton karvon i terpen limonene, su dokazane 

antioksidativne komponente (Elmastaşa i sar., 2006; Aggarwal i sar., 2002; Samojlik i sar., 

2010). EUO i njegove osnovne komponente: karvakrol, timol, c-terpinen i p-cimen su 

intenzivno ispitivani i njihova antioksidativna aktivnost je potvrđena u većem broju različitih 

ispitivanja (Almeida-Doria i Regitano-Dárce, 2000; Avila-Sosa i sar., 2010; Camo i sar., 

2011; Kulisic i sar., 2004; Lagouri i sar., 1993; Milos i sar., 2000).  

Da bi antioksidativni efekat EUK u manjoj koncentraciji došao do izražaja, potrebno 

je duže vreme inkubacije filma u DPPH•
 
rastvoru. Ovo je najverovatnije posledica postupnog 

otpuštanja EUK iz matriksa biopolimera, što je u skladu sa tabelom u kojoj je navedena 

aktivnost rastuće koncentracije EUK. Pored ovoga, izučavajući sposobnost EUK u hvatanju 

DPPH•
 
radikala, zapaženo je odloženo dejstvo nekih od aktivnih sastojaka EUK (Samojlik i 

sar., 2010) Slično je i kod filmova sa tetrahidrokurkuminoid derivatima, intenzitet hvatanja 

DPPH•
 
radikala rastao sa vremenom, istom brzinom kojom je teklo i otpuštanje aktivne 

supstance iz hitozanskog filma. Za dva različita derivata je brzina otpuštanja iz filma bila 

značajno drugačija, pa je za postizanje ravnotežnog stanja, kada je dalje otpuštanje 

minimalno, kod jedne aktivne supstance bilo potrebno 4 h, a kod druge 20 h zbog jače 

interakcije sa hitozanskim matriksom (Portos i sar., 2009). Slično je u radu sa ekstraktom 

nane i kore nara (Kanatt i sar., 2012) uočen porast aktivnosti tokom trajanja testa od 24h. U 

ovoj disertaciji je za 0.8% EUK bilo potrebno minimum 24h, a možda i nakon 24h ravnoteža 

nije postignuta, te bi produženi test mogao pokazati dalji rast antioksidativne aktivnosti. Za 

film sa EUO dinamika otpuštanja nije mogla biti uočena jer je već kod prve tačke, nakon 2.5h, 

postignuta maksimalna antioksidativna aktivnost. Za efikasnu formulaciju antioksidativnog 

omotača, koncentracija od 0.8% EUK je dovoljna, dok je kod EUO moguće koristiti nižu 

koncentraciju. 
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Grafik 28. Antioksidativna aktivnost biofilmova u zavisnosti od sadržaja (% v/v) etarskog ulja origana i 

kima i vremena trajanja testa (2.5 h, 4 h i 24 h). Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a 

različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Na Grafiku 29. su prikazani rezultati određivanja antioksidativne aktivnost hitozanskih 

filmova sa rastućom koncentracijom pčelinjeg voska sa EUK i bez EUK (označeni slovom 

A). U filmovima sa EUK, nezavisno od koncentracije voska vrednost antioksidativne 

aktivnosti nakon 2.5 h, se kretala oko (30 – 40)%, nakon 4 h oko (40 – 50)%, a nakon 24h oko 

80 %. Kao jače antioksidativno sredstvo, EUK je nosioc aktivnosti i ovde se efekat veće 

koncentracije pčelinjeg voska ne uočava. Isto kao i u filmu bez voska, aktivnost filma raste 

tokom vremena. Kod filmova bez EUK, pri većim koncentracijama voska, 54 kg/m
3
 i više, 

uočava se blagi porast aktivnosti filmova, koji najverovatnije potiče od doprinosa pčelinjeg 

voska. Dve grupe komponenti voska su pokazale antioksidativno dejstvo u analizama “in 

vivo”. Jednu grupu čini mešavina viših alifatičnih primarnih alkohola (D-002), a drugu 

polifenoli iz pčelinjeg voska (Anilakumar i Khanum, 2009; Daisy i sar., 2013; Molina i sar., 

2001). I aktivnost filmova bez EUK raste tokom vremena, dostižući za filmove sa 

koncentracijom voska preko 54 kg/m
3 

vrednost od oko 50% nakon 24h, što je značajno više u 

odnosu na sam hitozanski film (p<0.05).  

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

0% 0.8% EUO 0.8% EUK 2% EUK 3% EUK 

A
A

 (
%

) 

Sadržaj etarskog ulja u biofilmu 

2.5 h 

4 h 

24 h 

a a a a a 
ab 

b 

a a 
a 

c 

cd 

cd 

d 
d 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

174 
 

  

Grafik 29. Antioksidativna aktivnost biofilmova u zavisnosti od koncentracije pčelinjeg voska (kg/m
3
) i 

vremena trajanja testa (2.5 h, 4 h i 24 h). Film 0 (C) je čist hitozanski biofilm, a filmovi sa oznakom A su 

filmovi bez EUK. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d 

označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Na Grafiku 30. je prikazana antioksidativna aktivnost filmova 30 dana nakon sušenja. 

Filmovi su stajali na sobnim uslovima. Poredeći rezultate aktivnosti filmova odmah nakon 

sušenja i nakon 30 dana stajanja, ne uočava se značajna razlika (p>0.05). Pokazano je da su 

sintetisani filmovi stabilni u navedenom roku. Za razliku od ovih rezultata, kada su u film na 

bazi hitozana dodati polifenoli zelenog čaja, nakon 12 dana je aktivnost filmova počela 

polako opadati (Wang i sar., 2013). 

 

 

Grafik 30. Antioksidativna aktivnost biofilmova nakon 30 dana od proizvodnje u zavisnosti od 

koncentracije pčelinjeg voska (kg/m
3
) i vremena trajanja testa (2.5h, 4h i 24h). Film 0 (C) je čist 

hitozanski biofilm. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d 

označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05) 
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Antimikrobna aktivnost  

 Pre analize antimikrobne aktivnosti hitozanskih biofilmova, analizirana je 

vijabilnost ćelija test-mikroorganizama u datim uslovima ispitivanja. Analizom vijabilnosti 

ćelija u fosfatnom puferu pH 7.2 pokazano je da primenjeni pufer nema značajan uticaj na 

viabilnost ćelija E. coli, S. aureus i S. Typhimurium, jer nije došlo do značajnog smanjenja ili 

povećanja broja ćelija. Međutim, u slučaju L. monocytogenes, zapaženo je značajno smanjenje 

broja ćelija nakon 24 h, pa je delovanje biofilmova na L. monocytogenes ispitano samo nakon 

3 h (Prilog 5). Imajući u vidu mehanizam delovanja hitozana velike molekulske mase na 

mikrobnu ćeliju, analiziranje aktivnosti u neutralnom opsegu pH može dovesti do lošijih 

rezultata, jer je aktivnost zasnovana na interakciji polikatjona i ćelijske membrane. Mnogi 

autori su pokazali razliku u efikasnosti hitozana u različitim uslovima pH (Wang, 1992; No i 

sar., 2002; Helander i sar., 2001). Ipak, obzirom da je cilj ove disertacije bio da se analizira 

aktivnost hitozanskog filma kakav je on u primeni, a ne hitozana u rastvoru, a film u čvrstom 

stanju je moguće održati u suspenziji jedino pri pH 6.5 i više. Međutim i u 0.3 mM puferu pH 

7.2 je došlo do bubrenja, kidanja i rastvaranja filma, najverovatnije zbog probijanja kapaciteta 

pufera i snižavanja vrednosti pH pod dejstvom sirćetne kiseline iz filma, pa je morao biti 

upotrebljen pufer deset puta veće koncentracije. Iako je broj naelektrisanih grupa hitozana u 

korišćenom puferu manji nego pri nižim pH, on je i dalje značajan jer je ova jačina pufera 

određena kao granična u kojoj je integritet filma mogao biti održan.  

 Na Grafiku 31. je prikazana antimikrobna aktivnost merena kao redukcija broja 

mikroorganizama u suspenziji, u kontaktu sa hitozanskim biofilmom sa i bez dodatka EUK i 

EUO. Sam hitozanski film je ispoljio značajno antimikrobno dejstvo u odnosu na bakterije E. 

coli, i to (94.72 ± 3.58)% nakon inkubacije od 24 h i S. aureus, (94.56 ± 8.92)% nakon 3h i 

(99.02 ± 0.10)% nakon 24 h inkubacije. Najslabije izražena aktivnost određena je u suspenziji 

bakterija S. Typhimurium, gde je, u prisustvu hitozanskog filma došlo do porasta broja ćelija. 

Velika otpornost bakterije S. Typhimurium na dejstvo hitozana navodi se u literaturi (Wang i 

Guang-Hua, 1992). Veća minimalna inhibitorna koncentracija hitozana je bila potrebna da se 

inhibira rast S. Typhimurium u odnosu na S. aureus, E. coli i Y. enterocolitica. Jedino je L. 

monocytogenes bila otpornija pri pH 5.5.  

U literaturi, rezultati ispitivanja delovanja hitozana velike molekulske mase na 

bakterije E. coli i S. Typhimurium (Fouad, 2008; No i sar., 2002) su pokazali da, u kiseloj 

sredini, hitozan u koncentraciji 0.025% dovodi do promene propustljivosti spoljne membrane 

ćelija. Pri pH 7.2 ovaj efekat vise nije bio uočljiv za S. Typhimurium. Minimalna inhibitorna 

koncentracija za gram negativne bakterije je ustanovljena oko 0.1% hitozana, dok je za S. 

Typhimurium efikasnost ove koncetracije zavisila od molekulske mase hitozana, pa bi se 

moglo reći da za nju minimalna inhibitorna koncentracija može biti viša. Za gram pozitivne 

bakterije, minimalna inhibitorna koncentracija hitozana u rastvoru je čak 1000 puta manja. 
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Grafik 31. Antimikrobna aktivnost hitozanskih filmova sa dodatkom EUO i EUK prema E. coli, S. aureus, 

S. Typhimurium, L. monocytogenes, izražena kao redukcija vijabilnih ćelija (%).Film 0 (C) je čist 

hitozanski biofilm. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d 

označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 
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Najverovatnije da u ovoj tezi, zbog uslova pH i broja aktivnih grupa u molekulima 

hitozana, hitozan nije ispoljio antimikrobno dejstvo prema S. Typhimurium. Pored 

navedenog, u koncentracijama nižim od minimalne inhibitorne koncentracije, pokazano je da 

prisustvo hitozana može da stimuliše rast bakterija E. coli. Moguće je da je ovo bio slučaj i 

kod S. Typhimurium (Liu i sar., 2006). Rezultati dobijeni za redukciju broja ćelija E. coli 

odgovaraju rezultatima koje su dobijeni za aktivnost rastvora hitozana 0.1% u sirćetnoj 

kiselini. Pokazano je da aktivnost hitozana prema E. coli zavisi od vremena inkubacije, dok je 

aktivnost prema S. aureus bila nezavisna od vremena inkubacije i puna aktivnost je ispoljena 

nakon 5 min, što je u skladu sa literaturnim rezultatima (Liu i sar., 2004). Etarsko ulje origana 

(EUO) se pokazalo kao izuzetno jak antimikrobni agens. Dodatkom EUO u matriks filma, 

aktivnost filma je značajno povećana i redukcija svih ispitivanih vrsta bakterija od blizu 100% 

nakon 3h inkubacije je postignuta. Poboljšanje aktivnosti filma je zapaženo kod svih 

mikroorganizama, a posebno je značajno za S. Typhimurium i L. monocytogenes gde sam film 

nije pokazao dovoljnu aktivnost. Ono što je zanimljivo je da filmovi sa EUO deluju trenutno u 

kontaktu sa suspenzijom mikroorganizama, pa je tako inicijalni broj ćelija za samo 5 min 

kontakta (nulto merenje) smanjen za 1 log jedinicu kod E. coli, više od 2 log jedinice za S. 

Typhimurium i 2 log jedinice za L. monocytoges. Kada se film nađe u vodenoj sredini, dolazi 

do hidratacije i veoma brzo do otpuštanja ulja iz filma u spoljašnju sredinu (Altiok i sar., 

2010; Kurek i sar., 2012). Literaturni podaci o minimalnoj inhibitornoj i minimalnoj 

biocidnoj koncentraciji EUO za sve navedene mikroorganizme su iste i iznose 1.25 µg/ml-

10.0 µg/ml, što govori o izuzetno izraženoj antimikrobnoj aktivnosti EUO (Mellencamp i sar., 

2011). Izuzetno jako antimikrobno, kao i prethodno opisano antioksidativno dejstvo 

hitozanskog filma sa EUO je odlična polazna tačka u upotrebi ovog filma kao aktivnog 

ambalažnog materijala, ali je ograničavajuć faktor uticaj navedenog filma na senzorska 

svojstva hrane.  

Kada se analizira uticaj dodatka rastuće koncentracije EUK u film, zapaža se pozitivan 

uticaj ovog etarskog ulja na antimikrobnu aktivnost hitozanskog filma. Jedini mikroorganizam 

gde doprinos EUK nije uočljiv, najverovatnije zbog izraženog uticaja samog hitozanskog 

filma je S. aureus. Dodatak EUK u količini 0.8% je uticao na poboljšanje antimikrobne 

aktivnosti hitozanskog filma prema S. Typhimurium i L. monocytogenes, što je izuzetno 

značajno jer je aktivnost samog hitozanskog filma prema ova dva mikroorganizma bila slabo 

izražena ili nije uopšte registrovana. Koncentracija od 2% EUK je poboljšala aktivnost filma 

samo prema E. coli i to u smislu da je delovanje u odnosu na sam hitozanski film ubrzano. 

Viša koncentracija EUK nije dala dodatni doprinos u analiziranoj aktivnosti filma. Kao i kod 

samog hitozanskog filma, aktivnost filma sa EUK raste sa vremenom inkubacije, 

najverovatnije usled postepenog otpuštanja EUK, verovatno na sličan način kao što je 

prikazano postepeno otpuštanje limonena iz hitozanskog filma u kontaktu sa različitim 

rastvorima simulantima različitih prehrambenih namirnica (Sánchez-Gonzáles i sar., 2011). 

Literaturni podaci za aktivnost EUK variraju, od izražene antimikrobne aktivnosti, preko 

umerene do izveštaja da prema većini gram pozitivnih i gram negativnih bakterija nije 

utvrđena aktivnost EUK. U ovoj disertaciji je aktivnost EUK potvrđena i rezultati su u skladu 

sa rezultatima Mohamed i sar. (2013) koji su pokazali da je aktivnost EUK izraženija u 

odnosu na etarsko ulje mirođije, matičnjaka, bosiljka i korijandera jer je dovelo do pojave 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

178 
 

zone bez rasta kod četiri (L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus i S. Typhimurium) od pet 

testiranih bakterija. Najmanje podložna bakterijska vrsta je bila E. coli.  Minimalna 

inhibitorna koncentracija za sve testirane bakterije je bila 3 µl/ml. Alboofetileh i sar. (2014) 

su publikovali rezultate u kojima je prikazana znatno manje izražena aktivnost EUK za koju 

je konstatovana slaba aktivnost prema L. monocytogenes i E. coli, dok ulje nije pokazalo 

aktivnost prema S. aureus. U radu Cvijović i sar. (2010) je, nasuprot tome, aktivnost prema S. 

aureus bila najviše izražena. Razlika u rezultatima za antimikrobnu aktivnost EUK 

najverovatnije potiče od razlika u sastavu samog ulja. U ovoj tezi je za hitozanski film sa 

0.8% EUO i 2% EUO dobijena vrednost redukcije broja svih testiranih vrsta bakterija od 

>80% što je, zajedno sa prethodno pokazanim antioksidativnim svojstvima, odlična preporuka 

za upotrebu ovog filma kao aktivnog ambalažnog materijala.  

Na Grafiku 32. je prikazan procenat redukcije vijabilnih ćelija četiri analizirane vrste 

bakterija u zavisnosti od koncentracije pčelinjeg voska u filmu. Za E. coli, redukcija koja je 

posledica dejstva hitozanskog filma i hitozanskog filma sa 0.8% EUK od oko 90% nakon 24h 

je ostala nepromenjena sa dodatkom voska do koncentracije 54 kg/m
3
. Sa dodatkom većih 

koncentracija pčelinjeg voska, 72 kg/m
3
 i 90 kg/m

3
, dolazi do povećanja antimikrobne 

aktivnosti filma, pa redukcija vijabilnih ćelija već nakon 3 h inkubacije iznosi više od 80%. 

Ovaj porast aktivnosti filma sa dodatkom veće koncentracije voska predstavlja doprinos 

aktivnosti koju je ispoljio sam vosak prema bakteriji E. coli. U radu koji je ispitivao uticaj 

ekstrakta pčelinjeg voska u metanolu i etanolu na pet vrsta patogenih bakterija, tri vrste 

mikroskopskih gljiva i sedam vrsta kvasaca pokazana je aktivnost srednjeg intenziteta, koja 

zavisi od vrste upotrebljenog rastvarača. E. coli je najviše inhibirana upotrebom ekstrakata u 

70% etanola i 70% metanola i ovde aktivnost doseže 38% aktivnosti hloramfenikola 

(Kacaninova i sar., 2012). U radu koji je analizirao uticaj premaza na bazi hitozana, pčelinjeg 

voska i etarskog ulja limete i timijana na E. coli DH5a i R. stolonifer  „in vitro“ i „in vivo“ u 

eksperimentu manjeg obima i polu komercijalnom obimu, na paradajzu u tri faze zrelosti 

ploda na dve temperature, 12° C i 25° C, pokazano je da je u oba eksperimenta, „in vitro“ i 

„in vivo“, u oba testirana obima, premaz na bazi hitozana i pčelinjeg voska potpuno inhibirao 

rast bakterije (Ramos-García i sar., 2012). U daljoj analizi doprinosa pčelinjeg voska u 

aktivnosti biofilma, filmovi 0 (C), 0, kao i filmovi sa rastućom koncentracijom voska su iz 

suspenzije mikroorganiozama na kraju testa prebačeni na petri ploče sa nezasejanom opštom 

hranljivom podlogom i ploče su zatim inkubirane 24 h, na 37 ºC. Očekivano je da ukoliko 

film ima bilo bakteriostatsko ili baktericidno delovanje neće doći do rasta bakterija u kontaktu 

sa filmom, a ukoliko postoji bakteriostatsko ili baktericidno delovanje EUK koje može da 

difunduje iz filma u podlogu neće doći ni do rasta bakterije u okolini filma (Leceta i sar., 

2013; Nadarajah, 2005; Guirguis i sar., 2013; Pranoto i sar., 2005).  
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Grafik 32. Antimikrobna aktivnost hitozanskih filmova u zavisnosti od koncentracije pčelinjeg voska, 

izražena kao redukcija vijabilnih ćelija (%).Film 0 (C) je čist hitozanski biofilm. Vertikalne linije 

označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite 

vrednosti (p<0.05) 
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Rezultati nedvosmisleno ukazuju na doprinos pčelinjeg voska u inhibiciji rasta E. coli 

(Prilog 5). Za filmove 0 (C) i 0 uočen je rast kolonija mikroorganizama, kako oko filma, tako 

i ispod samog filma, dok kod filmova sa pčelinjim voskom nije bilo rasta ni ispod ni oko 

filma. Dodatak pčelinjeg voska najverovatnije doprinosi baktericidnom efektu filma, dok se 

za filmove bez voska može reći da mehanizam delovanja nije jasno baktericidan niti 

bakteriostatski, jer dolazi do rasta mikroorganizama u kontaktu sa filmom. Moguće je da se 

efekat delovanja u suspenziji zasniva na vezivanju bakterijskih ćelija za naelektrisane grupe 

filma, međutim ova interakcija nije dovela do nepovratnog oštećenja bakterijske ćelije. U 

redukciji broja vijabilnih ćelija S. aureus nije uočena razlika nakon dodatka pčelinjeg voska u 

odnosu na film bez voska. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima Kacaninova i sar. (2012) 

koji su pokazali slabo izraženo dejstvo metanolnog i etanolnog ekstrakta pčelinjeg voska u 

inhibiciji rasta S. aureus, kao i sa rezultatima Al-Waili (2005) koji su pokazali rast srednjeg 

intenziteta S. aureus na podlozi koja sadrži pčelinji vosak. Iako su rezultati za redukciju ćelija 

S. aureus izvanredni za sam hitozanski film već nakon 3 h inkubacije i ostaju takvi do kraja 

trajanja testa od 24 h, ipak se dodatnim testom prebacivanja filma na kraju testa redukcije na 

opštu hranljivu podlogu i inkubiranja 24 h, na 37 ºC uočava jasan rast kolonija ispod i oko 

filma (Prilog 5). Pretpostavlja se da je mehanizam delovanja hitozanskog filma sličan kao i 

kod E. coli jer kolonije S. aureus rastu i u dodiru sa filmom.  

Kada se analizira uticaj povećanja koncentracije pčelinjeg voska na S. Typhimurium 

nema statistički značajne razlike (p>0.05) između filma bez voska i filmova nakon dodatka 

pčelinjeg voska (osim za film sa 90 kg/m
3
 voska). Međutim, ako se umesto redukcije 

viabilnih ćelija (%) koja je prikazana na Grafiku 32. posmatra viabilnost odabranih 

bakterijskih kultura u kontaktu sa hitozanskim filmovima izraženoj kao broj viabilnih ćelija 

(log CFU/ml), rezultati su dati u Prilogu 5., može se zapaziti da sa dodatkom pčelinjeg voska 

dolazi do povećanja aktivnosti filma, a ovo povećanje je posebno izraženo za filmove sa 36 

kg/m
3
 gde je srednja vrednost smanjenja broja viabilnih ćelija je iznosila 1.9 log jedinica i sa 

54 kg/m
3
 gde je iznosila 1.6 log jedinica.  Za film bez voska srednja vrednost smanjenja broja 

viabilnih ćelija je iznosila oko 0.7 log jedinica. Sa dodatkom koncentracije od 90 kg/m
3
 voska 

u film, uočava se značajni pad (p<0.05) redukcije vijabilnog broja ćelija u kontaktu sa 

filmom. Kako se sa Grafika 32. uočava, a ranije je prodiskutovano, aktivnost potiče od 

zajedničkog delovanja EUK dodatog u film i doprinosa dodatog pčelinjeg voska. Smanjenje 

aktivnosti ovog filma potiče najverovatnije od interakcije između voska u većoj koncentraciji 

i EUK, gde je moguće da je došlo do promene mehanizma ili odlaganja kontrolisanog 

otpuštanja EUK iz matriksa filma. Dopunskom analizom aktivnosti filmova prema S. 

Typhimurium potvrđene su prethodne hipoteze (Prilog 5). Nakon prebacivanja filmova na 

hranljivu podlogu i inkubacije, kod filma 0 (C) je došlo do rasta kolonija oko filma, kao i u 

dodiru sa filmom, dok kod svih filmova sa dodatim pčelinjim voskom rast izostaje ispod 

samog filma što potvrđuje bakteriostatsku aktivnost filmova, ali ne i baktericidnu jer se 

uočava rast kolonija na podlozi oko filma. Za L. monocytogenes se uočava da, u odnosu na 

film bez voska, sa dodatkom pčelinjeg voska u film nema razlike u aktivnosti filma sve do 

najveće dodate koncentracije od 90 kg/m
3
, gde se uočava značajni pad (p<0.05) redukcije 

vijabilnog broja ćelija u kontaktu sa filmom. Mehanizam ovog efekta je najverovatnije sličan 

kao i kod S. Typhimurium, a posebno imajući u vidu da aktivnost ovog filma najverovatnije u 

potpunosti potiče od EUK.  
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4.3.3. Primena hitozanskog premaza sa dodatkom etarskog ulja kima i pčelinjeg 

voska u zaštiti Petrovačke kobasice ("Petrovská kolbása") 

 

Analizom svih rezultata karakterizacije filmova na bazi hitozana sa 0.8% EUK i 

dodatkom pčelinjeg voska, izdvojeni su, kao najpodesniji za primenu, filmovi sa 18 kg/m
3
 i 

36 kg/m
3
. U ovim filmovima je izbalansiran doprinos pčelinjeg voska u barijernom svojstvu 

za vlagu, kao i smanjenje osetljivosti na dejstvo vlage iz okoline, sa očuvanjem mehaničkih 

svojstava filmova i prihvatljivog senzorskog utiska. Za samu primenu u zaštiti kobasice 

tokom skladištenja je odabran premaz sa 18 kg/m
3
 voska. 

Sadržaj vlage 

Sadržaj vlage u ispitivanim kobasicama na kraju sušenja i nakon 30 i 180 dana 

skladištenja je prikazan na Grafiku 33. Tokom skladištenja, kobasica sa slojem hitozana je 

imala nešto viši sadržaj vlage u odnosu na kontrolnu kobasicu, dok kod kobasice sa ASK nije 

bilo razlike u sadržaju vlage između kobasice sa i bez hitozanskog zaštitnog sloja. Brzina 

propustljivosti vodene pare za  film sa EUO koji je primenjen za zaštitu kobasice u prvom 

eksperimentu bila je (373.94 ± 9.93) g/m
2
 24h, a odgovarajućeg laminiranog kolagenog 

omotača (372.59 ± 49.02) g/m
2
 24h. Za film sa EUK, koji je primenjen u drugom 

eksperimentu, vrednost ovog parametra je iznosila (359.86 ± 36.24) g/m
2
, a za laminirani 

kolageni omotač, (233.65 ± 8.65) g/m
2
. U ovom eksperimentu je primenjen film sa brzinom 

propustljivosti vodene pare (65.12 ± 11.26) g/m
2
 24h, odnosno laminirani omotač 

propustljivosti (94.18 ± 18.54) g/m
2
. Smanjenje brzine propustljivosti vodene pare biofilma u 

odnosu na prethodne eksperimente je veće od 5.5 puta za biofilm i oko 2.5 puta za laminirani 

kolageni omotač. Iako su rezultati za propustljivost vodene pare kroz biofilmove i laminirane 

kolagene omotače sa pčelinjim voskom značajno niži u odnosu na filmove i omotače bez 

voska, iz oba prethodna eksperimenta, ova optimizacija svojstava očigledno nije bila dovoljna 

da bi došlo do zaustavljanja gubitka vlage iz kobasice tokom skladištenja. Ako dobijene 

vrednosti za brzinu propustljivosti vodene pare kroz biofilm i laminirani omotač uporedimo sa 

orijentacionom vrednošću brzine propustljivosti vodene pare kroz LDPE od 50 µm debljine, 

koja iznosi 2.10 g/m
2
 24h, očigledno je da postignuta barijera za biofilmove i dalje značajno 

zaostaje za komercijalnim polimernim materijalima. U radu Navarro-Tarazaga i sar. (2011), 

koji je analizirao svojstva biofilma na bazi hidroksipropilmetilceluloze sa pčelinjim voskom i 

zaštitna svojstva ovog premaza na šljivi, pokazano je, takođe, da dobra barijerna svojstva 

filma u primeni ne daju uvek očekivane rezultate. Kalo šljive tokom stajanja je smanjeno 

dodatkom voska od 20 g do 40 g u odnosu na polimer, a sa dodatkom veće količine voska, 

kalo plodova nije dalje opadalo iako je film sa većim sadržajem voća pokazao bolja barijerna 

svojstva za vlagu. Autori zaključuju da karakterizacija samog filma može služiti kao 

preliminarni skrining, ali da se pravi uticaj zaštitnog omotača može proučavati samo u 

primeni. U poređenju sa analiziranjem samog filma proizvedenog u laboratoriji, efekat u 

primeni zavisi i od rasporeda omotača na proizvodu, a posebno od toga da li se na površini 

proizvoda formira kontinuirani sloj ili filmogena emulzija zalazi u pore i neravnine na 

površini, što narušava kontinualnost prevlake i neminovno utiče na efikasnost. Iz ovog 

razloga su u ovoj tezi proučavana uporedo sa svojstvima biofilmova i svojstva laminiranih 
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kolagenih omotača, da bi se dobili što reprezentativniji rezultati koji su što bliži realnoj 

primeni. Na ovaj način su se neutralisali efekti neravnomernog rasporeda filmogene emulzije 

na kolagenom omotaču, efekat daleko veće debljine filma u odnosu na omotač, moguća 

interakcija između laminiranog i nosećeg sloja i sl. Ipak, u primeni, kolageni omotač ne stoji 

sam, već prianja uz kobasicu te su i njegova svojstva drugačija (pH kobasice, sadržaj vlage i 

masti u kobasici), sloj premaza koji se zadržava na kobasici je neravnomerniji i najverovatnije 

tanji usled slivanja jer kobasice vise okačene za jedan kraj. Takođe, kobasice nisu stabilan i 

nepromenljiv sistem, već usled kala dolazi do skupljanja i nastajanja novih nabora, što može 

dovesti do pucanja osušenog laminiranog sloja na površini. Tyburcy i Kozyra (2010) su 

ispitivali adekvatnu formulaciju omotača formiranog iz koncentrovane emulzije polimera i 

lipidne frakcije. Formulacijom koja u 100 g vode sadrži 11 g želatina, 1.1 do 2.3 g 

karagenana, 40 g svinjske masti, 40 g pčelinjeg voska i 10 do 20 g glicerola, uspeli su da snize 

kalo poljske suve fermentisane kobasice kabanosy za 40% nakon 7 dana i 30% nakon 15 dana 

skladištenja na (4 – 6) °C. Sušenjem omotača nakon geliranja na 50 °C tokom 1.5 h, kalo 

kobasice je dodatno sniženo za još 20% nakon 7 dana. Kada je ovakav premaz upotrebljen na 

kobasici sa većim sadržajem vlage (barena kobasica frankfurter), efekat je bio još izraženiji i 

smanjenje kala je nakon 7 dana iznosilo preko 50%, nakon 14 dana oko 35%, a nakon 21 dana 

oko 20%.  

 

Grafik 33. Sadržaj vlage (%) u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja, oznaka ASK stoji uz kobasicu sa 

autohtonom starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju, a različita slova a, b, c, 

d, e, f označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05) 

 

U ovoj tezi je primenjen premaz u kojem je na 100 g vode dodato 3.6 g pčelinjeg 

voska, a najveći dodatak pčelinjeg voska koji je analiziran u tezi odgovara masi od 9 g voska 

u 100 g vode, za razliku od rada Tyburcy i sar. (2010), gde je datak lipidne frakcije bio daleko 

veći, 40 g pčelinjeg voska i 40 g masti na 100 g vode. U tako visokom sadržaju voska bilo je 

neophodno primeniti i značajnu količinu plastifikatora da ne dođe do pucanja sloja. Pored 

veće koncentracije hidrofobnih komponenti, vreme skladištenja je značajno kraće u odnosu na 

ovu tezu. Ni u jednom od tri eksperimenta u okviru ove teze, premazi na bazi hitozana nisu 

bili efikasni u smanjenju gubitka vlage iz kobasice tokom skladištenja. U prvom eksperimentu 
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nema nikakve razlike između kobasice sa i bez premaza hitozana, u drugom eksperimentu 

postoji minimalna razlika kod kobasice SK, a u ovom eksperimentu takođe je detektovana 

minimalna razlika i to za kobasicu bez ASK. 

Vrednost pH  

 

Kao i u prethodnom eksperimentu, na kraju procesa sušenja je uočena razlika (p<0.05) 

u vrednosti pH između kobasice sa dodatom ASK (5.44 ± 0.05) i kobasice bez dodate ASK 

(5.18 ± 0.02) (Grafik 34). Kontrolna kobasica zadovoljava zahteve za kvalitet Petrovačke 

kobasice iz Tehnološkog elaborata (Petrović i sar., 2007), tj. vrednost pH kobasice je pHk 

>5.4 na kraju sušenja, dok je vrednost pH kobasice sa dodatom ASK na kraju sušenja niža od 

preporučene vrednosti. Ovo se može tumačiti kao delovanje mikroflore i u saglasnosti je sa 

sastavom dodate ASK (90% Lactobacillus sakei i 10% Staphylococcus spp.). Naime, pojačan 

rast i favorizacija laktobacila rezultovala je nižim pH na kraju sušenja (Šojić, 2013).  

 

Grafik 34. Vrednost pH u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja, oznaka ASK stoji uz kobasicu sa 

autohtonom starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a različita slova a, b, c 

označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05) 

 

U obe grupe kobasica, kontrolnoj i kontrolnoj ASK je zapažen postepen porast 

vrednosti pH tokom skladištenja (p<0.05), da bi na kraju perioda skladištenja vrednosti pH 

iznosile 5.64 ± 0.04, za kontrolnu kobasicu i 5.41 ± 0.03, za kontrolnu kobasicu ASK. 

Prisustvo zaštitnog premaza na bazi hitozana nije dovelo do promene vrednosti pH kobasice 

ni u jednoj tački tokom skladištenja. Slično kao u prethodna dva eksperimenta, porast 

vrednosti pH tokom skladištenja je, najverovatnije, posledica razgradnje mlečne kiseline, do 

koje dolazi nakon što se potroše šećeri i/ili izraženoj proteolitičkoj aktivnosti prisutne 

mikroflore (Staphylococcus spp.) uz formiranje peptida, amino kiselina i amonijaka (Saláková 

i sar., 2010;  Kameník i sar., 2012; Komprda i sar., 2001; Bover-Cid i sar., 1999). 

Na osnovu izvedena tri eksperimenta u okviru disertacije, može se zaključiti da 

hitozanski premaz minimalno utiče značajno da mehanizme biohemijskih reakcija koji 

definišu promenu vrednosti pH tokom skladištenja. 

 

4,8 

4,9 

5 

5,1 

5,2 

5,3 

5,4 

5,5 

5,6 

5,7 

5,8 

Kraj sušenja 30 180 

p
H

 

Period skladištenja (dani) 

Kontrolna kobasica Kobasica sa hitozanskim premazom 

Kontrolna kobasica ASK Kobasica ASK sa hitozanskim premazom 

Kobasica vakuum Kobasica ASK vakuum 

b 

c 

b b 

c c 

a 
a 

b b 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

184 
 

Instrumentalno određivanje boje  

Rezultati instrumentalnog određivanja boje Petrovačke kobasice prikazani su u Tabeli 

18. Kada se analizira promena boje površine kobasica, ni kod jedne kobasice nije došlo do 

statistički značajne promene parametara boje (p>0.05). Isti rezultati su dobijeni i u prethodna 

dva eksperimenta. Poredeći boju povrsine kontrolne kobasice sa i bez dodatka ASK, uočava 

se da je dodatkom ASK došlo do značajnog povećanja udela crvene i žute boje na kraju 

sušenja, ali se ove razlike tokom skladištenja ujednačavaju. Nanošenjem hitozanskog premaza 

na kobasice u prethodna dva eksperimenta, promena boje je uočena kao značajna samo za 

parametar L*, dok su parametri a* i b* ostali nepromenjeni. Najverovatnije zbog dodatka 

voska u film, u ovom eksperimentu je došlo do promene, kako parametra L*, tako i 

parametara a* i b*. Vrednost svetloće i udeo žute boje su značajno povećani, dok je udeo 

crvene boje smanjen u kobasicama sa hitozanskim premazom. Ova promena boje je bila i 

vizuelno uočljiva, tako da bi mogla uticati na prihvatljivost proizvoda od strane potrošača. U 

odnosu na mrkocrvenu, prijatnu i ujednačenu boju kontrolnih kobasica, boja kobasice sa 

hitozanskim premazom je slabije izražena i neujednačenija sa žućkastim tragovima osušenog 

premaza gde je došlo do nagomilavanja tokom sušenja i slivanja filmogene emulzije.  Ovaj 

nedostatak bi možda bilo moguće ukloniti upotrebom jestivih boja u omotaču i optimizacijom 

postupka nanošenja premaza. 

Vrednosti za svetloću preseka kontrolne kobasice i kontrolne kobasice ASK 

zadovoljavaju zahtev za kvalitet Petrovačke kobasice: L*<37 (Petrović i sar., 2007; Ikonić i 

sar., 2010; Petrović i sar., 2011; Škaljac, 2014), pri čemu kontrolna kobasica ASK ima višu 

vrednost ovog parametra. Srednje vrednosti svih merenih parametara boje preseka, za 

kontrolnu kobasicu i kontrolnu kobasicu ASK, tokom skladištenja opadaju, ali ove promene 

nisu statistički značajne, osim za svetloću (L*) kod kontrolne kobasice ASK. Nakon 30 dana 

skladištenja, došlo je do značajnog sniženja svetloće kontrolne kobasice ASK sa vrednosti 

34.07 ± 3.13, na kraju sušenja na 28.55 ± 2.09, nakon 30 dana. U odnosu na dva prethodna 

eksperimenta, boja obe kontrolne kobasice je stabilnija. Kontrolna kobasica bez ASK je prva 

kobasica kod koje ne dolazi do promene parametara boje tokom skladištenja, dok kod 

kontrolne kobasice ASK, samo L* se menja tokom skladištenja. Kobasice sa zaštitnim slojem 

hitozana nisu imale značajno različite srednje vrednosti parametara boje, u odnosu na 

odgovarajuće kontrolne kobasice (p>0.05). Iako postoje određene razlike u srednjim 

vrednostima parametara boje, može se reći da hitozanski premaz nije uticao na promenu boje 

preseka Petrovačke kobasice tokom skladištenja. Ovaj rezultat je različit u odnosu na 

prethodna dva eksperimenta, gde je hitozanski sloj uticao na očuvanje boje preseka tokom 

skladištenja. Međutim, kobasice iz ovog eksperimenta imaju najstabilniju boju preseka tokom 

skladištenja, te zaštitni efekat hitozanskog sloja nije mogao biti uočen.  
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Tabela 18. Parametri boje: L*, a*, b* spoljne površine i preseka u Petrovačkoj kobasici tokom 

skladištenja  

 

Kontrolna kobasica 

 

presek spoljna površina 

Period skladištenja 

(dani) L* a* b* L* a* b* 

Kraj sušenja 

29.60
bc

±2.2

1 21.79
ab

±1.45 

15.83
abcd

±2.7

0 

24.35
bcd

±3.2

1 4.54
bc

±3.10 2.98
c
±1.95 

30 

27.62
bc

±2.1

0 

19.49
abc

±0.6

8 13.14
cd

±0.79 

26.70
bcd

±7.9

2 

5.82
abc

±2.0

2 3.80
bc

±1.28 

180 
26.35

c
±1.81 17.66

bc
±1.90 13.08

d
±2.30 23.16

cd
±0.97 6.93

ab
±2.10 5.24

b
±1.37 

 

Kontrolna kobasica ASK 

 

presek spoljna površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

Kraj sušenja 
34.07

a
±3.13 22.82

a
±1.93 19.29

a
±3.31 21.38

d
±1.63 8.01

a
±0.39 5.44

b
±0.62 

30 

28.55
bc

±2.0

9 

20.47
abc

±0.7

8 18.47
ab

±1.19 21.87
cd

±1.94 7.44
ab

±0.76 5.12
b
±0.51 

180 

27.98
bc

±1.8

0 

19.76
abc

±2.8

4 16.99
abc

±2.76 

24.47
bcd

±1.1

5 7.53
ab

±1.48 5.34
b
±1.09 

 

Kobasica sa hitozanskim premazom 

 

presek spoljna površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

30 

27.80
bc

±1.3

8 

19.56
abc

±1.4

5 13.25
cd

±2.04 38.84
a
±4.94 3.25

c
±1.19 8.59

a
±2.28 

180 

27.40
bc

±2.4

1 17.39
c
±3.00 12.03

d
±2.51 30.83

b
±1.56 7.24

ab
±2.16 

11.34
a
±1.3

3 

 

Kobasica ASK sa hitozanskim premazom 

 

presek spoljna površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

30 

30.29
ab

±3.7

1 18.84
bc

±1.20 16.91
abc

±2.63 41.32
a
±4.82 3.36

c
±1.23 9.00

a
±1.22 

180 

27.82
bc

±1.5

2 

19.90
abc

±1.4

4 15.11
bcd

±1.66 28.48
bc

±1.84 

5.69
abc

±1.2

4 

10.22
a
±1.6

3 

 

Kobasica vakuum 

 

presek spoljna površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

30 26.86 19.23 13.11 24.95 10.22 7.59 
180 - - - - - - 

 

Kobasica ASK vakuum 

 

presek površina 

 

L* a* b* L* a* b* 

30 30.12 19.70 18.18 27.76 8.15 5.65 
180 - - - - - - 

       Različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite vrednosti u koloni (p<0.05) 
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Masnokiselinski  sastav  

Na Grafiku 35. su prikazani rezultati odnosa između nezasićenih i zasićenih 

masnih kiselina u ispitivanim kobasicama. Na kraju sušenja, odnos NMK/ZMK je isti u 

kontrolnoj kobasici i kontrolnoj kobasici ASK. U kontrolnoj kobasici se ovaj odnos nije 

značajno menjao tokom skladištenja (p>0.05), ali je zapažen jedan numerički porast 

nakon 30 dana skladištenja. Kod kobasice zaštićene hitozanskim premazom, ovaj porast, 

koji je kod kontrolne kobasice bio na nivou numeričkog, je statistički značajan (p<0.05). 

Ova razlika u odnosu NMK/ZMK, uočena nakon 30 dana skladištenja, nestaje na kraju 

skladištenja od 180 dana i odnos NMK/ZMK je na kraju skladištenja sličan (p>0.05). 

Kobasica sa hitozanskim premazom ima, tokom čitavog perioda skladištenja, više 

vrednosti odnosa NMK/ZMK, samo što je ova razlika nakon 30 dana i statistički značajna. 

Za razliku od kontrolne kobasice, kod kontrolne kobasice ASK dolazi do statistički 

značajnog porasta odnosa NMK/ZMK nakon 30 dana skladištenja, a zatim do blagog 

pada. Kada je na kobasicu ASK nanesen premaz na bazi hitozana, trend promene odnosa 

NMK/ZMK je drugačiji. Nakon porasta vrednosti NMK/ZMK nakon 30 dana skladištenja, 

ova vrednost i dalje numerički raste do 180. dana, za razliku od kontrolne kobasice ASK. 

Ipak, statistički, razlike u vrednostima NMK/ZMK u kontrolnoj kobasici ASK i kobasici 

ASK sa hitozanskim premazom nisu bile značajne tokom  skladištenja (p>0.05). U odnosu 

na prethodna dva eksperimenta, rezultati su slični rezultatima sa hitozanskim omotačem sa 

EUK, gde je takođe jedina statistički značajno veća vrednost odnosa NMK/ZMK u 

kobasici sa hitozanom u odnosu na kontrolnu kobasicu uočena nakon 30 dana 

skladištenja, dok je na kraju skladištenja razlika bila samo numerička. U eksperimentu sa 

EUO u hitozanskom premazu, iako je odnos NMK/ZMK bio veći numerički tokom 

čitavog perioda skladištenja, u kobasici sa hitozanskim omotačem, razlike nisu bile 

statistički značajne. Poseban značaj ima očuvanje polinezasićenih masnih kiselina, od 

kojih u većoj meri potiču uočene razlike.  
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Grafik 35. Odnos sadržaja nezasićenih i zasićenih masnih kiselina u Petrovačkoj kobasici tokom 

skladištenja, oznaka ASK stoji uz kobasicu sa autohtonom starter kulturom. Vertikalne linije označavaju 

standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite vrednosti 

(p<0.05). 

 

Sadržaj malondialdehida (TBARS test) 

 

Malondialdehid (MDA) nastaje iz hidroperoksida formiranih u toku oksidacije  

polinezasićenih masnih kiselina i najčešće je korišćeni indikator lipidne peroksidacije, ali i 

značajan pokazatelj kvaliteta mesa i proizvoda od mesa. Sadržaj malondialdehida, 

prikazan na Grafiku 36., u obe kontrolne kobasice je bio sličan na kraju procesa sušenja 

(p<0.05) i iznosio je 0.88±0.01mg/kg za kontrolnu kobasicu i 0.87±0.01 mg/kg za 

kontrolnu kobasicu ASK. Tokom skladištenja je došlo do značajnog skoka u sadržaju 

MDA u kontrolnim kobasicama, tako da je već nakon 30 dana skladištenja sadržaj bio 

preko 2.5 mg/kg. Na kraju perioda skladištenja je došlo do opadanja sadržaja MDA u obe 

kontrolne kobasice, što je najverovatnije, kako je već objašnjeno posledica interakcije 

ovog jedinjenja sa razgradnim produktima nastalim u toku procesa zrenja, kao što su 

aminokiseline, šećeri i nitriti (Janero, 1990; Ansorena i Astiasaran, 2004; Šojić i sar., 

2014). Kada su kobasice premazane hitozanskim slojem, sadržaj MDA je za obe kobasice 

bio značajno snižen tokom čitavog perioda skladištenja (p<0.05). Kod kobasice sa 

hitozanskim premazom je zaštitno svojstvo hitozanskog premaza dokazano u velikoj meri. 

Tokom šest meseci skladištenja, kobasica sa hitozanskim premazom je imala sadržaj 

MDA ispod 1.5 mg/kg, što je ispod granice užegnuća, koja iznosi 2 mg/kg. Kada se 

posmatra kobasica ASK sa hitozanskim premazom, efekat premaza je takođe izražen, ali 

nešto manjeg intenziteta u odnosu na efekat zapažen kod druge kobasice. Naime, nakon 

30 dana skladištenja je vrednost MDA u kobasici ASK sa hitozanskim premazom dostigla 

granicu užegnuća za suve fermentisane kobasice i iznosila je 2.08±0.02 mg/kg. Ipak, ova 

vrednost je značajno manja (p<0.05) u odnosu na vrednost sadržaja MDA za kobasicu bez 

premaza koja je iznosila 2.58±0.01 mg/kg. Ovi rezultati su slični rezultatima koji su 
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dobijeni u eksperimentu sa EUO, dok je u eksperimentu sa EUK zaštitni efekat premaza u 

oksidaciji kobasice bio daleko manje izražen. 

 

 

Grafik 36. Sadržaj malondialdehida (mg/kg) u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja, oznaka ASK stoji 

uz kobasicu sa autohtonom starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a 

različita slova a, b, c, d, e, f, g, h označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Uopšteno, osnovni mehanizam usporavanja oksidativnih promena u kobasicama je 

odstranjivanje kiseonika, dok ostali mehanizmi mogu biti zasnovani na inhibiciji 

delovanja prooksidanata u mesu (posebno jona gvožđa), inaktivaciji enzima 

lipooksigenaza ili hvatanje i stabilizacija slobodnih radikala (Šojić, 2013). Svi navedeni 

mehanizmi su aktuelni u upotrebi premaza na bazi hitozana sa dodatkom EUK i pčelinjeg 

voska. Ukoliko se uporedi intenzitet delovanja premaza sa pakovanjem kobasica u 

vakuumu, može se zaključiti da je nakon 30 dana skladištenja intenzitet usporavanja 

nastanka MDA srazmeran intenzitetu uočenom kod kobasica u vakuumu. Najverovatnije 

je dobra barijera premaza za gasove razlog ovako izrazenog zaštitnog delovanja. Sa druge 

strane, dobra barijera za gasove pretpostavlja formiranje kontinuirane prevlake, što bi bilo 

u suprotnosti sa hipotezom koja je izneta, da je razlog lošeg efekta premaza u očuvanju 

sadržaja vlage pojava napuklina u filmu. Ukoliko bi se pretpostavilo da zaštita od 

oksidacije koja je zapažena kod kobasica sa hitozanskim premazom, potiče od drugih 

mehanizama usporavanja (heliranje slobodnog gvožđa, hvatanje slobodnih radikala i 

inaktivacija enzima), za koje su zaslužni hitozan i EUK u filmu i onaj deo EUK koji je 

difundovao u masu kobasice, a imajući u vidu rezultate iz prethodnog eksperimenta, 

jedina preostala pretpostavka je da je aktivnost filma u ovom eksperimentu povezana sa 

prisutnim pčelinjim voskom. Iako je pokazao određeni doprinos u antioksidativnoj 

aktivnosti, ipak je njegov doprinos ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti skromnija od 

EUK. Na osnovu iznetog, nameće se da je verovatnije da je smanjeni sadržaj MDA u 

kobasici sa hitozanskim premazom posledica dobrih barijernih svojstava hitozanskog 
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biofilma za gasove, u kombinaciji sa efektom EUK, a da smanjeni sadržaj vlage u ovoj 

kobasici nije posledica napuklina u premazu, već nedovoljne postignute barijere za vlagu. 

Da bi se ovaj nedostatak uklonio, u literaturi je predloženo nekoliko modela: intenzivnije 

mešanje, veći sadržaj lipidne frakcije u premazu, tretiranje toplotom nakon nanošenja 

premaza, dodatak plastifikatora, optimizacija postupka nanošenja premaza (Tyburcy i 

Kozyra, 2010; Tyburcy i sar., 2010; Perez-Gago i Krochta, 2001, McHugh i Krochta, 

2004; Navarro-Tarazaga i sar., 2011). Najverovatniji razlog zašto je u drugoj godini došlo 

do slabijeg efekta zaštite kobasice od oksidacije je zato što je došlo do narušavanja 

kompaktnosti premaza, a efekat koji je uočen, najverovatnije potiče od antioksidativnog 

delovanja EUK. Moguće je da je došlo do izlaganje atmosferi sa većim sadržajem vlage, 

koja bi dovela do bubrenja i povećanja propustljivosti filma, manipulativnog oštećenja ili 

greške u nanošenju premaza koji nije potpuno prekrio kobasicu. U literaturi se, takođe, 

sreću kontradiktorni podaci o uticaju hitozanskog premaza na oksidativne promene u 

različitim vrstama hrane. U radovima Hammond (2004) i Chhabra (2004), hitozanski 

omotač nije uticao na oksidativne promene ribe som skladištene smrznute ili u uslovima 

frižidera, tokom 13 dana, kao ni ostriga skladištenih 15 dana na 4°C, dok je u većem broju 

radova efekat hitozanskog premaza bio izražen (Siripatravan i Noipa, 2012; Schreiber i 

sar., 2013; Jeon i sar., 2002; Xiufang i Baohua, 2008).         

Sadržaj zasićenih alifatičnih aldehida 

 

Sadržaj zasićenih alifatičnih aldehida u ispitivanim kobasicama prikazan je na 

Grafiku 37. Sadržaj na kraju postupka sušenja je približan sadržaju aldehida u kobasici u 

prvom eksperimentu sa EUO, a značajno niži (oko 6 puta) u odnosu na sadržaj ukupnih 

zasićenih aldehida u drugoj godini, sa EUK. Slično kao u prethodnom eksperimentu, 

između kobasice sa i bez dodate ASK, uočena je značajna razlika u sadržaju aldehida na 

kraju procesa sušenja (p<0.05). Takođe, trend promene sadržaja ukupnih aldehida tokom 

skladištenja u dve kontrolne kobasice je različit. Kod kontrolne kobasice, sadržaj aldehida 

raste do 30. dana skladištenja, a zatim opada, najverovatnije kao posledica destrukcije 

nastalih aldehida ili zbog reakcije aldehida sa razgradnim produktima proteolize (Andrés i 

sar., 2004, Qiu i sar., 2013). Kod kontrolne kobasice ASK, nakon 30 dana skladištenja, 

nema promene u sadržaju aldehida, a porast je zabeležen na kraju skladištenja od 150 

dana. Trend promene sadržaja aldehida je različit u odnosu na prethodni eksperiment sa 

premazom sa EUK, gde je kod kontrolne kobasice početni visok sadržaj aldehida ostao 

nepromenjen tokom skladištenja, a kod kontrolne kobasice SK visoka početna vrednost 

sadržaja aldehida se smanjivala tokom skladištenja. Sličnost se može uočiti sa trendom 

promene sume aldehida u prvom eksperimentu sa premazom sa EUO. Kod kontrolne 

kobasice sa hitozanskim premazom može se uočiti razlika u sadržaju ukupnih zasićenih 

aldehida, tokom čitavog perioda skladištenja (p<0.05). Naime, premazivanje kobasica 

zaštitnim hitozanskim premazom dovelo je do manjeg sadržaja ukupnih aldehida, tokom 

čitavog perioda skladištenja, koji nije prešao početnu vrednost na kraju sušenja. Rezultati 

su u skladu sa rezultatima prikazanim za sadržaj MDA, kao i sa prikazanim odnosom 
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NMK/ZMK. Sva tri parametra za praćenje oksidativnih promena u kontrolnoj kobasici 

ukazuju na to da je nanošenjem hitozanskog premaza sa EUK i pčelinjim voskom 

kobasica efikasno zaštićena od nepoželjnih oksidativnih promena tokom skladištenja od 6 

maseci.  

 

Grafik 37. Sadržaj ukupnih zasićenih alifatičnih aldehida (µg/kg) u Petrovačkoj kobasici tokom 

skladištenja, oznaka ASK stoji uz kobasicu sa autohtonom starter kulturom. Vertikalne linije označavaju 

standardnu devijaciju a različita slova a, b, c, d označavaju statistički značajno različite vrednosti 

(p<0.05). 

 

Kod kontrolne kobasice ASK i kobasice ASK sa hitozanskom premazom, nije 

zapažena razlika u sadržaju aldehida tokom perioda skladištenja. Moguće je da ovde nije 

uočen doprinos premaza zbog minimalne promene sadržaja aldehida tokom skladištenja 

kontrolne kobasice ASK tokom 6 meseci. Naime, na kraju sušenja je sadržaj aldehida bio 

(7.44 ± 0.12) mg/kg, a najveća vrednost sadržaja tokom skladištenja snimljena 180. dana 

skladištenja je bila (8.03 ± 0.10). Kada se sva tri ispitivana faktora oksidativnih promena 

uzmu u obzir, može se reći da je i kod kobasice ASK premaz na bazi hitozana, EUK i 

pčelinjeg voska doveo do zaštite od oksidativnih promena, u nešto manjoj meri nego kod 

kontrolne kobasice. Slično bi se moglo reći i za efekat premaza na bazi hitozana i EUO u 

prvom eksperimentu, dok efekat premaza na bazi hitozana i EUK u drugom eksperimentu 

nije dao jasan zaštitni efekat. Moguće je da je došlo do narušavanja integriteta 

hitozanskog filma, ili su oksidativne promene u kobasici već krenule intenzivno da se 

odvijaju (na osnovu  sadržaja ukupnih aldehida) na kraju sušenja, pa premaz nanet na 

kobasicu u kojoj su oksidativne promene već nastale nije uspeo da ispolji svoj efekat.  

Senzorska analiza profila mirisa i ukusa 

Senzorski profil mirisa i ukusa, važna ocena senzorskog kvaliteta za ispitivane 

kobasice je prikazan na Grafiku 38. Između kontrolne kobasice i kontrolne kobasice ASK 

nije bilo razlike u senzorskom profilu mirisa i ukusa, kako na kraju sušenja, tako ni tokom 
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čitavog perioda skladištenja (p>0.05). Numerički je kobasica bez dodate ASK bila nešto 

bolje ocenjena u svim tačkama, ali ova razlika nije bila statistički značajna. Ocena 

senzorskog profila mirisa i ukusa kontrolnih kobasica se kretala od oko 4.5 na kraju 

sušenja, između 4 i 4.5 nakon 30 dana skladištenja do između 2 i 2.5 na kraju perioda 

skladištenja od 180 dana. Hitozanski premaz je minimalno uticao na profil mirisa i ukusa 

ispitivanih kobasica. Numerički su ocene mirisa i ukusa za kobasice za premazom bile 

više, u obe ispitivane tačke, od ocena za odgovarajuće kontrolne kobasice, ali ni u jednom 

momentu ova razlika nije verifikovana kao statistički značajna (p>0.05). U prethodna dva 

eksperimenta je uticaj hitozanskog premaza na senzorski profil mirisa i ukusa bio 

uočljiviji. Naime, u prethodnom eksperimentu sa premazom sa EUK zaštitni uticaj 

premaza na senzorska svojstva je bio vidljiv nakon 60 dana skladištenja, a do 150. dana 

više nije.  

 

Grafik 38. Senzorska ocena mirisa i ukusa Petrovačke kobasice tokom skladištenja, oznaka ASK stoji uz 

kobasicu sa autohtonom starter kulturom. Vertikalne linije označavaju standardnu devijaciju a različita 

slova a, b, c, d, e označavaju statistički značajno različite vrednosti (p<0.05). 

 

Efikasnost uticaja premaza je prestala negde između ove dve tačke. U prvom 

eksperimentu je premaz sa EUO održao senzorsku ocenu na 4 do 150. dana skladištenja. 

Između prethodna dva eksperimenta se može povući paralela da hitozanski premaz 

pokazuje zaštitni efekat prema senzorskom profilu mirisa i ukusa do blizu 5 meseci 

skladištenja ili nešto kraće. Moguće je da u ovom eksperimentu, obzirom da su kontrolne 

tačke bile nakon 1 meseca i nakon 6 meseci skladištenja, efekat hitozanskog premaza nije 

uočen i da bi možda bio uočen da je postojala kontrolna tačka između dve navedene 

kontrolne tačke. 
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5. ZAKLJUČAK 

 

U okviru teze je prikazan razvoj aktivnog prirodnog jestivog premaza za primenu na 

proizvode od mesa u tipu fermentisanih suvih kobasica, nakon sušenja. Premaz je izrađen na 

bazi visokoviskoznog hitozana, a optimizovan dodatkom prirodnih aktivnih komponenti, 

etarskog ulja origana i kima, kao i pčelinjeg voska u cilju zaštite suve fermentisane kobasice 

od napoželjnih promena, kao što su: gubitak vlage, promena boje, oksidacija i senzorska 

degradacija. Na osnovu izvršenih istraživanja, obrađenih i prodiskutovanih rezultata mogu se 

izvesti sledeći zaključci: 

1. Od hitozana niskog, srednjeg i visokog viskoziteta moguće je formirati filmove koji su 

sjajni, prozirni, ujednačenih debljina, jaki, fleksibilni i šuškaju na dodir, bez vidljivih 

nedostataka, sa mirisom „na sirće“. Između filmova proizvedenih od hitozana 

različitih viskoziteta nije uočena vizuelna razlika. Tokom formiranja filma došlo je do 

promena u strukturi hitozana, pri čemu je hitozan iz nativnog oblika prešao u so, 

hitozonijum acetat. U strukturi filmova od hitozana različitih viskoziteta uočena je 

razlika koja upućuje na veći broj –CH2 veza u strukturi visokoviskoznog hitozana, kao 

i na veći broj intra i intermolekularnih vodoničnih veza. Poređenjem mehaničkih i 

barijernih svojstava za vodenu paru filmova na bazi hitozana različitog viskoziteta, sa i 

bez dodatka polietilenoksida, uočeno je da hitozan visokog viskoziteta daje filmove 

najboljih mehaničkih svojstava, dok po barijernim svojstvima filmovi sa dodatkom 

polietilenoksida imaju nešto bolja svojstva. 

 

2. Sa dodatkom etarskog ulja origana, kod hitozanskih filmova, kao i kolagen-hitozan 

laminiranih omotača miris na sirće je zamenjen slabo do srednje izraženim mirisom na 

origano. Sa dodatkom rastuće koncentracije ulja, debljina filmova raste linearno, dok 

debljina laminiranih omotača takođe raste, ali nešto nepravilnijim trendom. Sa 

dodatkom etarskog ulja origana, linearno se smanjuje zatezna jačina filmova, dok se 

zatezna jačina laminiranih omotača smanjuje nepravilnijim trendom i u manjoj meri. 

Promena izduženja pri kidanju za filmove sa uljem je minimalna, dok kod laminiranih 

omotača nije bilo promene ovog parametra. Rezultati ispitivanja fizičko-hemijskih 

svojstava filmova i laminiranih omotača sa etarskim uljem origana su pokazali da je 

dodatak ulja značajno uticao samo na smanjenje sposobnosti bubrenja biofilma, dok je 

sposobnost bubrenja laminiranog omotača ostala nepromenjena. Sadržaj vlage i 

rastvorljivost biofilmova, kao i laminiranih omotača se nisu promenili sa dodatkom 

ulja. Sa dodatkom etarskog ulja, došlo je do promene svih parametara boje biofilma. 

Ukupna razlika boje (ΔE) je postepeno rasla sa dodatkom veće koncentracije etarskog 

ulja origana. Ova promena je golim okom uočena kao smanjenje transparentnosti 

hitozanskog filma koji je postao mlečan, opalescentan, beličasto-žućkast. Ovakva 

promena boje filma je nepoželjna sa stanovišta upotrebe jer mutan, beličasto-žućkast 

film može uticati na promenu percepcije boje upakovanog proizvoda. Laminacijom 

kolagenog filma došlo je do promene vrednosti parametara boje, ali je ova promena 

daleko manje izražena nego u slučaju biofilmova. Promene boje izazvane laminacijom 

kolagenog omotača nisu detektovane golim okom. Sa dodatkom etarskog ulja nije 
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došlo do promene brzine propustljivosti vodene pare hitozanskih biofilmova, dok je 

kod laminiranih kolagenih omotača uočeno slabo smanjenje ove vrednosti. Filmovi i 

laminirani omotači sa i bez etarskog ulja su imali podjednake vrednosti propustljivosti 

za gasove. Struktura hitozanskog filma određena ATR-FTIR spektrometrijom je 

izmenjena dodatkom etarskog ulja pojavom novih pikova i promenom postojećih. Na 

SEM snimcima površine laminiranog omotača je uočeno da hitozanski sloj 

kontinualno prekriva površinu kolagenske baze, a uočene su i neravnine omotača, dok 

je na preseku uočena višeslojna struktura.  

 

3. Premaz na bazi hitozana sa 0.2% (v/v) etarkog ulja origana nije bio efikasan u zaštiti 

Petrovačke kobasice od gubitka vlage. Promena vrednosti pH u kobasici sa 

hitozanskim premazom je nešto brža i izraženija u odnosu na kontrolnu kobasicu. 

Kobasica sa hitozanskim premazom je imala veću vrednost svetloće površine i 

stabilniju boju preseka tokom skladištenja u odnosu na kontrolnu kobasicu. Odnos 

nezasićenih i zasićenih masnih kiselina tokom skladištenja se nije razlikovao između 

kontrolne i kobasice zaštićene slojem hitozana (p>0.05). Zaštitni premaz hitozana sa 

etarskim uljem origana je pokazao izraženi efekat u smanjenju intenziteta oksidacije 

lipida tokom svih 7 meseci skladištenja. Kobasica sa hitozanom i uljem je imala nizak 

sadržaj MDA i bila u zoni ispod granice užegnuća za fermentisane suve kobasice, za 

razliku od kontrolne kobasice. Takođe, na kraju perioda skladištenja, kobasica sa 

hitozanskim premazom je imala značajno niže vrednosti sadržaja ukupnih aldehida u 

odnosu na kontrolnu kobasicu. Prisustvo hitozanskog omotača sa etarskim uljem nije 

negativno uticalo na senzorsku ocenu Petrovačke kobasice, iako su panelisti primetili 

prisustvo stranog mirisa i ukusa na origano. Sa druge strane, hitozanski premaz sa 

etarskim uljem je imao izražen pozitivan uticaj na očuvanje senzorskih svojstava 

mirisa i ukusa Petrovačke kobasice tokom skladištenja do 150-og dana. 

 

4. Hitozanski biofilm sa 0.8% (v/v) etarskog ulja kima je beličasto-žućkast, mutan, slabo 

proziran, mek, sa mirisom na kim. U odnosu na film sa istim sadržajem etarskim uljem 

origana, film je kompaktniji, nema tragova ulja na površini. Boja laminiranog 

kolagenog omotača u odnosu na nelaminirani omotač je nešto tamnija, materijal je 

ravan, gladak, mek, sa blagim, prijatnim mirisom na kim. Na omotaču su uočeni 

vizuelni nedostaci: neravnomerna „prošaranost“ sjajnim i mat površinama, kao i beli 

kružni tragovi. U odnosu na film i laminirani omotač korišćen u prethodnom 

eksperimentu sa 0.2% etarskog ulja origana, dobijeni film i laminirani omotač sa 0.8% 

etarskog ulja kima je veće debljine, manje zatezne jačine (imajući u vidu zateznu 

jačinu biofilma), manje sposobnosti bubrenja i manje brzine propustljivosti vodene 

pare. Analizom strukture biofilma, uočena je pojava novog pika koji odgovara 

prisustvu aromatičnog prstena poreklom iz komponenata etarskog ulja kima. 

 

5. Primena više koncentracije ulja u hitozanskom premazu, iako je dovela do smanjenja 

brzine propustljivosti vodene pare kroz laminirane omotače, u primeni nije dovela do 

značajne promene smanjenja sadržaja vlage u kobasici. Za razliku od kobasice 

premazane zaštitnim slojem hitozana sa etarskim uljem origana, premazivanje 
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zaštitnog sloja hitozana sa uljem kima nije dovelo do promene u vrednostima pH 

kobasice sa i bez starter kulture tokom skladištenja. Poređenjem boje površina 

kobasica sa hitozanskim premazom sa etarskim uljem kima u odnosu na premaz sa 

uljem origana, uočen je izraženiji porast  svetloće površine i stabilnija boja površine 

kod premaza sa uljem kima. Analizom boje preseka kobasica sa zaštitnim premazom, 

uočeno je bolje očuvanje boje kod kobasice sa dodatom starter kulturom, dok je kod 

kobasice bez starter kulture došlo čak do izraženije promene boje u odnosu na 

kontrolnu kobasicu. Premaz sa etarskim uljem kima je usporio degradaciju nezasićenih 

masnih kiselina u Petrovačkoj kobasici tokom skladištenja. Efekat hitozanskog 

premaza sa etarskim uljem kima na odlaganje oksidacija lipida kobasice, mereno 

sadržajem MDA, je uočljiv samo kod kobasice sa starter kulturom i, ukoliko se 

uporedi sa efektom hitozanskog premaza sa etarskim uljem origana, njegovo dejstvo je 

manje izraženo. Premazivanjem kobasice bez starter kulture hitozanskim slojem sa 

uljem kima došlo je do značajnog sniženja sadržaja aldehida tokom čitavog perioda 

skladištenja (p<0.05). Ovaj rezultat je sličan rezultatu koji je postignut primenom 

hitozanskog premaza sa uljem origana, dok kod kobasice sa starter kulturom ovaj 

zaštitni efekat nije registrovan. Rezultati instrumentalnih ispitivanja su potvrđeni i 

senzorskom ocenom mirisa i ukusa. Kod kobasice bez dodate starter kulture hitozanski 

premaz nije doneo poboljšanje mirisa i ukusa tokom skladištenja, dok je tokom 

čitavog perioda skladištenja ocena za kobasicu sa starter kulturom sa premazom bila 

viša u odnosu na kontrolnu kobasicu. 

 

6. Povećanje koncentracije hitozana u filmogenom rastvoru sa 0.4% (w/v) na 0.8% (w/v) 

je dovelo do promene većine ispitivanih svojstava. Sva ispitivana mehanička svojstva, 

debljina, zatezna jačina i izduženje pri kidanju filma su, za istu masu filmogenog 

rastvora, bila veća kod filma sa većom koncentracijom hitozana (p<0.05). Na osnovu 

rezultata ispitivanja fizičko-hemijskih svojstva koja ukazuju na osetljivost analiziranih 

filmova na vlagu, u ispitivanom opsegu, koncentracija hitozana u filmogenom rastvoru 

ima značajnu ulogu u smanjenju osetljivosti filma na dejstvo vlage (p<0.05). 

Analiziranjem barijernih svojstava za gasove i vodenu paru, može se videti da je kod 

barijernih svojstava za gasove došlo do numeričke promene vrednosti, koja nije bila 

statistički značajna(p>0.05), dok je barijera za vodenu paru značajno poboljšana 

(p<0.05).  

 

7. Sa dodatkom rastuće koncentracije pčelinjeg voska, promenjen je izgled hitozanskog 

biofilma, kao i kolagen-hitozan laminiranog omotača. Sa dodatkom voska, debljina 

hitozanskih filmova i kolagen-hitozan laminiranih omotača linearno raste, a vrednosti 

zatezne jačine i izduženja pri kidanju opadaju. Sa porastom koncentracije voska u 

filmu, opada sadržaj vlage pri svim ispitivanim RH vrednostima. Najveća sposobnost 

bubrenja filma je snimljena u dejonizovanoj vodi, a najmanja u puferu pH 9. Razlike u 

sposobnosti bubrenja u zavisnosti od vrednosti pH su najizraženije za hitozanski film 

bez lipidne komponente, dok sa dodatkom etarskog ulja, a posebno sa dodatkom 

pčelinjeg voska vrednosti za sposobnost bubrenja u različitim puferima se izjednačuju. 

Sa dodatkom voska u film, sposobnost bubrenja u odnosu na film sa etarskim uljem 
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kima opada linearno, a u odnosu na hitozanski film bez ulja eksponencijalno. Slično 

kao kod bubrenja, dodatkom pčelinjeg voska došlo je do sniženja rastvorljivosti 

hitozanskog filma, ali je smanjenje rastvorljivosti manje izraženo. Kada je u film, 

odnosno sloj laminata, dodat pčelinji vosak, došlo je do sniženja brzine propustljivosti 

vodene pare. Dodatkom pčelinjeg voska u filmogenu emulziju, došlo je do povećanja 

propustljivosti za kiseonik i azot laminiranih kolagenih omotača, ali u uslovima 

eksperimenta ova promena nije bila statistički značajna. Između omotača sa različitom 

koncentracijom voska nije bilo razlike u propustljivosti za gasove. Varijacije vrednosti 

propustljivosti omotača za gasove su bile izuzetno visoke, što govori o 

neujednačenosti sloja laminata od kojeg ovo barijerno svojstvo zavisi. Sa povećanjem 

koncentracije voska u filmu svi karakteristični pikovi hitozanskog ATR-FTIR spektra 

se smanjuju, a novonastali pikovi koji vode poreklo iz voska postaju izraženiji. Ni kod 

jednog proizvedenog filma nije uočena razlika u spektru između gornje i donje 

površine filma. Poredeći rezultate dobijene za dodatak etarskih ulja kima i origana, 

može se reći da su oba ulja izuzetno doprinela antioksidativnoj aktivnosti hitozanskog 

filma. Za efikasnu formulaciju antioksidativnog omotača, koncentracija od 0.8% (w/v) 

etarskog ulja kima je dovoljna, dok je kod etarskog ulja origana moguće koristiti nižu 

koncentraciju. Uočena je i blaga antioksidativna aktivnost pčelinjeg voska. Poredeći 

rezultate antioksidativne aktivnosti filmova odmah nakon sušenja i nakon 30 dana 

stajanja ne uočava se značajna razlika (p>0.05). Analizom antimikrobne aktivnosti 

hitozanskog filma, sam hitozanski film je ispoljio značajno antimikrobno dejstvo u 

odnosu na bakterije E.coli i S.aureus, za razliku od S.Typhimurium i 

L.monocytogenes. Aktivnost hitozanskog filma prema E.coli zavisi od vremena 

inkubacije, dok je aktivnost prema S.aureus bila nezavisna od vremena inkubacije i 

puna aktivnost je ispoljena nakon 5 minuta. Etarska ulja origana i kima su se pokazala 

kao efikasni antimikrobni agensi. Dodatkom veće koncentracije voska u film dolazi do 

povećanja antimikrobne aktivnosti filma.  

 

8. Hitozanski premaz sa etarskim uljem kima i pčelinjim voskom nije imao efekta u 

očuvanju sadržaja vlage u kontrolnoj kobasici tokom skladištenja. Nanošenjem ovog 

premaza nije došlo do promene vrednosti pH niti boje preseka Petrovačke kobasice 

tokom skladištenja, dok je su svi parametri boje površine kobasice bili izmenjeni. Ova 

promena boje površine je bila i vizuelno uočljiva, tako da bi mogla uticati na 

prihvatljivost proizvoda od strane potrošača. Primena hitozanskog premaza sa uljem 

kima i pčelinjim voskom je minimalno doprinela očuvanju polinezasićenih masnih 

kiselina u kobasicama tokom skladištenja. Kod kobasice sa hitozanskim premazom je 

zaštitno svojstvo hitozanskog premaza od oksidacije dokazano u velikoj meri, kroz 

niži sadržaj MDA i niži sadržaj ukupnih aldehida. Hitozanski premaz je minimalno 

uticao na profil mirisa i ukusa ispitivanih kobasica tokom skladištenja.  

 

Generalno se može zaključiti da je cilj doktorske disertacije ispunjen jer je sintetisan 

aktivan jestivi premaz na bazi hitozana optimizovanih barijernih, fizičko-hemijskih, 

antioksidativnih i antimikrobnih svojstava. Sintetisani premaz ima manju brzinu 

propustljivosti vodene pare, uz očuvanu nisku propustljivost za gasove, smanjenu osetljivost 
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na delovanje vlage i izraženiju antimikrobnu i antioksidativnu aktivnost. Upkos 

optimizovanim barijernim svojstvima za vodenu paru, hitozanski premaz sa dodatkom 

etarskih ulja i/ili pčelinjeg voska nije imao efekta u očuvanju sadržaja vlage suve 

fermentisane kobasice tokom skladištenja. Ispitivani premazi su doprineli očuvanju boje 

preseka kobasice, ali ovaj efekat nije bio potpuno izražen kod svih tipova kobasice i svih 

premaza. Sva tri parametra za praćenje oksidativnih promena u kobasici ukazuju na to da je 

nanošenjem hitozanskog premaza sa etarskim uljem origana ili kima i pčelinjim voskom, 

kobasica efikasno zaštićena od nepoželjnih oksidativnih promena. Između eksperimenata se 

može povući paralela, da hitozanski premaz pokazuje zaštitni efekat prema senzorskom 

profilu mirisa i ukusa, do blizu 5 meseci skladištenja. Na ovom nivou razvoja premaza, on se 

može preporučiti kao pomoćan ambalažni materijal. 
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PRILOZI 

Prilog 1. 

 

Slika 47. ATR-FTIR spektri nativnih hitozana različitog viskoziteta 
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Slika 48. ATR-FTIR spektri nativnog hitozana niskog viskoziteta i biofilma formiranog rastvaranjem 

ovog hitozana u sirćetnoj kiselini 
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Slika 49. ATR-FTIR spektri nativnog hitozana srednjeg viskoziteta i biofilma formiranog rastvaranjem 

ovog hitozana u sirćetnoj kiselini 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

235 
 

 

Prilog 2. 

 

Slika 50. Hitozanski filmovi sa pčelinjim voskom bez EUK 
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Prilog 3. 

 

Slika 51. ATR-FTIR spektri gornje i donje površine filma sa 18 kg/m
3
 voska 

 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

237 
 

 

Slika 52. ATR-FTIR spektri gornje i donje površine filma sa 36 kg/m
3
 voska 
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Slika 53. ATR-FTIR spektri gornje i donje površine filma sa 54 kg/m
3
 voska 
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Slika 54. ATR-FTIR spektri gornje i donje površine filma sa 72 kg/m
3
 voska 
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Slika 55. ATR-FTIR spektri gornje i donje površine filma sa 90 kg/m
3
 voska 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Doktorska disertacija  Nevena Hromiš 

241 
 

Prilog 4.  

 

Slika 56. Rezultati uspostavljanja korelacije između ATR-FTIR spektara filmova sa voskom i 

koncentracije voska uz pomoć programa “TQ analyst” 
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Prilog 5.  

 

Grafik 39. Viabilnost ćelija E. coli, S. aureus i S. Typhimurium (log CFU/ml) u 3 mM fosfatnom puferu 

pH 7.2 tokom 24 h 

 

Grafik 40. Viabilnost ćelija L. monocytogenes  (log CFU/ml) u 3 mM fosfatnom puferu pH 7.2 tokom 24 h 
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Slika 57. Zone rasta E. coli za hitozanski film Slika 58. Zone rasta E. coli za film sa 0.8% EUK 

Slika 60. Odsustvo rasta E. coli sa filma i 

ploče za film sa 18 kg/m
3 
voska 

Slika 59. Odsustvo rasta E. coli sa filma i ploče za 

film sa 36 kg/m
3 
voska 

Slika 62. Odsustvo rasta E. coli sa filma i ploče 

za film sa 54 kg/m
3 
voska 

 

Slika 61. Zone rasta S. aureus za hitozanski film 
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Slika 64. Zone rasta S. Typhimurium za 

hitozanski film 

Slika 66. Odsustvo rasta  S. Typhimurium  sa 

filma i ploče za film sa 54 kg/m3 voska 
 

Slika 68. Odsustvo rasta S. Typhimurium  

sa filma sa 72 kg/m
3 
voska 

 

Slika 67. Odsustvo rasta  S. Typhimurium 

sa filma sa 90 kg/m
3 
voska 

 

Slika 63. Odsustvo rasta S. 

Typhimurium sa filma sa 18 kg/m
3 
voska 

Slika 65. Odsustvo rasta S. Typhimurium  sa 

filma sa 36 kg/m3 voska 
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