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Ispitivanje antimikrobnih osobina hitozana na rast Listeria monocytogenes u povréu
REZIME

Zadatak ove doktorske disertacije bio je da se utvrdi antimikrobna aktivnost
hitozana u formi omotaca i filmova na sojeve Listeria monocytogenes ATCC 19112 i
Listeria monocytogenes ATCC19115 u sveze se¢enom, minimalno preradenom povrcu.
Antimikrobna svojstva hitozana analizirana su u razli¢itim vrstama hrane kao $to su sveze
seCeno povrcée: kupus, Sargarepa i crna rotkva ali i majonez, koji se Cesto koristi za
pripremu salata sa povréem. Osim antimikrobne aktivnosti hitozana, ispitivan je uticaj
filmova hitozana na promenu pH vrednosti, sadrzaj rastvorljive suve materije i senzorne
karakteristike ispitivanog povr¢a.

U cilju realizacije postavljenih zadataka izradeni su razli¢iti modeli omotaca i
filmova sa hitozanom. Omotaci hitozana su pripremljeni sa mle¢nom ili siréetnom
kiselinom tako da je ukupna koncentracija hitozana u njima iznosila 0,25%; 0,5% ili 1%.
Filmovi hitozana su pripremljeni sa dodatkom Zzelatina tako da je u njima postignuta
kona¢na koncentracija od 0,5%; 1% 1 2% hitozana. U cilju poboljSanja antimikrobne
aktivnosti u filmove je dodato etarsko ulje mente ili timijana u koncentraciji od 0,1% i
0,2%. Odabir ovih ulja izvrSen je na osnovu rezultata ispitivanja antimikrobne aktivnosti
etarskih ulja koja su pokazala da etarska ulja timijana i mente imaju najefikasnije dejstvo na
testirane bakterijske sojeve.

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da testirani sojevi bakterija imaju razli¢itu
sposobnost prezivljavanja na ispitivanim vrstama povréa. Najveca inhibicija rasta
ispitivanih bakterijskih sojeva postignuta je kod crne rotkve i1 Sargarepe. Sam kupus ne
ispoljava inhibitorni efekat na rast ispitivanih bakterija, ve¢ znacajno doprinosi razvoju
ovih bakterija. Antimikrobna aktivnost omotaca hitozana zavisi od upotrebljene
koncentracije hitozana, vrste organske kiseline koja je upotrebljena kao rastvarac, kao 1 od
vrste povréa u kome se omotaci primenjuju. Najizrazenija inhibicija bakterijskih sojeva
postignuta je u crnoj rotkvi i Sargarepi, sa 1% omotacima hitozana koji su pripremljeni sa

sir¢etnom kiselinom.



Svi primenjeni filmovi hitozana ispoljili su odgovarajuéu aktivnost na ispitivane
bakterijske sojeve. Antimikrobna aktivnost filmova hitozana povecava se sa porastom
upotrebljene koncentracije hitozana, pri ¢emu 1% film hitozana ima izraZenije
antimikrobno dejstvo nego 0,5% film hitozana. Medutim, zapazeno je da 2% film hitozana
ima slabiju antimikrobnu aktivnost od 1% filma hitozana $to se moze objasniti veoma
visokim viskozitetom 2% filma hitozana. Osim toga, u svim primenjenim formulacijama
filmova hitozana, rezultati su pokazali da dodatak etarskog ulja timijana u koncentraciji od
0,2% znacajno poboljSava antimikrobnu aktivnost upotrebljenog filma i skracuje vreme
koje je potrebno za inhibiciju bakterija u povréu.

Osim izrazene antimikrobne aktivnosti, filmovi hitozana ispoljavaju znacajan uticaj
i na pH vrednost i sadrzaj rastvorljive suve materije skladistenog povrcéa. Najveca promena
pH vrednosti u povréu uocava se nakon prvih 24h skladistenja. Dobijene pH vrednosti u
povréu ne podlezu znacajnijim promenama tokom celog perioda skladistenja, Sto ukazuje
da primenjeni filmovi hitozana mogu doprineti o¢uvanju kvaliteta minimalno preradenog,
sveze seCenog povréa. Najizrazenije ukupno smanjenje pH, u odnosu na pocetnu vrednost,
zabelezeno je u prisustvu 0,5% filma hitozana, a iznosilo je 28,4% kod kupusa i Sargarepe,
odnosno 28,2% kod rotkve. Svi uzorci povréa koji su skladiSteni u prisustvu filmova
hitozana imali su veci sadrzaj Secera u odnosu na netretirano povrce. Ipak, nije uoc¢ena
znacajna razlika kod povréa koje je skladiSteno u prisustvu filmova sa razliCitim
koncentracijama hitozana.

Rezultati senzorne analize pokazuju da svi uzorci povréa koji su skladiSteni u
prisustvu 0,5% i 1% filmova hitozana, ispoljavaju pobolj$anje ukusa i mirisa, i bili su dobro
prihvaceni od strane ocenjivaca. NajveCe promene ukusa i mirisa, konstatovane su U
uzorcima povréa koji su skladiSteni u prisustvu filmova sa dodatkom etarskih ulja. Etarsko
ulje mente pozitivno se odrazava na senzorna svojstva povréa dok je etarsko ulje timijana,
bez obzira na upotrebljenu koncentraciju, bilo potpuno neprihvatljivo za potrosace.

Rezultati u okviru ove disertacije ukazuju na postojanje razlika izmedu ispitivanih
bakterijskih sojeva u osetljivosti prema hitozanu i razli¢itim vrstama antimikrobnih

supstanci iz povréa i etarskih ulja. Dobijeni rezultati mogu na¢i primenu u izradi



funkcionalne ambalaze za oCuvanje kvaliteta minimalno preradenog, sveze seCenog povrca

i salata.

Kljuéne redi: minimalno preradeno povrce, Listeria monocytogenes, antimikrobna svojstva
hitozana, omotaci i filmovi hitozana, etarska ulja.
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Testing of antimicrobial properties of chitosan on growth of Listeria monocytogenes in
vegetables

ABSTRACT

The objective of this doctoral thesis was to determine the antimicrobial activity of
chitosan in the form of coatings and films against the strains of Listeria monocytogenes
ATCC 19112 and Listeria monocytogenes ATCC 19115 in fresh-cut, minimally processed
vegetables. The antimicrobial properties of chitosan were analyzed in different types of
food such as fresh cut vegetables: cabbage, carrot and black radish and mayonnaise, which
Is often used to prepare the salad with vegetables. In addition to the antimicrobial activity
of chitosan, the influence of chitosan films on pH changes, content of soluble solids and
sensory properties of tested vegetables, have been investigated.

In order to realize of given tasks, different coatings and films with the chitosan were
made. Chitosan coatings were prepared with lactic or acetic acid, so that the total
concentrations of chitosan coatings have been 0.25%; 0.5% or 1%. Films of chitosan were
prepared with the addition of gelatin and final concentrations of chitosan have been 0.5%;
1% and 2%. In order to improve the antimicrobial activity of the films, essential oil of mint
or thyme in a concentration of 0.1% and 0.2% were added. The choice of these oils was
made on the basis of the antimicrobial activity of thyme and mint essential oils which have
been shown as the most effective against the tested bacterial strains.

The analysis of the results showed that the tested strains of bacteria have different
viability in the tested types of vegetables. The highest growth inhibition of tested bacterial
strains was achieved in the black radish and carrots. Cabbage alone does not exhibit an
inhibitory effect on growth of the bacteria, but also significantly contributes to the
development of these bacteria. Antimicrobial activity of chitosan coatings depends on the
concentration of chitosan used, type of organic acid which is used as a solvent, and the type
of vegetable in which the coatings were applied. The highest inhibition of growth of
bacterial strains was obtained with black radish and carrot, with 1% of chitosan coatings,
which have been prepared with acetic acid.

All applied films of chitosan exhibited the appropriate action on tested bacterial

strains. Antimicrobial activity of chitosan film increases with increasing concentrations of



applied chitosan, where 1% chitosan film has the highest antimicrobial activity compared to
0.5% chitosan film. However, it was observed that 2% chitosan film has lower
antimicrobial activity than 1% chitosan film, which can be explained by a very high
viscosity of 2% chitosan film. In addition, in all applied formulations of chitosan films,
results showed that the addition of thyme essential oils in a concentration of 0.2%
significantly improves the activity of the antimicrobial film and reduce the time required
for the inhibition of bacteria in vegetables.

Besides expressed antimicrobial activity, a chitosan film exerts a significant
influence on the pH value and content of soluble solids of stored vegetables. The biggest
change in the pH value of vegetables is observed after the first 24 hours of storage.
Realized pH values in vegetables are not subjected to significant changes during the entire
storage period, which indicates that the applied films of chitosan can contribute to
preserving the quality of minimally processed, fresh-cut vegetables. The most pronounced
reduction of pH, compared to the initial value, was observed in the presence of 0.5%
chitosan film, and amounted to 28.4% in cabbage and carrots, or 28.2% of radish. All
samples of vegetables that are stored in the presence of chitosan film had a higher sugar
content compared to untreated vegetables. However, there is no significant difference in
vegetables that has been stored in the presence of films with different concentrations of
chitosan.

The results of sensory analysis showed that all samples of vegetables that are stored
in the presence of 0.5% and 1% chitosan films, exhibit the improvement of taste and odour,
and were well accepted by panelist. The biggest change in taste and odor, were found in
samples of vegetables that are stored in the presence of films with the addition of essential
oils. The mint essential oil had a positive effect on the sensory properties of vegetables,
while the thyme essential oil, regardless on the used concentration, was totally unacceptable
to consumers.

Results from this thesis indicated out the differences between the tested bacterial
strains in susceptibility to different types of chitosan and antimicrobial substances of

vegetable and essential oils. The obtained results can be applied in the preparation of



functional packaging to preserve the quality of minimally processed, fresh-cut vegetables
and salads.

Key words: minimally processed vegetables, Listeria monocytogenes, antimicrobial

properties of chitosan, chitosan coatings and films, essential oils.
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1. UvOD

Sveze seCeno povrce predstavlja plodove povréa koji su oprani, oljusteni, iseceni 1
upakovani u odgovaraju¢u ambalazu. Ovakav proizvod je odmah spreman za upotrebu.
Zbog minimalne prerade, sveze seCeno povrée je veoma osetljivo na kontaminaciju
mikroorganizmima, enzimatsko potamnjivanje, promene teksture, gubitak ukusa i mirisa i
propadanje. Da bi se ove promene svele na minimum, sveze seceni proizvodi se ¢uvaju na
niskim temperaturama. Najces¢e se na domacem trziStu od sveze seCenog povréa moze naci
kupus i Sargarepa, pojedinacno ili u mesavini, uz dodatak radica, zelene salate ili praziluka.
U ovakvom obliku, povrée je dostupno potroSacima tokom cele godine usled cega je
prevaziden sezonski karakter snabdevanja potrosaca svezim povréem.

Povrée zbog svog nacina uzgoja moze biti kontaminirano razli¢itim
mikroorganizmima od kojih su za zdravstvenu ispravnost hrane svakako najznacajniji
patogeni mikroorganizmi kao uzrocnici razli¢itth oboljenja. Jedan od patogenih
mikroorganizama Kkoji se poslednjih godina Cesto povezuje sa svezim povréem i salatama
jeste Listeria monocytogenes. Konzumiranjem hrane koja je kontaminirana ovom
bakterijom kod ljudi nastaje oboljenje pod nazivom listerioza. Pored razli¢itih klinic¢kih
manifestacija, listerioza se karakteriSe i visokom stopom smrtnosti, koja kod osetljive
populacije moZe biti veéa 1 od 20%. Iz tih razloga ova patogena bakterija predstavlja
znacajan rizik za zdravlje potroSaca.

Listeria monocytogenes se moze naéi u sveze seCenom povréu kao posledica
kontaminacije povrca u toku njegovog uzgoja, losih higijensko sanitarnih uslova prilikom
prerade povréa, ili unakrsne kontaminacije u toku secenja, meSanja i pakovanja ovih
proizvoda. Niske temperature koje se primenjuju za ¢uvanje sveze se¢enog povrca nisu U
mogucnosti da spreCe razvie ove bakterije jer se ona karakteriSe sposobnoS¢u rasta na
temperaturi od 4 °C. Posto se sveze seCeno povrée konzumira pre svega u svezem obliku,
postoji i opravdan rizik od nastanka oboljenja izazvanih ovom patogenom bakterijom. Zbog
toga je zdravstvena bezbednost seCenog i minimalno preradenog povréa od bitnog znacaja
za javno zdravlje jer se u danasnje vreme konzumiranje povréa promovise Sirom sveta kao

jedna od nezamenljivih komponenata zdravog Zivota.



Da bi se sprecila pojava oboljenja izazvanih bakterijom Listeria monocytogenes,
jedna od pogodnih metoda za produzenje roka trajanja sveze secenog povrca i salata jeste i
pakovanje hrane i farmaceutskih proizvoda, zbog njihove mogucénosti da $tite proizvod od
kontaminacije, da u sebi nose aktivne komponente — enzime, antimikrobne i antioksidantne
agense, pojacivace ukusa i mirisa i da zadrze mehanicki integritet upakovanog sadrzaja. U
odnosu na konvencionalne nejestive polimere, imaju brojne prednosti, zbog njihove
biorazgradivosti i sve viSe nalaze prakticnu primenu u pakovanju hrane i produzenju njenog
roka trajanja, ali i u farmaceutskoj industriji i dr.

Jestivi i/ili biorazgradivi filmovi se mogu proizvesti od razli¢itih polimera ili
kombinacijom dva ili viSe polimera. Takvi filmovi mogu biti kompozitni ili laminatni,
dobijeni iz smeSe viSe polimera ili laminiranjem jednog polimera drugim. Prilikom
formiranja kompozitnih biofilmova najces¢e dolazi do interakcija protein-protein ili
protein-polisaharidi.

Veliki broj istraZivanja je posveéen formiranju filmova od razli¢itih proteina i
polisaharida i ocenjivanju svojstava dobijenih kompozitnih filmova. Jedan od perspektivnih

nacina za pakovanje hrane je upotreba filmova na bazi hitozana i Zelatina.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Znacaj voéa i povréa u ishrani

Voce i povrée predstavlja glavni izvor makro i mikro nutrijenata zbog Cega ima
znaCajnu ulogu u ljudskoj ishrani i zdravlju. Od makro nutrijenata, najznacajniji sastojci
voca 1 povréa su ugljeni hidrati 1 biljna vlakna, dok su od mikro nutrijenata najznacajniji
vitamini, minerali kao i polifenoli, karotenoidi i glukozinolati (Barrett et al. 2010). Od
vitamina, u voc¢u i povréu najvise su zastupljeni vitamin C, tiamin, niacin, piridoksin i folna
kiselina.

Poznato je da pored vitamina, voée i povrée moze biti veoma dobar izvor
magnezijuma, gvozda, kalijuma, kalcijuma, cinka i fosfora. Fitohemikalije iz voca i1 povréa
su jaki antioksidansi i mogu imati antikancerogeno dejstvo (Wargovich, 2000). Posto
antioksidantni kapacitet varira u zavisnosti od vrste voca i povr¢a, preporucuje se da se u
ishrani svakodnevno koriste raznovrsne vrste svezeg voca i povréa. USDA (2000) podstice
potroSace da konzumiraju najmanje dve porcije voca i bar tri porcije povréa dnevno. Pri
tom treba birati sveze voce i povrce, raznih boja i oblika a najpozeljnije je tamno zeleno,
lisnato povrce, narandzasto i crveno voce i povrce. Takode, treba napomenuti da se pojedini
sastojci iz svezeg voca 1 povréa mogu mnogo lakSe usvojiti 1 iskoristiti iz hrane nego iz
razli¢itih dodataka ishrani i dijetetskih proizvoda. Povecana potroSnja svezeg voca i povréa
bogatog karotenoidima pruza bolje zaStitno dejstvo na povecanu LDL oksidaciju, od
karotenoidnih dijetetskih suplemenata (Southon, 2000; Seifried et al., 2003). Visoka
potros$nja paradajza i proizvoda na bazi paradajza je povezana sa smanjenom pojavom raka
prostate. Prema podacima Giovannucci et al. (2002), glavni razlog za ovakav ucinak ima
likopen koji paradajzu daje crvenu boju. | Boileau et al. (2003), su uocili da upotreba
paradajz praha u ishrani znafajno uti¢e na smanjenje pojave raka kod pacova. Voce i
povrée koje se preporucuje da se svakodnevno konzumira je spana¢, narandzasto voce,
mango, Sargarepa, dinja, ananas, crveni grejpfrut itd.

Na osnovu brojnih nau¢nih podataka moze se tvrditi da adekvatan unos voca 1
povrcéa predstavlja vazan deo zdrave ishrane. Nedovoljan unos voca 1 povréa u ishrani

predstavlja faktor rizika za hroni¢ne bolesti kao §to su rak, koronarne bolesti srca, mozdani



udar i nastanak katarakte (Van Duyn i Pivonka, 2000). Nauc¢ni dokazi pokazuju da ucestalo
konzumiranje voéa i povréa moze spreciti oboljenja jednjaka, Zeluca, pankreasa, besike kao
i da ishrana bogata vo¢em i povréem moze spreciti 20% od vecine vrsta raka (Oguntibeju et
al., 2013).

Jedna od bitnih karakteristika voca i povréa koja proisti¢e iz njihovog hemijskog
sastava je niska energetska vrednost usled ¢ega se ovi plodovi Cesto srecu kao neizostavni
sastojak razli¢itih dijeta. Prema podacima Tohill et al. (2004), povec¢an unos voca i povréa
ima pozitivan efekat na smanjenje telesne tezine i prevenciju gojaznosti.

Najvecu biolosku i hranjivu vrednost ima sveze povrée, prvenstveno zbog izvora
vitamina, minerala i biljnih vlakana. Zbog toga potrosaci o¢ekuju da povrée koje kupuju
bude dobar izvor ovih sastojaka. NaZzalost, potrosaci ne mogu razlikovati da li plodovi
imaju visok ili nizak sadrzaj ovih vaznih sastojaka. Mnogi faktori uti¢u na sadrzaj
hranljivih sastojaka povréa, kao §to su uslovi i nadin gajenja, stepen zrelosti i uslovi
¢uvanja nakon berbe. Tokom ¢uvanja nastaju manje promene u dijetalnim vlaknima i
sadrzaju minerala ali je mnogo veéi gubitak vitamina. Pored toga, seCenje pri proizvodnji
minimalno preradenog povrca, utiCe na povecanu proizvodnju etilena Sto opet povecava
respiraciju 1 gubitak pojedinih vitamina. Jedan od vitamina koji se najbrze degradira je
vitamin C 1 ima podataka da je ovaj vitamin naroCito nestabilan u povréu kao §to je
asparagus (Saito et al., 2000) i dinje (Gil et al., 2006; Beaulieu i Lea, 2007)

Moze se re¢i da svakodnevna upotreba povrca u ishrani, narocito u sveZem stanju,
predstavlja zivotnu potrebu ¢oveka. Savremena nauka o ishrani smatra da je neophodno da
dnevni obrok ¢oveka obuhvata 400 - 500g raznovrsnog svezeg povrca.

Zbog toga Sto se neki sastojci u povréu razgraduju prilikom termickog tretmana,
preporucuje se da se povrée konzumira u svezem obliku i to najceS¢e u vidu svezih salata.
Salata se Koristi obi¢no uz obrok, ali moze biti i samostalni obrok. Salata poboljsava apetit i
dugo odrzava sitost zbog prisustva razli€itih biljnih vlakana. PoSto sadrzi veoma malo
kalorija pogodna je za gojazne osobe i dijetalnu ishranu.

Salata se moZe pripremiti kao jednostavna i meSana salata. Jednostavne salate se
pripremaju od jedne vrste povréa pri ¢emu se mogu koristiti listovi zelene salate, kupus,

krastavac, paradajz, rotkva, cvekla itd. MeSane salate predstavljaju kombinaciju ili



mesavinu viSe razli¢itih vrsta povréa. U pripremi meSanih salata mogu se dodati i razliciti
zaCini kao $to su jabukovo ili vinsko sirée, bosiljak, perSun, origano i so, pri ¢emu se
postize poboljSanje ukusa 1 mirisa ali i1 lekovitost salata. Prilikom pripreme meSanih salata,
treba Koristiti razliite vrste povréa koje svojim Sarenilom i raznobojnim spektrom
doprinose veéem gastronomskom uzivanju u hrani. Za pripremu meSanih salata mogu se
koristiti razli¢ite kombinacije kupusa, Sargarepe, praziluka, celera, rotkve, paradajza,
krastavca itd.

Posto je u ovom radu kao eksperimentalni materijal upotrebljen kupus, Sargarepa i
crna rotkva, u ovom delu bice predstavljene neke osnovne karakteristike i znacaj ovih vrsta
povr¢a u ishrani.

Rotkva (Raphanus sativus L.) pripada porodici Cruciferae i gaji se zbog svog
jestivog, mesnatog korena. Koren se moze konzumirati sirov, kuvan ili usoljen. To je
dvogodisnja biljka veli¢ine repe, sa crnom kozom i belim unutrasnjim delom. Potice iz
Srednje Azije, a smatra se da je jedna od najstarijih kultivisanih biljaka u svetu. Gajila se u
starom Egiptu jo§ 2700 godina p.n.e., a u Kini postoje podaci o njenom gajenju 400 godina
pre Hrista. Gajili su je Grei 1 Rimljani, a Sirenjem Rimskog carstva proSirila se u srednju
Evropu. Kod nas se viSe gaji u kontinentalnom podrucju, u kuénim bastama, a za trziste u
prigradskim porodi¢nim gazdinstvima.

U naSoj narodnoj kuhinji, rotkva se Cesto koristi kao zimska salata. Naribani, sveZzi
koren, zadinjen siréetom i uljem, ceni se kao lokalni specijalitet. Moze se koristiti kao
samostalna salata ili u kombinaciji sa drugim povréem i vo¢em kao $to su Sargarepa, kupus,
jabuka itd. Pikantan ukus i specifican miris rotkve potic¢e od etarskih ulja, kojih ima 11,5 do
24,5 mg/100 g jestivog dela, a ljutinu joj daje 4-metiltio-3-butenil izotiocianat koji ima
antimikrobnu i antimutagenu aktivnost (Strack et al., 1985; Caceres, 1987). Pored toga,
rotkva sadrZi sulforafen i rafanin, koji predstavljaju glavne sumporne komponente. Prema
literaturnim podacima, Singh i Singh (2013), sulforafen pokazuje izrazitu antimikrobnu
aktivnost protiv Streptococcus sp., Pneumococcus sp. i Escherichia coli. Rafanin ispoljava
veoma snaznu antibakterijsku aktivnost i efikasan je protiv gram pozitivnih i gram
negativnih mikroorganizama (Abdou, 1972). Osim toga rafanin je aktivan i protiv nekih

patogenih i truleznih bakterija kao $to su Listeria sp., Micrococcus sp., Enterococcus sp.,



Lactobacillus sp. i Pedicoccus sp. Neki autori smatraju da baktericidno dejstvo rotkve
poti¢e od prisutnih etarskih ulja i lizozima (Anonymous, 2012). Takode je dobro poznata i
antimikrobna aktivnost soka rotkve protiv bakterija Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis i
Escherichia coli (Watal et al., 2011). Alkoholni i vodeni ekstrakt rotkve takode pokazuju
antimikrobnu aktivnost protiv Streptococcus mutans i Candida albicans. VVodeni ekstrakt
cele biljke pokazuje antimikrobnu aktivnost protiv Sarcina lutea i Staphylococcus
epidermis (Caceres, 1987) dok vodeni ekstrakt liS¢a rotkve pokazuje zna¢ajnu antivirusnu
aktivnost protiv izazivaa gripa, a vodeni ekstrakt korena rotkve ima antimutagenu
aktivnost protiv Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100.

Priblizno, rotkva ima 3,4 % ugljenih hidrata, 0,68 % proteina, 0,1 % masti i 1,6 %
biljnih vlakana (Anonymous, 2009). Pored toga, rotkva je bogat izvor vaznih minerala kao
Sto su kalijum, kalcijum, gvozde, fosfor, sumpor i mangan ali sadrzi i tragove elemenata
kao $to su aluminijum, barijum, litijum, mangan, fluor i jod (Singh i Singh, 2013).

Zdravstvenu vrednost crne rotkve narod je prepoznao jo§ u davna vremena, pa
postoje mnogi domaci preparati za lecenje prehlada, kaslja, za poboljSanje izluc¢ivanja zuci 1
poboljSanje otpornosti organizma. Zbog ljutine, sok rotkve se, obicno, priprema s medom.

Narodna medicina crnu rotkvu najceS¢e preporucuje kao lek za disajne organe,
jetru, besiku i zu¢ (Singh i Singh, 2013). Poznato je da rotkva podsti¢e proizvodnju Zudi,
povecava protok u Zucnoj kesi, ispira i1 razlaze nagomilani kamenac u Zucnoj kesi

(Anonymous, 2012).

Blagotvorno deluje na probavne organe, otvara apetit, okrepljuje, podstice rad
disajnih organa 1 bronhija, le¢i oboljenje Zuci i Zu¢ne puteve, koristi se protiv pojave peska
1 kamenca u Zuci, bolesti bubrega, za izbacivanje kamena iz mokra¢ne beSike, leci katar
creva, proliv, skorbut, reumu, iSijas, promuklost, kasalj, opadanje kose, koristi se za

¢iS¢enje rana i kao diuretik (Ghayur i Gilani, 2007).

U ishrani se crna rotkva najce$¢e upotrebljava kao salata. Da bi sacuvala svoja

lekovita svojstva, ne treba je ni malo soliti. Osobe koje imaju problema sa bubrezima, kao i



oni sa ¢irom na zelucu ili dvanaestopala¢nom crevu, ne bi trebali da upotrebljavaju sok od

crne rotkve. Seme crne rotkve upotrebljava se za leCenje gljivi¢nih oboljenja koze.

T

Slika 1. Crna rotkva (Raphanus sativus var.niger)

Crna rotkva se preporucuje za ¢iS¢enja organizma od toksina, posebno jetre i zZeluca.
Zahvaljujuéi obilju nesvarljivih ugljenih hidrata, olakSava varenje, a tenost iz so¢nog
korena umiruje Citav digestivni sistem. ReguliSe rad urinarnog trakta i bubrega. Prisustvo
rafanina u crnoj rotkvi omogucéava odrzavanje ravnoteze hormona Stitne Zzlezde u
organizmu zbog ¢ega se ovo povrée u nekim zemljama koristi u prevenciji bolesti Stitne
zlezde (Anonymous, 2012).

Crna rotkva se pokazala kao veoma korisna u tretmanima za smanjenje telesne
tezine jer veoma lako 1 brzo pruza osecaj sitosti, a nema mnogo kalorija. Pored toga, sadrzi
vece koli¢ine tecnosti, koja dodatno ubrzava metabolizam.

MozZe se re¢i da se rotkva veoma Cesto predlaze i kao alternativa u lecenju oboljenja
kao Sto su rak, AIDS, poremecaj imuniteta itd (Singh i Singh, 2013), za prevenciju
kardiovaskularnih oboljenja i sprecavanje starenja organizma (Jin 1 Kyung, 2001).

Sargarepa (Daucus carota var. sativus) je dvogodisnja povrtarska biljka iz
porodice Apiaceae koja potice iz Mediterana. Po znacaju, spada medu najvaznije vrste
povréa, zajedno sa kupusom, lukom, paradajzom, paprikom, graskom, boranijom, zelenom
salatom i krastavcem.

U Srbiju je dospela iz Madarske, pa otuda i nosi naziv Sargarepa (madarski
Sargarepa — zuta repa). Gaji se zbog zadebljalog korena narandzaste boje, koji moZze biti
vretenast, cilindrian ili konusan, ¢ak i loptast, Sto zavisi od sorte i uslova gajenja.

Sargarepa je hranljivo i lekovito povrée, a pritom predstavlja veoma bogat izvor vitamina



A. U ishrani se koristi kao sveze, kuvano, suseno ili kiselo povrée, ¢esto 1 kao sirovina za
proizvodnju sokova.

Poznato je da se redovnim uzimanjem Sargarepe u ishrani moze spreciti pojava
mnogih oboljenja. Ona sadrZi osnovne sastojke potrebne za rast, razvoj i ja¢anje organizma,
¢uva i poboljsava vid, sprecava anemiju, gorusicu, poboljSava varenje, olakSava izlu¢ivanje
mokrace, sprecava opadanje kose, pomaze u leCenju reume, gihta, upale krajnika, bolesti
disajnih organa, rana i1 opekotina, proc¢iS¢ava krv i odstranjuje otrovne materije iz
organizma, otklanja umor od umnog rada i moZze bitno pojacati koncentraciju (Abdulaali,
2009). Prema nekim autorima, Sargarepa se moze koristiti za leCenje oboljenja digestivnog
trakta, Sec¢erne bolesti i raka (Mizrahi et al., 1997.)

Sargarepa priblizno sadrzi 86,5 % vode, 0,24 % masnoca, 9,58 % ugljenih hidrata,
0,93 % proteina i 2,8 % vlakana (Anonymous, 2009). Pored toga, Sargarepa je dobar izvor
minerala i to pre svega kalijuma, magnezijuma, fosfora i kalcijuma. Od vitamina sadrzi
znacajne koli¢ine vitamina A, C, B3 | Bg 80 g kuvane Sargarepe sadrzi vise od dva puta
ve¢u koli¢inu od preporu¢ene dnevne doze (RDA) vitamina A za odrasle osobe
(Anonymous, 2014).

Nutritivne karakteristike Sargarepe ogledaju se u bogatstvu vode, visokom sadrzaju
ugljenih hidrata i biljnih vlakana. Sargarepa se moze koristiti u ishrani u cilju uklanjanja
toksina iz organizma jer je veoma bogata kalijumom. Zbor visokog sadrzaja fosfora
omogucava normalno funkcionisanje mozga a zbog prisustva kalcijuma omogucava
formiranje snaznih kostiju i zuba. Visok sadrzaj vitamina B, naroCito vitamina B3 i Bg
omogucéava pravilan razvoj organizma i normalno funkcionisanje odbrambenog sistema u
cilju zastite od bolesti. Vece koli¢ine vitamina A 1 C obezbeduju zdravu kozu, brzo
zarastanje rana, izbacivanje toksina iz organizma i spreavanje starenja.

Prema nekim autorima Sargarepa i njeni ekstrakti mogu biti efikasni protiv razlicitih
mikroorganizama kao S$to su bakterije i gljive (Ahmed et al., 2005; Abdulaali, 2009).
Nekoliko autora isti¢e da antimikrobna aktivnost Sargarepe potic¢e od prisustva etarskih ulja.
Prema podacima Beniabdellah et al., (2012), etarska ulja Sargarepe imaju sposobnost da
inhibiraju rast Candida albicans, Bacilus cereus i L. monocytogenes, dok Misiaka et al.,

(2004), nalaze da etarska ulja Sargarepe mogu biti korisna u spreavanju rasta Alternaria



alternata. Noriega et al. (2010) su takode proucavali antimikrobnu aktivnost $argarepe na
L. monocytogenes na razli¢itim temperaturama. Prema ovim autorima antilisterijska
aktivnost Sargarepe zavisi od stanja kulture i1 pripreme Sargarepe. Odumiranje L.
monocytogenes je uoceno u mnogo krac¢em roku u soku Sargarepe nego u koluti¢ima
Sargarepe. Nguyen i Lund (1991), takode ukazuju da Sargarepa pokazuje letalni efekat na
razlicite predstavnike iz roda Listeria.

Kupus (Brassica oleracea var. capitata) je viSegodis$nja zeljasta biljka koja u toku
prve godine obrazuje glavicu, koju ¢ini skra¢eno stablo sa koga polazi veéi broj krupnih
mesnatih listova. Ovo povrée se odlikuje visokom bioloskom i malom kalorijskom
vredno$cu.

Kupus u proseku sadrzi: 90,3 % vode, 5,8 % ugljenih hidrata, 1,3 % proteina, 0,1 %
masti i 2,5 % dijetalnih vlakana. Od vitamina, najzastupljeniji je vitamin C i beta karoten
kao 1 minerali: kalijum, kalcijum, gvozde, magnezijum, fosfor i cink (Anonymous, 2009).
Male koli¢ine natrijuma i povoljan odnos kalcijuma i fosfora osiguravaju maksimalno
iskorisc¢enje kalcijuma u organizmu.

U ishrani, kupus se moze koristiti sveZ, kuvan ili ukiSeljen. U svezem stanju
najces¢e se konzumira u obliku jednostavnih ili meSanih salata. Jedna od najceSce
pripremanih salata je kupus salata (coleslaw) koja se priprema kao mesavina kupusa i
Sargarepe u odnosu 80:20 (Francis 1 O'Beirne, 2002) uz dodatak majoneza, senfa, sirceta,

soli 1 Secera.

Slika 2. Kupus (Brassica oleracea var. capitata)

Treba ista¢i da sok od svezeg kupusa moze biti koristan u leCenju razlicitih

oboljenja kao $to su Cir na Zelucu i dvanaestopalatnom crevu (Oguwike et al., 2014).



Detaljna klinic¢ka istrazivanja dala su dokaze da se svezim sirovim sokom belog kupusa te
bolesti mogu izleciti bez operacije. Sprovodenje tog prirodnog le¢enja je jednostavno; Uz
dijetalnu hranu (bez pecenog, przenog, bez svinjskog mesa i1 masti, siréeta, s veoma malo
soli, bez zaCina, alkohola, bez pusenja i dr.) daje se bolesniku, prema stanju bolesti, dnevno
do jednog litra svezeg iscedenog soka, koji se tokom dana pije u gutljajima. Posle 3 do 4
nedelje tano pridrzavane terapije u pravilu ¢e biti izleCen ¢ir na dvanaestopalacnom crevu i
¢ir na Zelucu.

Takode se redovnim konzumiranjem kupusa u organizam unose bitni sastojci koji
mogu obezbediti odbranu organizma od raznih bolesti. Zbog bogatstva celulozom i biljnim
vlaknima, kupus poboljsava probavu, deluje povoljno na zaceljivanje rana. Redovna
upotreba kupusa u ishrani moze posluziti kao preventiva u smanjenju pojave raka. Prema
podacima Larsson et al. (2006) jedna ili vise porcija kupusa nedeljno, smanjuje rizik od
raka prostate. Feskanich et al. (2000) preporucuju konzumiranje 5 ili viSe porcija povréa
(kupusa, brokolija, karfiola, rotkve) kao prevenciju nastanka raka pluca.

Sastojci koji imaju antikancerogenu aktivnost a koji poticu iz kupusa su flavonoidi i
druge fenolne komponente, indol i sulforafan (Murillo i Mehta, 2001). Indol i izotiocianati
mogu kod miSeva 1 pacova da inhibiraju razvice raka besike, pluca, debelog creva, jetre i
Zeluca (Hecht, 2000; Murillo i Mehta, 2001; Yang et al., 2010). Osim toga, kupus sprecava
skorbut, le¢i hroni¢ni zatvor, ja¢a odbrambeni mehanizam organizma, le¢i malokrvnost,
pluéne bolesti, proSirene vene, smanjuje holesterol i deluje antisepticno. Posebno su
delotvorne obloge od zagrejanih listova kupusa protiv glavobolje, isijasa, Cireva, upala,

opekotina, reume, uboda insekata, astme i bronhitisa (Pamplona—Roger, 1999).

2.2. Povrée kao izvor mikroorganizama

Bilo koje povrée da se upotrebljava za ishranu u vidu salata mora biti sveze, zdravo
i dobro oprano. Ranija istrazivanja su dokazala da povrée koje se koristi u ishrani moze biti
kontaminirano mikroorganizmima kada se navodnjava otpadnim vodama ili kada se za
dubrenje zemljista koristi stajnjak (Rosas et al., 1984). Zbog toga, samo povrée kao
sirovina za pripremu salata moze biti nosilac veceg broja patogenih mikroorganizama koji

kod ljudi mogu izazvati razlicite zdravstvene probleme.
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Otpadne vode koje sadrze i kanalizacione vode veoma dCesto se koriste za
navodnjavanje povrtarskih kultura, naro¢ito u zemljama koje imaju ograni¢ene vodne
resurse. Prema podacima Crous (2011), kontaminirana voda ukoliko se Kkoristi za
navodnjavanje useva, moZe biti povezana sa prisustvom velikog broja patogenih
mikroorganizama na povrsini plodova povréa.

Ispitivanjem kontaminacije razli¢itih povrtarskih kultura patogenim bakterijama iz
vode za navodnjavanje, Kljujev (2012), nalazi da bakterijski sojevi Pseudomonas
aeruginosa PA01, Pseudomonas aeruginosa DSM50071, E. coli PBA28, Herbaspirillum
frisingense GSF30BA28, Salmonella typhimurium LT2, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Salmonella typhimurium S1, Listeria monocytogenes EGD-E, Listeria
monocytogenes  SV4B,  Ochrobactrum  anthropi 1ADSM14396, Roseomonas
genomospecies 6CCUG33010, povrsinski i endofitno kolonizuju koren, stablo i list
ispitivanih biljnih vrsta. Pri tom je utvrdeno da L. monocytogenes EGD-E povrSinski i
endofitno moze kolonizovati koren Sargarepe, perSuna i celera. Od ostalih biljnih vrsta,
znacajan broj L. monocytogenes EGD-E je detektovan u povrsinskom sloju i unutra$njosti
korena kukuruza Secerca, kao i na povrSini korena zelene salate i spanaca. Kolonizacija
korena sa L. monocytogenes SV4B bila je najizraZenija kod zelene salate i spanaca.

Prema istrazivanjima Crous (2011), samo pranje povréa Cistom vodom moze da
smanji prisutan broj L. innocua na povrsini brokolija, dok ukoliko se za pranje koristi
hlorisana voda sa 200 ppm hlora, moguce je posti¢i smanjenje povrSinske kontaminacije
ve¢e od llog ciklusa. Isti autor istice da pranje povréa hlorisanom vodom i pakovanje u
modifikovaoj atmosferi (5% CO; i 5% O,) na temperaturi od 4°C moze smanjiti prisutan
broj L. monocytogenes, ali je za njeno potpuno uniStavanje neophodno primeniti neki
stroziji tretman (zagrevanje mikrotalasima, visoke temperature itd). PoSto se salate
konzumiraju u svezem stanju, to je svakako neprihvatljiv nain za smanjenje pocetne
kontaminacije povrca i postizanje odgovarajuéeg stepena bezbednosti potroSaca.

Efikasnost metode koja se koristi za pranje i dekontaminaciju svezeg povréa koje je
kontaminirano bakterijom L. monocytogenes je od presudnog znacaja za zdravstvenu
bezbednost potrosaca jer je ovaj mikroorganizam sposoban da se adaptira na stres koji

nastaje kao posledica delovanja povecane kiselosti, toplote ili osmotskog pritiska. 1z tih
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razloga, Svetska Zdravstvena Organizacija (WHO) preporucuje da voda koja se koristi za
pranje povréa mora imati viSu temperaturu, kako bi se sprefio prodor patogenih
mikroorganizama kod povrca (Dogbe, 2010). Tako na primer, ako se topli plodovi urone u
hladnu vodu, nastaje razlika pritisaka izmedu unutrasnjosti ploda 1 okolne vode, Sto
omogucava patogenim mikroorganizmima da prodru u unutrasnjost ploda i to najcesce u
delu oko peteljke (Bartz i Showalter, 1981; Rushing et al., 1996). Ukoliko dekontaminacija
povrcéa nije uspesno izvedena, L. monocytogenes moze da prezivi i raste na povréu na
niskim temperaturama, dostizu¢i nivo koji moze da izazove pojavu listerioze kod ljudi,
kada se takvo povrée konzumira u svezem obliku.

Prema literaturnim podacima moze se videti da je L. monocytogenes ¢est uzro¢nik
zagadenja povréa a samim tim i svezih salata ali je obi¢no prisutna u malom broju (< 100
CFU/g). Podaci o ponasanju ovog patogena u salatama i povréu ukazuju da pod normalnim
uslovima skladistenja (4°C za 7 dana) najceS¢e dolazi do porasta pocetnog broja
mikroorganizama za 1-2 log ciklusa (Lake et al., 2005). Povrée koje moze posluziti kao
dobra osnova za rast L. monocytogenes su: kupus, paradajz, cikorija, zelena salata,
asparagus, brokoli, karfiol i celer (Beuchat et al., 1986; Beuchat i Brackett, 1990; Beuchat i
Brackett, 1991; Aytac 1 Gorris, 1994). Sa druge strane, podaci o povréu koje moze
inhibirati rast ovog patogena su malobrojni. Medu njima najznacajniji su rendana Sargarepa
I mladice pasulja (Aytac i Gorris, 1994; Jacxsens et al., 1999).

Medu mikroorganizmima koji se najéeS¢e mogu preneti sa sveZih plodova povréa i
voca do ljudi pored L. monocytogenes, treba spomenuti i bakterijske vrste Escherichia coli
0157:H7, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica i
Salmonella sp. (Beuchat, 1998). Takode, enteropatogene bakterije su nadene na razli¢itim
plodovima povréa kao $to su zelena salata, paradajz i dinje (Nutt et al., 2003). Prema
podacima Froder et al. (2007), kao i Sher et al. (2010 a) minimalno preradeno povrée ima
veoma lo§ mikrobioloski kvalitet 1 moze biti prenosnik patogena kao S$to su L.
monocytogenes i Salmonella sp. Ispitivanjem prisustva mikroorganizama u minimalno
preradenoj zelenoj salati i paprici Biniam i Mogessie (2010), isticu da je vise od 97%
uzoraka zelene salate i 58% uzoraka paprike imalo viSe od 5 log CFU/g enteropatogenih

bakterija. Salmonella sp. je izolovana iz 10% uzoraka a Shigella sp. iz 30% uzoraka povr¢a.
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Zabrinjavajuc¢e je da sve izolovane Salmonella vrste i 97% Shigella vrsta iz povréa
pokazuju rezistenciju prema penicilinu.

Nekoliko epidemija kod ljudi je bilo povezano sa konzumiranjem svezih plodova
povréa. Prema podacima Centra za kontrolu i prevenciju bolesti, jedna od vecih epidemija
koja je izazvana bakterijom L. monocytogenes u toku 2011.godine u USA koja je imala 34
smrtna slucaja povezana je sa konzumiranjem svezih dinja (CDC). Prema podacima Deza
et al. (2003) jedna od ve¢ih epidemija salmoneloze bila je pripisana kontaminiranom
paradajzu.

Ispitivanje mi$ljenja potroSaca o moguénostima nastanka razlicitih oboljenja usled
konzumiranja svezeg povréa i voca, otkriva da je ¢ak 80,3 % ispitanika svesno i upoznato
sa rizicima po zdravlje koji mogu poticati od patogenih mikroorganizama (Dogbe, 2010).
Medutim, mali broj potrosaca i to samo 2,3 % je bilo upoznato sa rizikom od konzumiranja
salata kontaminiranih bakterijom L. monocytogenes. Ovi rezultati su u skladu sa onima
dobijenim ispitivanjem potroSaca u US gde je 32% ispitanika bilo svesno i upoznato sa
opasnostima koje nosi sa sobom hrana kontaminirana bakterijom L. monocytogenes (Lin et
al., 2005).

U mnogim zemljama je jasno pokazano prisustvo L. monocytogenes na razli¢itim
vrstama sirovog i1 minimalno preradenog povréa (Beuchat, 1996). Iz tih razloga,
prepoznavanje svezeg povréa kao prenosnika i izazivaca oboljenja kod ljudi nije novijeg
datuma. Medutim, podaci o epidemijama koje si izazvane konzumiranjem kontaminiranog
svezeg povrca i voc¢a, naro€ito u razvijenim zemljama su jako retki. Na primer, u toku
1996. godine, samo Sest od 200 registrovanih epidemija u Ujedinjenom Kraljevstvu je bilo
povezano sa konzumiranjem voca i povréa (PHLS, 1996).

Poslednjih godina, ucestalost epidemija izazvanih konzumiranjem sveZeg voca i
povréa belezi porast zahvaljujuéi promenjenim navikama u ishrani stanovniStva ali 1
povec¢anom uvozu hrane. lako su promene u nacinu Zivota dovele do povecane potrosnje
povréa i voca, prema rezultatima Dogbe (2010), ve¢ina potroSaca konzumira povrée kod
kuce. Ovo se moze pripisati ¢injenici da potroSaci zbog brojnih epidemija, smatraju da je

povrée pripremljeno kod kuce sigurnije od onog pripremljenog u restoranima.
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2.2.1. Sveze sefeno, minimalno preradeno voce i povrée

Sveze povrée u obliku salata je na naSoj trpezi dostupno od prole¢a do kasne jeseni.
Potro$nja svezeg povréa je povezana sa nekoliko razlicitih faktora kao $to su pol, starost,
obrazovanje, uslovi zivota i na¢in Zivota. Muskarci generalno troSe manje povréa od Zena
(Prattala et al., 2007) dok visi stepen obrazovanja uti¢e na vecu potro$nju povréa. Potrosaci
sa nizim socioekonomskim statusom konzumiraju manje koli¢ine i manje raznovrsno
povrée. Razlog ovome moze biti taj Sto potroSaci iz nizih socioekonomskih grupa imaju
ogranicen budzet.

Zahvaljujuci savremenim tehnologijama, sveze povrée se moze koristiti i zimi jer su
povecani zahtevi potroSaca za svezim povréem kao pogodnom hranom koja moze
obezbediti organizmu odgovarajuce hranljive 1 zastitne sastojke doveli do razvoja sektora
koji se bavi proizvodnjom se¢enog, minimalno preradenog povréa. Najveca proizvodnja i
potro$nja ove vrste prehrambenih proizvoda je skoncentrisana u Severnoj Americi sa SAD-
om kao liderom.

Sveze sefeni proizvodi od vocéa i povréa prvi put su se pojavili na trziStu Amerike,
cetrdesetih godina proslog veka. Najveca potros$nja ove kategorije hrane bila je vezana za
restorane brze hrane. U Evropi, sveze seCeno povrée pojavilo se osamdesetih godina
proslog veka i to prvo na trziStu Francuske, a kasnije se proSirilo i na druge evropske
zemlje kao $to su Svajcarska, ITtalija, Spanija, Velika Britanija i dr. (Martin-Belloso i
Soliva-Fortuny, 2011).

Prema King 1 Boling (1989), sveZe seceni proizvodi se definiSu kao bilo koje sveze
povrce ili voce, ili njihova kombinacija, koji su fizicki razliciti od svog originalnog oblika,
ali nisu podvrgniti procesu prerade primenom toplote ili hemijskih sredstava i ostaju u
svezem stanju. SveZe seceni proizvodi podrazumevaju oprano, oljusteno i iseeno voce i
povrée (Lindsay et al., 1999). Sveze seCeno povrée predstavlja svez proizvod koji je
minimalno preraden i odmah spreman za upotrebu.

Vecina potrosaca daje prednost sveze seCenim 1 minimalno preradenim plodovima
voca 1 povréa u poredenju sa konzervisanim ili smrznutim plodovima, ali tek posle celih,
svezih 1 nepreradenih plodova voca i povréa (Sonti, 2000). SveZe seCeni i minimalno

preradeni plodovi voca 1 povréa dobili su ve¢u popularnost na trzistu poslednjih nekoliko
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godina zbog sve uzurbanijeg Zivotnog stila koji je narocito prisutan u ve¢im gradovima.
Inace glavni potroSaci sveze seCenih proizvoda do tada bili su restorani i industrija brze
hrane (Watada et al., 1996).

Ispitivanjem misljenja potrosata o sveze secenim proizvodima od voca i povrca
Sonti (2000), istice da 30% anketiranih potrosaca daje prednost sveze secenim proizvodima
u odnosu na cele, nepreradene plodove voca i povréa pre svega zbog kradeg vremena
pripreme 1 pogodnih porcija za serviranje. Ispitivanjem potrosaca starosti od 18 do 55
godina, prema podacima Sonti (2000), vecina ispitanika koristi sveze secene proizvode bar
jedan put nedeljno. Ucestalost upotrebe sveze secenog voca i povréa je veca kod ispitanika
starosti 18 do 45 godina medutim, moze se uociti smanjenje ucestalosti upotrebe ovih
proizvoda kod ispitanika starijih od 46 godina. Takode, zenski pol vise voli da koristi ove
proizvode od muskaraca. Anketirani naj¢eSce koriste sveze secene jabuke, jagode i ananas a
od povréa kupus, brokoli, karfiol, celer, krastavac, zelenu salatu, spana¢, paradajz, dinje i
lubenice.

Minimalno preradeni, sveZe seceni proizvodi daju veoma pogodan proizvod koji je
odmah spreman za upotrebu ali je njegov rok trajanja bitno ogranien. Zbog toga je
odrzavanje kvaliteta ovih proizvoda jedan od izazova sa kojim se suoCava sektor koji se
bavi proizvodnjom minimalno preradene hrane.

Sveze se€eni proizvodi su lako kvarljivi iz jednostavnog razloga Sto im je uklonjena
pokozica (koja je sluzila kao prirodni zastitni sloj) sa njihove povrSine 1 jer su prilikom
ljustenja, usitnjavanja i rezanja bili izloZeni fizickom stresu. OStecenje tkiva izaziva
poveéanu respiraciju i proizvodnju etilena, kao i povecan gubitak u tezini (Watada et al.,
1996). Takode, razaranje Celijskog zida dovodi do neZeljenih enzimatskih reakcija, isticanja
¢elijskih sastojaka, gubitka vlaZnosti i kona¢no rezultuje kra¢im rokom trajanja (Baldwin et
al., 1996; Jiang i Joyce, 2002). Ukoliko nisu pod kontrolom, ove promene dovode do
starenja 1 propadanja proizvoda. Zato sveze seCene proizvode treba cuvati na
temperaturama koje su nize od onih koje se preporucuju za celo, nepreradeno voce 1 povrée
(Watada et al., 1996).

Na trziStu razvijenih zemalja najcesce se od voca moZe naci lubenica, dinja, ananas,

jagoda, grejpfrut, jabuka, kruska, breskva i nektarina a od povréa zelena salata, kupus,
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Sargarepa, crni luk, pecurke, brokoli, krompir, paradajz i bundeva (Martin-Belloso i Soliva-
Fortuny, 2011). Na domacem trziStu ovi proizvodi se mogu naci u bolje snabdevenim
trgovinskim centrima i pretezno obuhvataju usitnjene plodove povréa koji su hamenjeni za
pripremu salata. Medu njima najzastupljeniji su seCeni kupus, Sargarepa kao i njihove
mesavine, uz dodatak praziluka, radica, zelene salate, brokolija i karfiola.

Promene kvaliteta koje se javljaju kod sveze seCenog, minimalno preradenog povréa
mogu biti razli¢ite 1 zavise od stepena zrelosti, vrste, temperature, koncentracije kiseonika i
ugljendioksida kao i od pritiska vodene pare. Kod sveze seCenog kupusa najcesce dolazi do
potamnjivanja i porasta broja mikroorganizama (Watada i Qi, 1999). Kod zelene salate
dolazi do pojave potamnjivanja, rasta mikroorganizama (Watada i Qi, 1999) i visoke stope
respiracije usled ¢ega salata veoma brzo gubi svezinu (Watada et al., 1996). Paradajz secen
na kriske brzo propada i dobija oSteé¢enja od niskih temperatura (Hong i Gross, 2001) dok
kod secenih dinja dolazi do pojave providnosti tkiva, povecane stope respiracije i truljenja
pod dejstvom gljiva (Bai et al., 2001). Najbrojnije su promene kvaliteta kod seCene
Sargarepe 1 one obuhvataju formiranje beli¢astog, suvog sloja na povrSini oguljene
Sargarepe, smanjenje kvaliteta korena, gubitak ukusa usled povecane respiracije, formiranje
gorkog ukusa, i gubitak karotena (Ghaouth et al., 1991; Krochta et al., 1993; Avena-
Bustillos et al., 1994; Howard i Dewi, 1995; Chen et al., 1996; Cheah et al., 1997; Li i
Barth, 1998).

Mnogi potroSa¢i su sumnjiCavi prema upotrebljenim hemijskim sredstvima u
prehrambenim proizvodima, naro€ito ukoliko je re¢ o minimalno preradenim, sveZze
seCenim plodovima voca 1 povréa. Hemijski konzervansi koji mogu veoma uspeSno
inhibirati enzimatske reakcije potamnjivanja i ujedno ispoljavaju i antimikrobno dejstvo su
sulfiti, ali je njihova upotreba zabranjena zbog negativne reakcije potrosaca (Kim et al.,
1993; Baldwin et al., 1996). Prema nekim autorima, hemijski konzervansi uticu na ukus i
miris sveze seCenog voca (Rocha et al., 1998). Za spreCavanje propadanja minimalno
preradenih proizvoda 1 ocuvanje njihovog kvaliteta mogu se koristiti razlicite tehnike. One
pre svega obuhvataju rashladivanje, pakovanje u modifikovanoj atmosferi, pakovanje u

kontrolisanoj atmosferi i primenu jestivih omotaca.
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Najzastupljenija metoda u obezbedivanju kvaliteta i kontrolisanju propadanja sveze
seCenog, minimalno preradenog voca i povrca je rashladivanje na niskim temperaturama sa
visokom relativnom vlazno$¢u. Medutim, ova metoda moze izazvati oSte¢enje plodova
niskim temperaturama. PoSto je veoma teSko precizno kontrolisanje temperature u toku
skladiStenja, potrebni su drugi nacini Cuvanja plodova voca i povréa. Pakovanje u
modifikovanoj atmosferi kori§¢eno je da bi se produzio rok trajanja celih plodova nakon
berbe, smanjenjem stope respiracije 1 odlaganjem propadanja. Medutim, ovaj postupak
moze izazvati anaerobiozu i plodovi ne uspevaju pravilno da sazre (EI Ghaouth et al.,
1992). Istrazivaci su sproveli opsezna istrazivanja u cilju odredivanja optimalnih uslova
atmosfere za skladistenje celih svezih plodova, ali postoje ograniceni podaci o optimalnom

sastavu atmosfere za sveze seéene proizvode (Gunes et al., 2001).

2.3. Jestiva ambalaza

Jestiva ambalaza se pocela koristiti tridesetih godina XX veka, pre svega za
pakovanje citrus voca radi zaStite od isuSivanja. Tokom pedesetih godina poceo se koristiti 1
karnauba vosak za pakovanje svezeg voca i povréa. Jestiva ambalaza se moZe primenjivati
u obliku jestivih filmova i omotaca. Omotaci se formiraju na samoj hrani, tako $to se te¢ni
rastvori 1ili disperzije, upotrebom odgovarajuih metoda (rasprSivanje, premazivanje i
sli€éno) nanose direktno na povrSinu hrane i1 na njoj polimerizuju, stvaraju¢i prijanjajuci
omotad. Filmovi se formiraju odvojeno od hrane, naj¢es¢e u vidu folija, a sa hranom dolaze
u kontakt kao ve¢ formirani polimeri.

Polimeri koji se mogu koristiti za izradu filmova, prema poreklu i1 nacinu

proizvodnje se, mogu podeliti na (Popovi¢, 2013):

1. polimere ekstrahovane / izolovane direktno iz biomase,

2. polimere proizvedene klasi¢nim hemijskim sintezama od biomonomera i

3. polimere dobijene direkno iz prirodnih ili geneti¢ki modifikovanih organizama.

Polimeri ekstrahovani / izolovani direktno iz biomase su najvisSe eksploatisani.
Ovi polimeri se dobijaju od biljaka, morskih i domacih Zivotinja. Primeri su polisaharidi:
celuloza, skrob i hitin; i proteini: kazein i gluten. Ovi materijali imaju dobra barijerna

svojstva za gasove, ali su veoma hidrofilni (Popovi¢, 2013).

17



Polimeri proizvedeni klasi¢cnim hemijskim sintezama su takode mnogobrojni, jer
hemijske sinteze omogucavaju dobijanje veceg broja biopoliestara. Teorijski je moguce sve
dosadasnje polimerne materijale zameniti novim vrstama dobijenim od obnovljivih
monomera, ali je to pre svega pitanje ekonomske opravdanosti. Najpoznatiji biopolimer iz
ove grupe je polimle¢na kiselina (Popovié¢, 2013). Polimle¢na kiselina se moze formirati u
vidu folija, termoformiranih posuda ili rasprSivanjem ukomponovati u kombinovane
materijale.

Polimeri dobijeni direkno iz prirodnih ili geneticki modifikovanih organizama
obuhvataju polihidroksialkonoate i bakterijsku celulozu. Ovi polimeri se akumuliraju u
mnogim bakterijama kao izvori energije i rezerve ugljenika. Njihove osobine najvise zavise
od osobina monomera od kojih su izgradeni S$to omogucava Siroku lepezu razli¢itih
biopolimera koji se mogu sintetisati pomoc¢u mikrobioloskih fermentacija. Najces¢e je u
upotrebi derivat polihidroksibutirat (Popovi¢, 2013).

U cilju primene za dobijanje jestivih filmova, Cija je aplikacija mogucéa za
pakovanje prehrambenih proizvoda, u proizvodnji omotaca i kapsula u farmaceutskoj
industriji itd., najviSe proucavani biopolimeri su oni ekstrahovani direktno iz biomase.
Filmovi, koji se koriste u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, proizvode se od jestivih
polimera i prehrambenih aditiva, pa se mogu okarakterisati kao jestivi i biorazgradivi
polimeri. Pod biorazgradljivosc¢u filmova podrazumeva se da se oni potpuno degradiraju u
prisustvu mikroorganizama, u procesu kompostiranja, do ugljen-dioksida, vode, metana, i
jednog dela ostatka u vidu biomase (Anonymous, 1993).

Jestivi filmovi imaju niz sliénih osobina kao i sinteticki polimeri koji se koriste za
pakovanje hrane. Medutim, njihova prednost u odnosu na sinteticke materijale ogleda se
pre svega u tome Sto se jestivi filmovi mogu konzumirati zajedno sa hranom, ¢ime se
znaajno smanjuje pojava otpada i problem zagadenja Zivotne sredine i §to se mogu
proizvoditi iz obnovljivih izvora.

Kada se za proizvodnju filmova koriste proteini za humanu ishranu i prehrambeni
aditivi (npr. plastifikatori, kiseline ili baze, soli i enzimi), a usled termickog tretmana, pH
modifikacije, dodatka soli, enzimske modifikacije itd., dolazi samo do promene proteina i

gubitka vode, dobijeni filmovi spadaju u grupu jestivih (Krochta i De Mulder-Johnston,
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1997). Medutim, jestivost se gubi kada protein reaguje sa nejestivim hemikalijama, pre ili
za vreme formiranja filma (npr. hemijsko ugradivanje razli¢itih molekula), ili kada se
dodaju nejestive komponente u film. Najces¢e, ovi filmovi imaju ulogu ambalaznog
materijala, i pruzaju brojne prednosti u cilju oCuvanja kvaliteta sveze seCenih proizvoda, ali
samo u slucaju da se takvi proizvodi ¢uvaju na odgovarajucoj temperaturi, $to zavisi od
vrste proizvoda. Jestivi filmovi mogu delovati kao barijera za razmenu gasova (O, i CO,),
predstavljaju dobru barijeru prema vodenoj pari spreCavajuci upijanje ili otpustanje vlage,
kontrolisu rast mikroorganizama, ¢uvaju boju, teksturu i vlaznost proizvoda i na taj na¢in
mogu znacajno produziti rok trajanja sveze secenih proizvoda.

Pored barijernih osobina prema gasovima, jestivi filmovi moraju imati i odgovarajucée
mehanicke osobine koje su znacajne za njihovu primenu kao ambalaznog materijala.

Debljina filmova je vazna karakteristika koja direktno uti¢e na ostale osobine filma
(mehanicke, barijerne, bioloske), na potencijalnu primenu filma i odrzivost upakovanog
proizvoda. Efikasnost filma u cilju zastite upakovanog proizvoda pre svega zavisi od
kontrole rasipanja upakovanog proizvoda, $to je direktna posledica debljine filma (Skurtys
et al., 2010). Debljina filma ne sme prelaziti minimalnu i maksimalnu kriti¢nu vrednost,
kako film ne bi drasticno redukovao unutrasnju koncentraciju kiseonika ili povecao
koncentraciju CO,, kod anaerobne fermentacije upakovanog proizvoda.

Osim toga 1 mehanicke osobine filmova kao $to su zatezna jacina, izduZenje pri
kidanju idr. mogu biti veoma vazne pri karakterisanju i odabiru filmova (Nielsen i Landel,
1994).

Pored mehanickih 1 barijernih svojstava prema gasovima, aromama i vodenoj pari,
jestivi filmovi moraju predstavljati dobru barijeru za mikroorganizme kako bi se mogli
uspesno koristiti za ¢uvanje hrane (Krochta i De Mulder-Johnston 1997; Cha i Chinnan
2004). Jestivi filmovi, u kombinaciji sa antimikrobnim agensima predstavljaju vazan faktor
u kontroli rasta mikroorganizama na povrSini upakovanog proizvoda, obezbedujuci time
duzi rok trajanja i poboljsavajuc¢i mikrobiolosku sigurnost proizvoda (Padgett et al., 1998;
Kourwel et al., 2011).

Iz tih razloga se u jestive filmove mogu inkorporirati razliciti antimikrobni agensi

ali je jedan od bitnih uslova da oni budu neskodljivi za ljudsko zdravlje. Na prvom mestu,
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kao antimikrobni agensi mogu se primenjivati razliCite organske kiseline i njihove soli
(benzoeva kiselina, natrijum benzoat, sorbinska kiselina, kalijum sorbat, propionska,
mlecna i sir¢etna kiselina itd.) (Cuppett, 1994; Han, 2000). Prirodni antimikrobni agensi
mogu biti enzimi (Min et al., 2005; Glicbilmez et al., 2007), protein, peptidi i masne
kiseline (Hoffman et al., 2001), pigmenti, arome, etarska ulja i zacini (Oussalah et al.,
2004; Rojas-Grau et al., 2006). Od prirodnih antimikrobnih agenasa se oc¢ekuje da imaju
veliki potencijal za primenu kao antimikrobni aditivi u jestivim filmovima bez negativnih
efekata, koji prate hemijske konzervanse. Ipak, neophodno je detaljnije prouciti inhibitorni
nivo, antimikrobni spektar i njihovu toksi¢nost, u cilj obezbedivanja maksimalne
efikasnosti antimikrobnog filma.

Ispitivanjem miSljenja 611. potroSaca o jestivim filmovima, utvrdeno je da viSe od
93,5% odnosno 74,9 % ispitanika je od ranije konzumiralo plodove jabuka odnosno
krastavaca, koji su bili zasti¢eni nekim jestivim filmom (Sonti, 2000). Medutim, samo 54,6
% anketiranih je od ranije imalo neka saznanja o jestivim filmovima. Mali broj anketiranih
je imao osnovna znanja o jestivim filmovima, dok je vecina anketiranih znala samo to da
oni mogu obezbediti sjajan izgled povrSine plodova (jestivi vosak) ili mogu sprediti
dehidrataciju plodova. Manji broj anketiranih smatra da bi pre konzumiranja trebalo
ukloniti jestive filmove sa plodova. Takode, nekolicina anketiranih smatra da ne bi koristila
voce 1 povrée koje je tretirano zastitnim filmovima, ukoliko bi oni poticali od nekih
animalnih izvora. Oko 79,3 % anketiranih smatra da bi kupovalo sveze seceno voce i
povrée koje je zasti¢eno jestivim filmovima, ukoliko bi FDA prihvatila i odobrila ove
filmove.

Jestivi filmovi koji se koriste u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, proizvode
se od jestivih polimera i prehrambenih aditiva, pa pored biorazgradljivosti imaju i osobinu
jestivih polimera. Za izradu jestivih filmova, mogu se koristiti razli¢iti materijali kao §to su
lipidi (ulja 1 voskovi), proteini (kolagen 1 Zelatin, pSeni¢ni gluten, kukuruzni zein, proteini
soje, kikirikija i mleka), ugljeni hidrati — polisaharidi (celuloza, pektin, hitozan, skrob) itd.

Lipidi se duzi niz godina koriste kao zastitni omotaci, iako nemaju sposobnost da
grade koherentne samostalne filmove. Mogu da poboljSaju sjaj povrSine polimera i

barijerna svojstva prema vodi. Voskovi, kao Sto su karnauba vosak 1 parafin, i razne vrste
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lipida iz povréa koriste se u komercijalne svrhe jos od tridesetih godina XX veka, kao
omotaci svezeg voca i povréa. Filmovi na bazi voskova imaju najve¢i stepen otpornosti
prema migraciji vlage u odnosu na sve druge lipidne i nelipidne filmove. Filmovi na bazi
voskova, masti 1 ulja se veoma teSko primenjuju zbog svoje debljine i masne povrSine, a
mogu imati i izraZen ukus na mast.

Lipidne komponente koje se najcesce koriste za jestive omotace, prema US FDA su
acetilovani monogliceridi, ricinusovo ulje, masne Kkiseline (kaprinska, miristinska,
laurinska, oleinska, palmitinska i stearinska), mineralna ulja, ulje kikirikija, sojino ulje, ulje
repice, soli masnih kiselina, masti i loj dok se od voskova mogu upotrebljavati pcelinji
vosak i karnauba vosak koji su odobreni u US kao GRAS i koriste se u izradi guma za
zvakanje, tvrdih bombona 1 jestivih omotaca. Takode i1 parafinski vosak nalazi primenu u
izradi jestivih omotaca.

Proteini se, prema poreklu, mogu podeliti na proteine biljnog (gluten, zein, proteini
soje, graSka, kukuruza) i zivotinjskog porekla (kazein, kolagen, Zelatin, keratin). Proteini
obuhvataju razli¢ite polimerne materije koje omogucavaju strukturnu i biolosku aktivnost
biljkama 1 Zivotinjama. Za razliku od polisaharida, proteini se sastoje od aminokiselina,
povezanih peptidnim vezama. Medutim, zbog prisustva bocnih grupa vezanih za a-
ugljenikov atom, aminokiseline se medusobno povezuju, stvaraju¢i veliki broj proteina,
razli¢ite veli¢ine, strukture i funkcije. Veéina proteina se sastoji od oko 100 - 500
aminokiselinskih ostataka. Zavisno od redosleda aminokiselina i njihovog povezivanja,
formiraju se fibrilarni ili globularni molekuli, razli¢ite strukture i aktivnosti. Generalno,
hemijska reaktivnost proteina zavisi od aminokiselinskog sastava, broja slobodnih amino i
karboksilnih grupa i broja i vrste bo¢nih ostataka. Najreaktivniji bo¢ni ostaci su serinski,
hidroksiprolinski, treoninski, tirozinski, glutaminski, lizinski i argininski. Vi$i nivoi
uredenosti molekula proteina mogu biti naruSeni delovanjem razli€itih faktora (fizicki i
hemijski agensi, toplota, pritisak, zraenje itd.) (Cheftel et al., 1985).

Delovanjem spoljasnjih agenasa menja se konformacija proteina, interakcija i

aktivnost, $to se Cesto koristi kod produkcije biorazgradivih proteinskih filmova (Ou et al.,
2005).
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Najcesce se za izradu jestivih filmova u US koriste kukuruzni zein, pSeni¢ni gluten,
proteini soje, proteini Kkikirikija i proteini semena pamuka, od kojih su svi sem poslednjeg
odobreni kao GRAS. Keratin, kolagen, Zelatin, kazein i proteini surutke su sastojci jestivih
filmova koji poti¢u od animalnih izvora. Zbog svoje hidrofilnosti, proteinski filmovi imaju
ogranicenu otpornost prema migraciji vlage. Ovi filmovi takode imaju i veoma dobra
barijerna svojstva prema kiseoniku, pri niskoj relativnoj vlaznosti. Prema literaturnim
podacima moze se videti da sami proteinski filmovi poseduju antioksidativno delovanje, s
obzirom na prisustvo peptida sa antioksidativnim delovanjem (Giménez et al., 2009; Weng
et al.,, 2009). Zbog smanjene propustljivosti Kkiseonika i prisustva peptida sa
antioksidativnom aktivno$¢u, primenom ovih filmova se takode moze smanjiti i oksidacija
proizvoda (Cug et al., 1998).

Veliki broj proteina pobuduje paznju istrazivaca zbog svojih filmogenih osobina.
Sojini proteini (Kokoszka et al., 2010), proteini surutke (Wang et al., 2008; Zhang et al.,
2016), pSeni¢ni gluten (Lim et al., 2002), kukuruzni zein (Cheng et al., 2015), Zelatin
(Wang et al., 2009), kazein, proteini kikirikija, graska, so¢iva (Liu et al., 2004 a; Bamdad et
al., 2006; Kowalczyk i Baraniak, 2011), uspesno se koriste za proizvodnju polimera.

Polisaharidi su prirodni polimeri koji se koriste u proizvodnji hrane kao
emulgatori, sredstva za zgus$njavanje, zeliranje i stabilizaciju. Polisaharidi i njihovi derivati
imaju $iroku primenu u proizvodnji jestivih filmova. To su, pre svih, alginati, pektini,
hitozan, karagenan, skrob, hidrolizati skroba i derivati celuloze. Zbog hidrofilne prirode
ovih molekula, njihova primena je ograni¢ena jer imaju slaba barijerna svojstva prema
vodi. Ipak, u slucaju kada je neophodno odrzati vlaznost proizvoda, ovi filmovi
predstavljaju dobar izbor.

Zbog toga Sto je u eksperimentalnom delu rada koriS¢en hitozan i1 zelatin za
pripremu jestivih filmova u ovom delu bife predstavljene opSte karakteristike ovih

materijala.

2.3.1. Filmovi na bazi Zelatina

Zelatin je protein dobijen parcijalnom degradacijom kolagena i zahvaljujuéi §irokoj

rasprostranjenosti i biorazgradivosti pokazuje veliki potencijal kao sirovina za proizvodnju
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jestivih filmova. Razlikuju se dva tipa zelatina - A i B, u zavisnosti od toga da li priprema
ukljucuje ili ne kiseli ili alkalni predtretman, ¢ime se konvertuju asparaginski i glutaminski
ostaci u odgovarajuce kiseline, rezultujué¢i poveéanim viskozitetom (Zhao et al., 2008).
Kiseli predtretman (Zelatin tipa A) se primenjuje uglavnom za zelatin dobijen iz svinjeke
koze, a alkalni predtretman (Zelatin tipa B) kod Zelatina izolovanog iz kostiju Zivotinja.

Postupak dobijanja zelatina iz kolagena obuhvata dve faze:

1. termicku denaturaciju, na 40°C, Cime se raskidaju vodonic¢ne i elektrostaticke

veze, i

2. hidroliti¢ku razgradnju kovalentnih veza (Eastoe i Leach, 1977).

Zelatin se najéesc¢e dobija u vidu ljuspica svetlo Zute boje, bez ukusa i mirisa. Sadrzi
8-13% vlage. Kada se potopi u hladnu vodu, brzo bubri i povetava zapreminu.
Zagrevanjem se topi 1 daje bistre rastvore svetlozute boje. Rastvorljiv je u vodenim
rastvorima polihidroksilnih alkohola kao $to su glicerol i propilen glikol. Organski
rastvarai koji takode mogu posluziti za rastvaranje zelatina su sir¢etna kiselina i
trifluoroetanol. Ne rastvara se u polarnim organskim rastvaracima kao $to su benzen, aceton
1 primarni alkoholi (Finch 1 Jobling, 1977). Najznacajnija svojstva Zelatina su viskozitet i
Cvrstina gela. Viskoznost rastvora zelatina pored molekulske tezine zavisi 1 od
koncentracije Zelatina i1 temperature. Viskoznost se povecava sa povecanjem koncentracije
zelatina 1 sa smanjenjem temperature. Na visokim temperaturama dolazi do njegove
razgradnje.

Najznacajnija osobina Zelatina je sposobnost formiranja gela. Kada se vodeni
rastvor zelatina ohladi na temperaturu ispod 35°C, prvo se uo€ava povecanje viskoziteta a
zatim dolazi do formiranja gela. Cvrstina ili snaga gela zavise pre svega od koncentracije
zelatina ali i od pH vrednosti, temperature i prisustva drugih aditiva.

Pri proizvodnji i upotrebi Zelatina treba imati u vidu ¢injenicu da zelatin predstavlja
odli¢nu podlogu za razvoj mikroorganizama. Postoje predstavnici mikroorganizama koji
mogu da vrSe hidrolitic¢ku razgradnju Zelatina. Zbog toga prilikom proizvodnje Zelatina koji
je namenjen za prehrambenu industriju treba voditi racuna da 1g zelatina sadrzi manje od
3000 aerobnih bakterija, dok za Zelatin koji ¢e se koristiti u farmaceutskoj industriji ukupan

broj aerobnih bakterija po gramu nije veé¢i od 1000 (GMIA, 2012).
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Zelatin ima odli¢ne osobine neophodne za formiranje filmova. Pri tom, dobijeni
filmovi imaju veoma dobre mehanicke karakteristike. Treba istaci da je Zelatin jedinstven
medu hidrokoloidima po tome §to formira termo-reverzibilne filmove, sa tackom topljenja
bliskoj telesnoj temperaturi, $to je posebno znacajno kod proizvodnje jestivih i filmova za
farmaceutsku upotrebu (Achet i He, 1995). Istrazivanja govore o velikim moguénostima
proizvodnje zelatinskih jestivih filmova ali i kompozitnih filmova, kojima je jedna od
komponenti zelatin tipa A (Wang et al., 2009) ili Zelatin tipa B (Cao et al., 2009).

Kao omota¢ za kuvanu Sunku i Bolonjsku kobasicu, Gill (2000) je primenio
biorazgradivi film na bazi Zelatina koji sadrzi lizozim, nizin i EDTA, u cilju kontrole rasta
patogenih mikroorganizama. Antimikrobni film pokazao je baktericidno delovanje na Gram
pozitivne patogene: Brochothrix thermosphacta, Lactobacillus sakei, Leuconostoc
mesenteroides, L. monocytogenes i Salmonella typhimurium (Gill, 2000). Kompozitni film
na bazi proteina uljane repice i zelatina, koji sadrzi ekstrakt semena grozda pokazuje
uspesno inhibiraju¢e delovanje na rast patogenih bakterija E. coli i L. monocytogenes (Jang
et al., 2011a). Kalijum sorbat, inkorporiran u film na bazi proteina surutke, pokazao je
antimikrobno delovanje na Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger i Penicillium
roqueforti (Ozdermir, 1999). Rezultati Rodrigues i Han (2000) pokazali su da filmovi na
bazi proteina surutke, koji sadrze lizozim, nisin, EDTA ili propil-p-benzoevu kiselinu
ispoljavaju inhibitorni efekat, na rast L. monocytogenes, E. coli O157:H7, Brochothorix
thermosphacta, Staphylococcus aureus i Salmonella typhimirium. Osim toga, filmovi na
bazi proteina surutke u koje su inkorporirani razli¢iti antimikrobni agensi ispoljavaju
inhibitorni efekat na P. aeruginosa, L. monocytogenes, Y. lipolytica, P. roqueforti i P.
commune (Pintado et al., 2010).

Kristo et al. (2008) istrazivali su antimikrobnu efikasnost biorazgradivih filmova na
bazi natrijum kazeinata, sa nizinom, kao i natrijum ili kalijum laktatom. Rezultati ovih
autora su pokazali da filmovi na bazi natrijum kazeinata ispoljavaju izraZenu antimikrobnu

aktivnost na rast L. monocytogenes.
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2.3.2. Filmovi na bazi hitozana

Hitozan je najvazniji derivat hitina koji se dobija iz oklopa rakova, jastoga, Skoljki,
nekih vrsta gljiva i insekata (Slika 3). Najvazniji komercijalni izvori hitozana su morski
ljuskari i to pre svega rakovi.

Posto jestivo meso rakova ¢ini svega 15-20% njihove mase, ljustura kao nejestivi
ostatak, koja sadrzi znatne koli¢ine hitina zaostaje kao otpadni material prilikom

industrijske prerade morske hrane.
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Slika 3. Struktura (a) hitina i (b) hitozana

Oklop rakova sastoji se u proseku od 30-40% proteina, 30-50% kalcijum karbonata,
20-30% hitina 1 manje koli¢ine pigmenata lipidne prirode od kojih su najzastupljeniji
karotenoidi. U cilju ekstrakcije hitina iz ovog materijala, neophodno je da se prvo izvrsi
kiselinski tretman radi rastvaranja kalcijum karbonata, a zatim alkalna ekstrakcija radi
rastvaranja proteina. Na kraju se obavezno primenjuje i depigmentacija u cilju dobijanja
bezbojnog proizvoda (Acosta et al., 1993).

Hitozan se dobija iz hitina reakcijom N-deacetilacije, uz koris¢enje vodenog
rastvora alkalija, obi¢no natrijum-hidroksida. Trajanje reakcije je ograni¢eno razliitim
faktorima: koncentracijom alkalija, temperaturom, veli¢inom cestica hitina itd. Proces
deacetilovanja se najces¢e vodi dok N-deacetilovani hitin ne postane rastvoran u

razblazenoj sir¢etnoj, mravljoj ili itakonskoj kiselini. Na taj na€in se u hitozan uvode
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reaktivne amino grupe koje mu daju karakter katjonskog polielektrolita (pKa =~ 6,5), $to ga
izdvaja od vecine ostalih prirodnih polimera koji su najceS¢e neutralni (Caykara et al.,
2006). Reakcija deacetilacije pomocu koje se dobija hitozan, prikazana je na Slici 4.
Hitozan ima Cvrstu, kristalnu strukturu, usled obrazovanja inter- i intramolekulskih
vodoni¢nih veza. Kod hitozana mogu, u Sirokim granicama, da variraju stepen
deacetilovanja (40-98%) i molska masa (50.000-200.000 g/mol). Ova dva parametra znatno

uti¢u na fizicko-hemijska svojstva hitozana, a time 1 na njegovu primenu (Nesi¢, 2012).
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Slika 4. Dobijanje hitozana

Zahvaljuju¢i nizu povoljnih svojstava hitozan je posebno interesantan kao
biomaterijal jer je, pored prednosti koje ima kao prirodni polimer, pH osetljiv, moZe da
formira komplekse, lako se hemijski modifikuje i ima znatnu mukoadhezivnost, afinitet ka
proteinima i otpornost na hemijske proizvode i gljive (Kalagasidis Krusi¢, 2007).

Primarna jedinica hitozana je 2-amino-2-deoksi-D-glukoza koja je u molekulu
povezana (-(1-4) glukozidnim vezama pa je po molekulskoj struktura hitozan vrlo sli¢an
strukturi celuloze. Dobro se rastvara u razblaZenim rastvorima organskih Kkiselina,
ukljucujuéi mravlju, siréetnu, limunsku 1 itakonsku kiselinu (Ravi Kumar, 2000).

Hitozan pri pH< 6,5 daje viskozne rastvore. Nerastvorljiv je u vodi. U
protonovanom obliku poseduje veliku gustinu naelektrisanja i vrlo je efikasan u interakciji

sa negativno naelektrisanim biomolekulima i povrSinama. Termicka analiza je pokazala da
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ovaj polimer ne podnosi temperature iznad 100-120°C (Bihari-Varga et al., 1975), iako je

termicCka razgradnja posebno izrazena tek na temperaturi iznad 200°C.

2.3.2.1. Upotreba hitozana

Hitozan kao pirodni polisaharidni materijal pobuduje veliku paznju istrazivaca
naroCito zbog mogucénosti njegove primene u tekstilnoj industriji, prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji, medicini i tretmanu otpadnih voda.

U tekstilnoj industriji se razmatra upotreba hitozana za proizvodnju vlakana sa
ciljem upotrebe u netkanim i konvencionalnim tekstilnim materijalima. Hitozan pokazuje
izuzetna svojstva u odnosu na formiranje vlakana. U tom obliku se moze koristiti 1 kao
nose¢i materijal za pojedine aktivne materije. U preradi koze, hitozan se moze koristiti kao
sredstvo za intenziviranje nijanse kod primene razli¢itih klasa anjonskih boja na kozi (Joci¢
i Topalovi¢, 2004). U Japanu, vlakna hitozana se uspe$no koriste kao hirurski konac.

U prehrambenoj industriji hitozan nalazi Sirok spektar razli¢itih primena kao §to su
pre svega sprecavanje mikrobioloSkog kvarenja hrane, formiranje biorazgradljivih filmova,
emulgator za pripremu razli¢itih emulzija itd. Prema podacima Chatterjee et al. (2004) i
Rungsardthong (2006), hitozan se moZe uspesno koristiti 1 za bistrenje voénih sokova.
Pored efikasnog bistrenja, Abd i Niamah (2012), preporuc¢uju dodatak hitozana soku od
jabuka u cilju spreCavanja enzimatskog potamnjivanja, produzenog roka trajanja ovog
proizvoda 1 spreavanja razvoja bakterija, kvasaca 1 plesni. Spagna et al. (1996), su uocili
da hitozan pokazuje izraZen efekat prema polifenolnim jedinjenjima kao $to su katehin,
proantocijanidini i cimetna kiselina. Ova jedinjenja usled oksidativnih promena mogu
izazvati promenu svetlo zZute boje kod belih vina u tamnije, smede nijanse kao posledica
nakupljanja njihovih oksidativnih proizvoda. Dodavanjem hitozana soku od grejpfruta u
koncentraciji od 0,015 g/ml, Rwan i Wu (1996) su postigli smanjenje ukupnih kiselina za
oko 52,6 %. Prema podacima Kamyabi (2011), hitozan se moze uspesno koristiti za
ukljanjane masti, kalcijuma i fosfora iz surutke.

Takode, znacajna je 1 primena hitozana u izradi jestivih filmova koji se mogu

koristiti za zaStitu prehrambenih proizvoda. Jestivi filmovi pre svega su znacajni za zastitu
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svezih plodova voca i povréa kao i minimalno preradenih, sveze secenih plodova voca i
povrca. Salvador et al. (1999), su primenom filmova na bazi hitozana uspeli da produze rok
trajanja avokada na 24 dana pri temperaturi od 3-10°C odnosno na 6 dana pri temperaturi
od 27-29°C. Takode, krastavci, paprika babura, kivi, jagode i paradajz se mogu ¢uvati duzi
vremenski period nakon primene filma od hitozana (Shahidi et al., 1999).

| rezultati Jafarizadeh Malmiri et al. (2011), pokazuju da se omotaci na bazi
hitozana i glicerola mogu koristiti za smanjenje gubitaka u tezini, ¢vrstini, promeni boje i
ukupnom sadrzaju rastvorljive suve materije kod banana. Jestivi omotaci na bazi hitozana
mogu efikasno smanjiti potamnjivanje kod li¢ija (Zhang i Quantick, 1997). Takode ovi
omota¢i mogu smanjiti gubitke u tezini i promenama u koncentraciji ukupnih fenola,
flavonoida i1 antociana. Osim toga, omotaci na bazi hitozana mogu smanjiti aktivnost
polifenoloksidaza i poboljsati sposobnost skladiStenja voca.

Osim toga, ima podataka da hitozan moze delovati kao dijetetsko vlakno i usled
toga se moze koristiti kao funkcionalni sastojak hrane (Aranaz et al., 2009). Ovde treba
ista¢i njegovu upotrebu kao dodatka ishrani koji moze da vezuje masti, smanjuje koli¢inu
lipida u krvi i reguliSe telesnu tezinu (Sumiyoshi i Kimura, 2006; Liu et al., 2008). Zbog
toga je Ministarstvo zdravlja, rada i socijalne politike u Japanu odobrilo hitozan kao
funkcionalnu hranu (Han et al., 1999).

Kao aditiv za hranu, hitozan je odobren u Japanu od 1983.godine, a u Koreji od
1995.godine (Rupasinghe i Yu, 2012). Medutim, do sada nije dobio GRAS status od strane
FDA iako je odobren u Kanadi (Embuscado i Huber, 2009).

Zbog bioloskih osobina kao S§to su biorazgradljivost, biopkompatibilnost 1
netoksi¢nost, hitozan je veoma atraktivan za upotrebu u farmaciji 1 medicini. U
farmaceutskoj industriji, hitozan se koristi kao punilo u tabletama, kao nosa¢ za
kontrolisano oslobadanje lekova, za poboljSano rastvaranje lekova ili da maskira gorak
ukus kod lekova koji se uzimaju oralno (Shigemasa i Minami, 1995). Hitozan je ispitivan
kao materijal koji se koristi pri tabletiranju, za proizvodnju lekova sa kontrolisanim
oslobadanjem. U poredenju sa tradicionalnim pomo¢nim supstancama hitozan je pokazao
superiorne karakteristike i fleksibilnost pri upotrebi. Osim toga, u farmaceutskoj industriji,

hitozan se koristi za proizvodnju kontrolisanih sistema i implantanata za kontrolisanu
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isporuku hormona tokom duzeg vremenskog perioda (Illum, 1998). U poslednje vreme se
koristi i kao nosac polarnih lekova i za isporuku vakcina.

Pored toga, hitozan ima sposobnost da reguliSe fizioloSke funkcije organizma, da
sprecava proces starenja, povecava imunitet i pomaze u brzom oporavku ljudskog
organizma posle bolesti. Kao prirodno vlakno, ima izrazenu apsorpcionu sposobnost i
sposobnost upijanja vlage.

Hitozan pomaZze peristaltiku probavnog trakta, poboljSava probavu pa se moze
koristiti za prevenciju raka debelog creva. Na osnovu rezultata Hirano et al. (1990), nikakvi
nezeljeni simptomi nisu primecéeni kod eksperimentalnih zivotinja kojima je hitozan davan
oralno u dozama od 0,7-0,8 g/kg telesne tezine/dnevno, u toku 239 dana. Kod zeCeva je
svarljivost hitozana iznosila 39-79%, dok je kod nosilja i brojlera svarljivost ovog polimera
potpuna. Nikakvi neZeljeni simptomi nisu primeceni ni kod intravenske primene hitozana
niske molekulske mase u dozi od 4,5 mg/kg telesne tezine/dnevno, u toku 7 do 11 dana.
Onishi i Machida (1999) su ispitivali biorazgradljivost i distribuciju hitozana u telu miSeva
nakon intraperitonealne primene. Na osnovu dobijenih rezultata zakljuceno je da je hitozan
veoma biorazgradljiv, lako se izlu€uje iz organizma putem urina i ne akumulira se u telu.
Prema podacima Pangburn et al. (1982) hitozan moze biti degradiran in vivo pod uticajem
razli¢itth proteaza (lizozim, papain, pepsin). Biorazgradnjom hitozana oslobadaju se
netoksic¢ni oligosaharidi koji mogu biti ugradeni u toku metabolizma u glukoproteine ili se
izluCuju iz organizma. lako se hitozan delimi¢no razlaZze pod dejstvom gastrointestinalnih
enzima, prilikom oralnog uzimanja on se ne absorbuje u organizmu (Aranaz et al., 2009).
Ovi podaci ukazuju da hitozan moze biti upotrebljen kao nosa¢ lekova u sistemu isporuke
leka za oralnu i intravensku primenu.

Mogucénosti upotrebe hitozana u medicini su mnogobrojne (Dutta et al., 2004).
2.3.2.1.1. Cis¢enje organizma od toksina i §tetnih materija

Razvoj nauke i tehnologije doneo je ¢ovecanstvu mnogo prednosti i boljitaka ali
takode 1 dosta Stete. Na prvom mestu to je Steta od delovanja teSkih metala pod ¢ijim
uticajem moze doc¢i do nastanka razli¢itih oboljenja. Primer su trovanja kadmijumom, koja

izazivaju bolove u kostima ili trovanja Zivom koja dovode do oteklina. Savremena
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medicina joS nije razradila metode za leCenje ovih tegoba, ali je prepoznala sposobnost
hitozana da apsorbuje i odstranjuje teske metale iz organizma (Prajapati, 2008). Takode

hitozan moze upijati toksi¢ne materije, mineralna dubriva i hemijske boje.
2.3.2.1.2. Regulacija holesterola

Zbog svoje sposobnosti da vezuje masnoce, hitozan je upotrebljen kao dodatak
ishrani. Istrazivanja in vivo su pokazala znacajno smanjenje telesne tezine ili sadrzaja
lipida kod ljudi i zivotinja (Aranaz et al., 2009). Ishrana pacova sa dodatkom visoko
deacetilovanog hitozana, znacajno uti¢e na smanjenje holesterola i LDL holesterola a
poveéava nivo HDL holesterola u krvi (Liu et al., 2008). Prema nekim istrazivanjima,
hitozan je bezbedan i efikasan za snizavanje holesterola u krvi (Bokura i Kobayashi, 2003;
Shimizu, 2003; Prajapati, 2008).

Ispitivanjem Zena sa simptomima hiperholesterolemije koje su uzimale hitozan u
koli¢ini od 1,2g dnevno, Bokura i Kobayashi (2003), uo¢avaju da hitozan znacajno utice
na smanjenje holesterola u odnosu na placebo. U grupi ispitanika sa 60. godina starosti,
hitozan znacajno smanjuje ukupni i LDL holesterol a da pri tom, nikakvi nezeljeni efekti

nisu uoceni.
2.3.2.1.3. Regulacija krvnog pritiska

Hitozan kao dijetetsko vlakno sa pozitivnim naelektrisanjem moze da se veze sa
hlorom 1z kuhinjske soli koji je negativno naelektrisan 1 da se izlu¢i iz organizma. Na taj

nacin hitozan moze spreciti povecanje krvnog pritiska (Prajapati, 2008).
2.3.2.1.4. Ubrzavanje zarastanja rana i opekotina

Hitozan i njegovi derivati mogu ubrzati zarastanje rana, zaustavljaju krvarenje i
ublazavaju bol, ali mogu biti veoma pogodni materijali u inZenjerstvu tkiva ili se mogu
koristiti kao nevirusni vektori za prenos gena (Chunmeng et al., 2006). Minami (1997) je
takode ukazao na sposobnost hitozana u ubrzanom zarastanja rana na kozi i kostima kod
pacova i pasa. Primena hitozana u tretiranju opekotina moZe se pripisati njegovim brojnim
pogodnostima kao §to je na prvom mestu sposobnost filma da propusta kiseonik 1

apsorbuje vlagu (Shigemasa i Minami, 1995). Pored toga, hitozan podleze sporoj
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razgradnji pod dejstvom enzima lizozima, koji je prisutan u ranama kod opekotina. Na taj
nacin se smanjuje potreba periodi¢nog uklanjanja hitozana sa rana, $to znacajno moze
ubrzati oporavak ovih bolesnika.

Sposobnost hitozana da uti¢e na ubrzano zarastanje rana prema Ueno et al. (2001)
je rezultat sposobnosti hitozana da stimuliSe proizvodnju fibroblasta - najtipi¢nije Celije
vezivnog tkiva koja ima gradivnu ulogu u sintezi svih komponenti tkiva. Potencijalna
upotreba hitozana i njegovih oligomera u zarastanju rana i leCenju hroni¢nih crevnih
bolesti uocena je 1 od strane drugih autora (Minagawa et al., 2007; Deters et al., 2008).

Ispitivanje sposobnosti zavoja na bazi hitozan acetata da inaktivira bakterije in
vitro i in vivo u ranama kod miseva vrSeno je sa Gram-negativnim vrstama Pseudomonas
aeruginosa i Proteus mirabilis i Gram-pozitivnom vrstom Staphylococcus aureus
(Burkatovskaya et al., 2006). Hitozan je bio mnogo efikasniji od drugih tretmana u
smanjenju mikroorganizama u skladu sa svojim baktericidnim delovanjem in vitro. Na
osnovu podataka ovih autora moze se videti da hitozan acetat brzo uniStava bakterije u
ranama kod miSeva.

Hitozan pokazuje veoma dobre rezultate u inzenjerstvu tkiva (Wanyao Xia et al.,
2004) za izradu vestacke koze, hrskavica itd. Takode, zavoji sa hitozanom pokazuju veoma
dobar efekat na smanjenje krvarenja 1 poboljSavaju prezivljavanje nakon teSkih oStecenja
jetre kod svinja (Pusateri et al., 2003).

Veci broj nau¢nih radova ukazuje na moguénost primene hitozana za ubrzavanje
formiranja kostiju, spre¢avanje Sirenja ¢elija tumora, prevenciju dijabetesa i regeneraciju
vezivnog tkiva desni.

Antitumorno dejstvo hitozana i1 zaustavljanje rasta celija tumora objasnjava se
uglavnom stimuliSu¢im efektom imunog sistema (Kim 1 Rajapakse, 2005). U
eksperimentima in vitro i in vivo Jeon i Kim (2002) su otkrili da oligomeri hitozana
ispoljavaju antitumorno dejstvo. Studija obavljena koriS¢enjem laboratorijskih miSeva koji
su hranjeni niskomolekularnim hitozanom je pokazala da hitozan moZe znacajno zaustaviti
metastaze kod raka plu¢a. Delimi¢no deacetilovani hitin, isto kao 1 hitin sa karboksimetil

grupama je takode bio efikasan u spreavanju porasta tumora (Tsukada et al., 1990).
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2.3.2.1.5. Precis¢éavanje otpadnih voda

Upotreba hitozana nasla je primenu i u pre¢is¢avanju otpadnih voda (No i Meyers,
2000). Hemijska kontaminacija voda razliitim toksi¢nim produktima kao Sto su metali,
aromati¢ni molekuli ili boje predstavlja znacajan ekoloski problem. Upotreba hitozana u
cilju prec¢is¢avanja voda i uklanjanja zagadivaca moze biti od velikog interesa za o¢uvanje
zivotne sredine. Hitozan poseduje odli¢ne sorpcione karakteristike za uklanjanje metala 1
boja iz otpadnih voda zbog prisustva vise funkcionalnih grupa u svojoj strukturi (amino
grupe i hidroksilne grupe), i velike hemijske reaktivnosti ovig grupa (Nesi¢, 2012).

Hitozan je slaba baza (pKa ~ 6,5) pa je nerastvoran u vodi i organskim rastvaracima.
Medutim, u kiseloj sredini slobodne amino grupe su protonovane i polimer postaje potpuno
rastvorljiv pri pH nizem od 5. U kiselim rastvorima, hitozan se ponasa kao katjonski
polielektrolit, zahvaljuju¢i protonovanju amino grupa, pa je prema tome sposoban da stupi
u interakciju sa odgovaraju¢im anjonskim bojama. Amino grupe hitozana su sposobne da
stupe u interakciju sa karboksilnim ili sulfatnim grupama iz anjonskih azo boja, dok su
hidroksilne 1 estarske grupe hitozana zaSti¢ene solvatizovanom vodom, i na taj nacin
inaktiviane za interakciju. Afinitet hitozana prema azo bojama, raste sa povec¢anjem broja
aromati¢nih prstenova u strukturi boje, a opada sa povecanjem broja sulfonskih grupa u
boji. Na adsorpciju boja na hitozan, pored pH vrednosti, veliki uticaj ima i vreme kontakta
boje i hitozana (Jabbar et al., 2014).

2.3.2.2. Antimikrobna aktivnost hitozana

Antimikrobna aktivnost hitozana dobro je poznata od ranije i ispitivana je protiv
razli¢itih mikroorganizama kao $to su alge, kvasci, gljive 1 bakterije, pri ¢emu je hitozan
koriS¢en u razli¢itim oblicima (rastvori, filmovi i dr). U ranijim radovima, hitozan se
smatrao baktericidnim agensom. Noviji radovi karakterisu hitozan vise kao bakteriostati¢an
a ne baktericidan agens mada tatan mehanizam antimikrobnog delovanja nije potpuno
razjasnjen 1 moze zavisiti od veceg broja razli¢itih faktora (Raafat et al., 2008).

Do sada je predlozeno nekoliko razliCitih mehanizama delovanja hitozana na
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interakcija izmedu pozitivno naelektrisanog hitozana sa negativno naelektrisanim ostacima
na povrsini ¢elija gljiva i bakterija, Sto izaziva znacajne promene na povrsini ¢elije i menja
propustljivost ¢elijskog zida (Helander et al., 2001; Liu et al., 2004; Je i Kim, 2006). Ovo
izaziva isticanje unutarcelijskih sastojaka, kao Sto su elektroliti, proteini, amino kiseline,
glukoza i laktat dehidrogenaza. Kao rezultat toga, hitozan inhibira normalan metabolizam
mikroorganizama i kona¢no dovodi do smrti ¢elije. Prema rezultatima Li et al. (2008),
hitozan moze inhibirati rast Aspergillus niger. Hitozan u koncentraciji od 5,0 mg/ml
podstice isticanje proteinskih materija pri pH 4,8. Nasuprot tome, hitozan pri pH 7,6 i hitin
pri pH 4,8 ne uzrokuju isticanje ovih sastojaka, Sto ukazuje da je antigljivicna aktivnost
hitozana povezana sa polikatjonskom prirodom hitozana i direktno zavisi od pH vrednosti.
Isticanje nukleinskih kiselina i proteina iz Escherichia coli je uo¢eno u radu Hwang et al.
(1998). Transmisiona elektronska mikroskopija je otkrila da je spoljasnjost celijskog zida
E. coli bila znacajno iskrivljena i sprzena, a citoplazmaticna membrana je bila odvojena od
unutrasnjeg dela celijskog zida nakon tretmana sa hitozanom. Tsai i Su (1999) uocavaju
isticanje glukoze i laktat dehidrogenaze iz ¢elija E. coli pod uticajem hitozana, i sugeriSu da
je smrt Celija nastala kao rezultat interakcije izmedu hitozana i ¢elija E. coli i promena u
propustljivosti membrane. Neki autori navode da hitozan generalno ispoljava jaci efekat na
Gram pozitivne bakterije kao $to su L. monocytogenes, Bacillus megaterium, B. cereus, S.
aureus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus bulgaris i dr. nego
prema Gram negativnim bakterijama (E. coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella
typhymurium, Vibrio parahaemolyticus) (Jeon et al., 2001.; No et al., 2002; Coma et al.,
2003.; Dutta et al., 2009).

Drugi mehanizam delovanja hitozana na mikroorganizme podrazumeva da
pozitivno naelektrisani hitozan reaguje sa celijskom DNK nekih gljiva 1 bakterija, Sto
inhibira sintezu RNK i proteina (Hadwiger et al., 1986; Liu et al.,, 2001). Kod ovog
mehanizma delovanja, hitozan mora biti hidrolizovan do manje molekulske tezine da bi
mogao da prode kroz ¢eliju mikroorganizma. Rezultati Tokura et al. (1997), objasnjavaju
antimikrobnu aktivnost hitozana sa prosecnom molekulskom tezinom od 2200 i 9300, koji
imaju stepen deacetilovanja od 0,54 i 0,51. Uoceno je da hitozan sa molekulskom tezinom

od 9300 se nagomilava na Celijskom zidu i inhibira rast E. coli. Medutim hitozan sa
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molekulskom tezinom od 2200, koji prolazi kroz ¢elijski zid, ubrzava rast E. coli. Ovi
autori smatraju da je antimikrobno dejstvo hitozana povezano sa spreCavanjem prolaska
hranljivih materija kroz ¢elijsku membranu pre nego sa inhibicijom transkripcije sa DNK.

Jeihanipour et al. (2007) su ispitivali antimikrobnu aktivnost hitozana izolovanog iz
gljiva Rhizopus oryzae, u poredenju sa hitozanom koji je dobijen iz oklopa ljuskara. Ovi
autori su procenjivali uticaj koncentracije hitozana na Zivotnu aktivnost tri tipicna patogena
mikroorganizma i to E. coli, Klebsiella pneumoniae i S. aureus. Za sve ispitivane bakterije
koncentracija od 200 ppm hitozana iz gljiva je bila dovoljna da smanji broj zivotno
sposobnih bakterija za 60%. Ni jedna ziva ¢elija E. coli i K. pneumonia nije uoc¢ena kod
koncentracije gljiviénog hitozana od 1000ppm, dok je za potpuno uniStavanje S. aureus
bilo potrebno upotrebiti neSto manje koncentracije gljivicnog hitozana od 800ppm.
Medutim, minimalna baktericidna koncentracija hitozana od morskih ljuskara koja je mogla
da smanji pocetni broj ispitivanih bakterija bila je veca od 200 ppm. Na osnovu rezultata
ovih autora moze se videti da antimikrobne osobine gljivicnog hitozana se povecavaju sa
porastom upotrebljene koncentracije hitozana. Medutim, mnogo vece koncentracije
gljivicnog hitozana su potrebne za efikasno smanjenje broja bakterija, u poredenju sa
hitozanom od morskih ljuskara. Poredenjem minimalne baktericidne koncentracije
gljivicnog hitozana 1 onog dobijenog iz ljuStura, Jeihanipour et al. (2007) zakljucuju da je
antibakterijska aktivnost hitozana iz ljustura veca od aktivnosti gljivicnog hitozana. Pri tom
je minimalna baktericidna koncentracija gljivicnog hitozana za istu bakterijsku vrstu bila
najmanje dva puta veca od minimalne baktericidne koncentracije hitozana iz ljustura. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora koji pokazuju da hitozan iz ljustura
ispoljava snazniji baktericidni efekat na Gram pozitivne nego na Gram negativne bakterije
(Liu et al., 2004; Je i Kim, 2006; No et al., 2006).

Prema podacima Rhim et al. (2006), filmovi hitozana mogu imati antimikrobnu
aktivnost protiv S. aureus, E. coli i S. typhimurium. Takode neki autori ukazuju na to da
kompleksi hitozana i cinka mogu imati izuzetnu antimikrobnu aktivnost (Wang et al.,
2004). Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnost kompleksa hitozana i Zn na 11 razli¢itih
vrsta bakterija i gljiva, pokazuju da kompleksi ispoljavaju Sirok spektar antimikrobnih

aktivnosti, koje su 2 do 8 ili 4 do 16 puta vece od onih koje ispoljava sam hitozan ili cink-
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sulfat. Ispitivani kompleksi su pokazali bolju antibakterijsku nego antifungalnu aktivnost.
Prema podacima ovih autora, kompleksi hitozana i cinka su naro€ito aktivni protiv E. coli i
Corynebacterial sp. sa minimalnom inhibitornom koncentracijom od 0,000313 % (hitozan-
Zn wiv).

Devlieghere et al. (2004) su ispitivanjem filmova hitozana u cilju sprecavanja
propadanja minimalno preradenog voca i povréa (jagoda i zelene salate) dosli do slicnih
rezultata. Prema ovim autorima, film hitozana moze se koristiti kao antimikrobni agens u
sprecavanju rasta mikroorganizama na povrSini zelene salate 1 jagoda, medutim upotreba
filma hitozana kod zelene salate nije primenljiva jer dolazi do pojave gorkog ukusa salate.

Sa druge strane, negativan uticaj hitozana na promenu ukusa kod jagoda nije primecen.

2.3.2.3. Faktori koji uti¢u na antimikrobnu aktivnost hitozana

Stepen antimikrobnog dejstva hitozana zavisi od unutrasnjih i spoljasnjih faktora
kao $to su molekulska tezina, stepen deacetilovanja, pH, temperatura, viskozitet itd. Iz tih
razloga je neophodno dobro poznavati sve faktore za efikasnu primenu hitozana kao

antimikrobnog agensa.
2.3.2.3.1. Molekulska masa

Tanigawa et al. (1992) ukazuju da monomer hitozana (D-glukozamin hidrohlorid)
ne pokazuje nikakvu inhibiciju rasta razliCitih bakterijskih vrsta, dok je hitozan bio
efikasan. Rezultati ovih autora ukazuju da je antimikrobna aktivnost hitozana povezana ne
samo sa njegovom katjonskom prirodom ve¢ i sa duzinom njegovog lanca. Hirano 1 Nago
(1989), su ispitivali povezanost izmedu stepena polimerizacije hitozana 1 inhibicije rasta
nekoliko fitopatogenih mikroorganizama. KoriS¢ene su tri razli¢ite molekulske mase
hitozana i to: hitozan sa visokom molekulskom masom (molekulske mase 400000Da i
stepenom deacetilovanja = 0,95), nisko molekularni hitozan ¢ija molekulska masa i stepen
deacetilovanja nisu precizirani i oligomer hitozana ¢iji je stepen deacetilovanja od 2 do 8.

Najjaca inhibicija rasta je uoCena sa nisko molekularnim hitozanom, a najslabija je uocena

kod visoko molekularnog hitozana. Dobijeni rezultati su obrazloZeni poteSkoom visoko
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molekularnog hitozana da difunduje u agarni gel koji je sadrzao ispitivane mikroorganizme,
usled njegove velike viskoznosti.

Liu et al. (2006) su ispitivali antimikrobnu aktivnost hitozana sa razliitim
molekulskim teZinama i istim stepenom deacetilovanja protiv E. coli. Na osnovu njihovog
rada moze se zakljuciti da svi ispitivani uzorci hitozana imaju antimikrobnu aktivnost pri
koncentracijama ve¢im od 200 ppm. Medutim, antimikrobna aktivnost niskomolekularnog
hitozana bila je vec¢a nego ona kod visokomolekularnih uzoraka hitozana.

Shimojoh et al. (1996) takode isticu da je antimikrobna aktivnost usko povezana sa
molekulskom masom hitozana. Veci broj oralnih bakterija je bilo tretirano sa istim
koncentracijama hitozana razli¢ite molekulske mase. Hitozan sa molekulskom masom
220000 Da je bio najefikasniji, dok je hitozan sa molekulskom masom 10000 Da bio
najmanje efikasan. Dobijeni rezultati sugeriSu da antimikrobna aktivnost hitozana varira u
zavisnosti od vrste mikroorganizma.

Yalpani et al. (1992), izvestavaju da hitozan pokazuje veéu antimikrobnu aktivnost
protiv Bacillus circulans nego hito-oligosaharidi. Iz rezultata Shimojoh et al. (1996), i
Yalpani et al. (1992), moZe se zapaziti da odnos izmedu molekulske tezine i antimikrobne
aktivnosti hitozana moze biti zavisan od vrste ispitivanih mikroorganizama.

Osim toga, prema rezultatima Bof et al. (2015) molekulska tezina hitozana moze

znacajno uticati i na fizicko-hemijske osobine dobijenih filmova.
2.3.2.3.2. Stepen deacetilovanja

Nekoliko studija je pokazalo da bioloska aktivnost hitozana znacajno zavisi pored
molekulske mase i od stepena deacetilovanja. Neki autori navode da je antimikrobna
aktivnost hitozana veca §to je stepen acetilovanja manji (Tsai et al. 2004; Andres et al.
2007). Veci broj radova je proucavao dejstvo hitozana sa razli¢itim stepenom acetilovanja,
na rast gljiva (Aspergillus fumigatus, Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum,
Candida albicans), Gram pozitivnih bakterija (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes) ili Gram negativnih bakterija
(Escherichia coli, Samonella tiphymurium, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus

faecailis, Aeromonas hydrophila, Shigella dysenteriae, Vibrio parahaemolyticus). U svim
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slu¢ajevima antimikrobna aktivnost se povecava sa smanjenjem stepena acetilovanja (Tsai
et al., 2002; Andres et al., 2007; Hongpattarakere et al., 2008). Prema podacima Andres et
al. (2007), stepen acetilovanja je odlucujuéi za rastvorljivost i obrazovanje naelektrisanja,
gde se NH; i OH grupe u molekulu hitozana smatraju odlucuju¢im reaktivnim mestima.
Zato, kako se stepen acetilovanja smanjuje, bi¢e vise slobodnih amino grupa prisutnih u

hitozanu a njegov antimikrobni efekat ¢e biti veci.
2.3.2.3.3. pH vrednost

Antimikrobna aktivnost hitozana snazno zavisi od pH vrednosti. Prema podacima
Tsai 1 Su (1999), najveca antimikrobna aktivnost hitozana je uo€ena pri pH 5,0. Aktivnost
opada sa povecanjem pH, tako da hitozan ima veoma slabu antimikrobnu aktivnost pri pH
9,0. Proucavanjem antimikrobne aktivnosti hitozana Aider (2010) navodi da vrednosti pH
ispod 6,3 mogu znaCajno uticati na antibakterijsku aktivnost hitozana. Pri ovim pH
vrednostima, pozitivno naelektrisane amino grupe hitozana reaguju sa negativno
naelektrisanim membranama celija i dovode do isticanja celijskih sastojaka i inhibicije
bakterija.

Najcescée se za rastvaranje hitozana upotrebljavaju sircetna i mle¢na kiselina.

Siréetna kiselina je bezbojna tecnost, ostrog, kiselog ukusa koja se veoma cesto
upotrebljava u prehrambenoj industriji u cilju korekcije ukusa. Prednost ove kiseline je §to
je jeftina 1 nosi oznaku GRAS, usled ¢ega se moZe primenjivati kao odli¢an konzervans.
Istrazivanja su pokazala da siréetna kiselina smanjuje broj L. monocytogenes efikasnije od
bilo koje druge ispitivane kiseline (mle¢ne, limunske ili hlorovodoni¢ne) (Young i
Foegeding, 1993; Ita i Hutkins, 1991). Takode je primeceno da je sircetna kiselina
efikasnija od mleéne i limunske kiseline u kontroli E. coli 0157:H7 pri pH 4,7 na
temperaturi od 30 °C.

Mlecna kiselina je slaba organska kiselina. Nastaje u bioloSkim sistemima
redukcijom pirogrozdane kiseline. Predstavnici iz rodova Lactobacillus sp., Bacillus sp.,
Lactococcus sp., Enterococcus sp., Streptococcus sp., Pediococcus sp., Leuconostoc sp.
imaju sposobnost da proizvode vece koli¢ine ove kiseline. Mle¢na kiselina nalazi primenu

u prehrambenoj industriji.
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2.3.2.3.4. Temperatura

Ispitivanje stabilnosti i antimikrobne aktivnost hitozana molekulske tezine 2050 i
1110 kDa protiv L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis i E. coli
vr$eno je na temperaturama od 4 i 25°C u toku 15 nedelja (No et al., 2006). Rezultati ovih
autora pokazuju da antibakterijska aktivnost hitozana znacajno zavisi od molekulske mase
hitozana, temperature i vrste ispitivanih bakterija. Hitozan na temperaturi od 25°C poseduje
slabiju aktivnost u poredenju sa onom koju ispoljava na temperaturi od 4°C. Isti autori
uocavaju znacajno smanjenje viskoziteta 1% rastvora hitozana u siréetnoj 1 mle¢noj kiselini
sa povecanjem temperature i vremena skladistenja.

Osim toga, fizicke osobine filmova koji su dobijeni od termicki tretiranih rastvora
hitozana su vece u poredenju sa rastvorima hitozana koji nisu bili podvrgniti termi¢kom
tretmanu. To se moZe objasniti pove¢nim brojem naelektrisanih grupa (NH3' i OH™) na
povrsini hitozana (Bonilla et al.,, 2012; Thakhiew et al., 2013). Taj veliki broj
naelektrisanih grupa koji nastaje kao rezultat termiCkog tretmana hitozana, promovise
formiranje veceg broja interakcija unutar molekula koje dovode do povecanja zatezne
¢vrstoc¢e filmova (Benavides et al., 2012). Prema rezultatima Thakhiew et al. (2015),
zagrevanjem 1 homogenizacijom se moZe poboljSati zatezna jacina filmova hitozana u
rasponu od 19-57%, u poredenju sa kontrolom koja nije termicki tretirana.

Poslednjih godina, upotreba filmova hitozana u cilju spre¢avanja propadanja voca i
povréa koje je izazvano razvi¢em razli¢itih gljiva nakon berbe, privuklo je veliku paznju
istrazivaca, prvenstveno zbog velikog otpora potrosaca prema hrani koja moZze sadrzati
hemijske supstance za zaStitu biljaka ali 1 zbog povecanog broja patogena koji su postali
tolerantni na upotrebljene fungicide. Hitozan ima sposobnost da smanjuje in vitro rast
razli¢itih vrsta gljiva sa izuzetkom Zygomycetes (Shahidi et al., 1999).

El Ghaouth et al. (1992 a), su uocili antifungalnu aktivnost hitozana na jagodama
protiv Botrytis cinerea i Rhizopus stolonifer. Pri tom, ovi autori isticu da vecu efikasnost
imaju vece upotrebljene koncentracije hitozana.

Cuero et al. (1991), su uocili da N-karboksimetilhitozan smanjuje proizvodnju afla
toksina kod Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus za vise od 90% dok je rast samih

gljiva bio redukovan za 50%.
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2.3.3. Filmovi na bazi proteina i polisaharida

U cilju postizanja boljih mehanickih i barijernih osobina filmova, mogu se
kombinovati razli€iti materijali. Filmovi koji su dobijeni kombinovanjem polisaharida i
proteina nazivaju se kompozitni filmovi.

Kompozitni filmovi na bazi proteina i polisaharida mogu se pripremati od proteina i
pektina (Liu et al., 2007; Piazza et al., 2009), skroba (Jagannath et al., 2003; Al-Hassan et
al., 2012), hitozana (Fereirra et al., 2009; Jia et al., 2009; Di Pierro et al., 2007) i celuloze
(Yoo i Krochta, 2011). Izrada kompozitnih filmova na bazi proteina i polisaharida moze
biti narocito interesantna za istrazivace zato §to su svi sastojci filma prirodni, bezbedni,
zamenljivi 1 jeftini, a dobijeni filmovi imaju prihvatljive mahanicke osobine i
biorazgradivost.

Kompozitni film na bazi hitozana i ekstrakta iz semenki grejpfruta pokazuje
poboljsane mehanicke i barijerne karakteristike, u poredenju sa proteinskim filmom (Tan et
al., 2015), i moze se koristiti za spre¢avanje razvoja plesni na hlebu. Prema rezultatima
Zhang et al. (2015), dodatak vanilina moze znacajno poboljsati mehanicke karakteristike
kompozitnih filmova hitozana, u poredenju sa samim filmom hitozana. Kompozitni filmovi
pripremljeni od zeina i hitozana sa dodatkom fenolnih materija i dikarbonskih kiselina
takode pokazuju bolja mehanicka svojstva i barijerne karakteristike (Cheng et al., 2015).

U prisustvu hitozana, proteini surutke pokazuju filmogena svojstva u kiseloj sredini
i mogu na¢i primenu u pakovanju hrane (Fereirra et al., 2009). U cilju produzenja
odrzivosti Ricotta sira, Di Pierro i et al. (2010) su predlozili primenu kompozitnog filma
pripremljenog od hitozana 1 proteina surutke. Ovaj film je uspesno primenjen kao omotac

za sir, u periodu od 30 dana.

2.4. Listeria monocytogenes

Rod Listeria je prvobitno definisan kao monospecifican i sastojao se od jedne vrste
Listeria monocytogenes (McLauchlin, 1987). Ova bakterija je prvi put opisana od strane
Murray et al., (1926) pod imenom Bacterium monocytogenes, koja je otkrivena kao

uzro¢nik bolesti laboratorijskih Zivotinja. Paznju istraziva¢a skrenula je na sebe tek
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pocetkom osamdesetih godina proslog veka usled pojave masovnih oboljenja. Jedna od
vecih epidemija listerioze nastala je kao posledica konzumiranja kupus salate. Kupus koji je
upotrebljen za pripremu salate bio je kontaminiran ovom bakterijom, usled ¢ega je i uo¢eno
da je kontaminirana hrana glavni put prenosa ove bakterije iz okoline na ljude.

Danas je poznato da se rod Listeria sastoji od vrsta: Listeria monocytogenes,
Listeria ivanovii, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria grayi
(McLaughlin i Rees, 2009) i Cetiri nove vrste Listeria rocourtiae (Leclercq et al., 2010),
Listeria marthii (Graves et. al., 2010), Listeria fleischmannii (Bertsch et al., 2013), i

Listeria weihenstephanensis (Lang Halter et al., 2013).

Prema seroloskoj tipizaciji, do sada je identifikovano 13 razli¢itih serotipova
Listeria monocytogenes na osnovu razli¢ite kombinacije 13 O i 3 H antigena. Od ovih
serotipova, kao izazivaci listerioza kod ljudi, u 95 % slu€ajeva su zastupljeni 1/2 a, 1/2 b 1
4b serotip. Do sada poznati serotipovi u rodu Listeria su prikazani u Tabeli 1 (Hitchins,
1998).

Tabela 1. Razli¢iti serotipovi u rodu Listeria (Hitchins, 1998)

Listeria vrste | serotipovi
L.monocytogenes | 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c,
4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, "7"

L. ivanovii 5

L. innocua 4ab, 6a, 6b, Un®

L. welshimeri 6a, 6b

L. seeligeri 1/2b, 4c, 4d, 6b, Un

 Un, neodreden

Sliéno drugim patogenim mikroorganizmima, L. monocytogenes ima sposobnost da
proizvodi razli¢ite virulentne faktore koji oStecuju tkivo i na taj nacin omogucava ovom
organizmu da napadne krvotok i izazove oboljenje kod domacina. Patogenost u okviru roda
Listeria je ograniCena na dve vrste i to: L. monocytogenes i L. ivanovii. L. monocytogenes
je odgovorna za prakti¢no sve sluCajeve listerioza kod ljudi, dok L. ivanovii izaziva

listerioze kod Zivotinja.
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2.4.1. Morfoloske i fizioloSke karakteristike Listeria monocytogenes

L. monocytogenes je gram-pozitivna, fakultativno anaerobna, kratka Stapicasta
bakterija duzine 0,5 do 2um i pre¢nika 0,4 do 0,5um sa zaobljenim krajevima. Pojavljuje se
pojedinacno, ili u kratkim lancima, ne stvara kapsule ni spore. Ima peritrihalno rasporedene
flagele i pokazuje karakteristi¢nu pokretljivost i1 rast u vidu kiSobrana pri temperaturama
izmedu 20 i 25°C. Ova pojava nije zapazena na temperaturi od 37°C. L. monocytogenes je
katalaza pozitivna i oksidaza negativna bakterija. Ima sposobnost stvaranja beta-hemolize.
Zona beta - hemolize ponekad je veoma uzana i ne prelazi ivice kolonija, tako da se moze

uociti tek nakon njihovog uklanjanja.

Tabela 2. Biohemijske karakteristike L. monocytogenes

fakultativno anaerobna
zahtevaju relativno bogat medijum sa visokim procentom CO,
rastu na 35 °C
mobilnost ( na 20-25°C)
ne-proteoliticke bakterije
katalaza test (+)
oksidaza test (-)
ne produkuju hidrogen sulfid
stvaraju kiselinu iz glukoze
metil red reakcija (+)
Voges-Proskauer reakcija (+)
ne produkuju indol
toleriSu visok sadrzaj soli (10%0)
ne Koriste citrat
ureaza (-)
eskulin (+)
manitol (-)
p hemoliza (+)
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Slika 5. L. monocytogenes na krvnom agaru

Osim gore navedenih osobina L. monocytogenes, znacajne su i karakteristike
dobijene na osnovu biohemijskih testova, koje su naroito vazne za identifikaciju ove
bakterije. Biohemijske karakteristike L. monocytogenes su prikazane u Tabeli 2
(Allerberger, 2003).

2.4.2. 1zolovanje i identifikacija L. monocytogenes

L. monocytogenes raste sporo na uobicajenim bakterioloSkim podlogama i veoma je
delikatan mikroorganizam za izolovanje. Listeria sp. se iz uzoraka obi¢no ne izoluje
direktnim zasejavanjem na selektivne podloge, ve¢ prethodnim zasejavanjem u podloge za
selektivno obogacenje.

Uspesnost izolacije zavisi od sposobnosti metode da pomogne rast malog broja
¢elija L. monocytogenes, a u isto vreme da minimizira rast drugih mikroorganizama koji
mogu biti prisutni u hrani. Skoro sve metode za izolaciju L. monocytogenes iz hrane koriste
jednu ili obe karakteristike ove bakterije a to su: sposobnost Listeria da rastu na niskoj
temperaturi i da pokazuju otpornost na antibiotike. Kod hrane koja se ispituje na prisustvo
ovog organizma neophodno je da se prvo izvr$i nakupljanje ¢elija na 30-37°C u toku 24h u
selektivnom bujonu za nakupljanje. Takode su za izolaciju vazne selektivne i diferencijalne
¢vrste podloge koje sadrze odredene antimikrobne agense kao Sto su nalidiksinska kiselina,

akriflavin i cikloheksimidin na koje je L. monocytogenes otporna. Najéesée ¢vrste podloga
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za izolaciju ovog organizma su PALCAM agar, Oxford agar, modifikovani Oxford agar i
ALOA agar.

U sastavu Oxford agara ulazi gvozde amonijum citrat koji pomaze u diferenciranju
Listeria sp. Obzirom da sve Listeria vrste hidrolizuju eskulin, dodatak jona gvozda daje
reakciju crnjenja kolonija i okolnog medijuma u kulturi koja sadrzi eskulin-hidrolizujuce
bakterije i rezultuje u formiranju 6,7-dihidroksikumarina koji reaguje sa jonima gvozda.
Selektivnost se postize prisusutvom litijum hlorida u podlozi. Visoka tolerancija prema
NaCl se koristi da se primetno inhibira rast enterokoka. Selektivnost se pove¢ava dodatkom
razli¢itih antimikrobnih aganasa bazi. Inkorporacija ovih agenasa u Oxford bazu kompletno
inhibira gram negativne organizme i vec¢inu gram pozitivnih nakon 24 h od inkubacije.
Oxford baza sadrzi cikloheksamid, kolistin sulfat, akriflavin, cefotetan i fosfomicin.
Modifikovani Oxford medijum sadrzi moksalaktam i kolistin metan sulfonat ili kolistin
sulfat (Becton, 2003).

U slucaju PALCAM agara selektivnost se postize prisustvom litijum hlorida,
polimiksin B sulfata i akriflavina HCI, prisutnih u PALCAM bazi dok je u PALCAM
antimikrobnom dodatku prisutan cefrazidim. Diferenciranost u slu¢aju PALCAM baze se
postiZe hidrolizom eskulina i fermentacijom manitola. Sve Listeria vrste hidrolizuju eskulin
kojim se evidentira prisusutvo crnih zona oko bakterija. Na ovoj podlozi osim Listeria sp.
mogu rasti i enterokoke ili stafilokoke. Manitol i indikator fenol crveno se dodaju da bi se
diferencirali manirol fermentujuci sojevi enterokoka i stafilokoka od L. monocytogenes
vrsta koje ne fermentuju manitol. Fermentacija manitola se detektuje promenom boje

indikatora iz crvene u zutu oko kolonija, produkcijom kiselina (Becton, 2003).

Slika 6. L. monocytogénes na: a) Oxford agaru, b) ALOA agaru i
¢) PALCAM agaru
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ALOA agar (Agar Listeria acc. to Ottaviani & Agosti) omogucava diferencijaciju L.
monocytogenes ¢ak i u prisustvu drugih Listeria vrsta. Selektivnost podloge postize se
dodatkom litijum hlorida i selektivne antimikrobne meSavine koja sadrzi ceftazidim,
polimiksin B, nalidiksinsku kiselinu i cikloheksamid. Prisustvo glukozida u podlozi
omogucava detekciju enzima B-glukozidaze koji je uobicajen za sve Listeria vrste. Zbog
prisustva L-o -fosfatidilinozitola moze se detektovati i enzim fosfolipaza C koji je prisutan
kod L. monocytogenes. Zahvaljujuci ovakvoj formulaciji podloge, moguce je razlikovat i
kolonije Listeria sp. koje rastu na ALOA agaru sa zeleno plavom bojom, od kolonija L.
monocytogenes koje imaju zeleno plavu boju i okruzene su neprozirnom zonom. ALOA
agar je zbog ovakvih osobina preporu¢en od strane ISO 11290-1 Amd.1:2004 i ISO 11290-
2 Amd.1:2004 za detekciju i prebrojavanje L. monocytogenes u namirnicama i sto¢noj

hrani.

2.4.3. Rasprostranjenost L. monocytogenes

L. monocytogenes je Siroko raspostranjena u okolnoj sredini i moze biti izolovana iz
razli¢itih izvora. Njeno prvobitno staniSte je zemljiSte 1 vegetacija gde se nalazi kao
saprofit. Takode se moze naéi i u sto¢noj hrani, biljnom materijalu koji truli i vodi.
Istrazivanja ukazuju da 5-10% ljudi u populaciji mogu u svom intestinalnom traktu nositi
ovaj organizam bez bilo kakvih zdravstvenih tegoba. Neke vrste domacih 1 divljih Zivotinja,
kao i razne vrste ptica, riba i $koljki mogu biti nosioci ove bakterije. 1z ovih izvora, L.

monocytogenes veoma lako moze dospeti i u prehrambene proizvode.

Za razliku od drugih bakterijskih vrsta koje zahtevaju uzak temperaturni opseg za
rast, ova bakterija poseduje izuzetnu sposobnost prezivljavanja na niskim temperaturama
Sto joj dozvoljava razmnoZavanje u hrani koja se ¢uva u frizideru. Iz tih razloga, iako je
hrana propisno ¢uvana u frizideru, u njoj moze biti prisutan ovaj patogeni organizam. Kada
se radi o prehrambenim proizvodima, L. monocytogenes je naroCito prisutna u
nepasterizovanom mleku, mekim sirevima, sladoledu, sirovom povréu, fermentisanim
kobasicama od sirovog mesa, gotovim iseCenim proizvodima, piletini, dimljenoj ribi,

zamrznutoj morskoj hrani itd. Narocito veliki rizik za zdravlje potroSaca predstavlja sveze
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povrée i vocée, koje takode moze biti kontaminirano ovom bakterijom. NajceS¢e se L.
monocytogenes moze naéi u svezem kupusu, zelenoj salati, celeru, paradajzu, krastavcima,
krompiru, rotkvicama i drugom povréu (Popovi¢ i Niksi¢, 2007)

Treba naglasiti da ova bakterija ima sposobnost da se uspesno razvija i u vakuum
upakovanim i MAP proizvodima.

Za sve subjekte koji se bave preradom i proizvodnjom hrane, veoma bitno je da se u
cilju eliminisanja ove patogene bakterije iz fabrickog okruZenja, mora strogo primenjivati
HACCP procedura. U fabrickom okruzenju, L. monocytogenes se moze naci na zidovima,
podu, kanalizaciji, plafonu, opremi, hladenju. U objekte za preradu hrane, ova bakterija se
moze uneti preko odece i obuce radnika, zaprljanog sirovog materijala i poluproizvoda,
vazduha, glodara ili ptica. VaZan izvor kontaminacije su pre svega vlazne povrSine, vlaZzan
vazduh, kao i ostaci hrane na opremi. Jedan od izvora kontaminacije ovom patogenom
bakterijom mogu biti i biofilmovi.

Naroc¢ito veliki problem u Sirenju ovog patogena predstavlja postprocesna
kontaminacija i unakrsna kontaminacija proizvoda. Izvori unakrsne kontaminacije ovom
bakterijom su veoma kompleksni 1 mnogobrojni i mogu poticati iz razli€itih izvora kao §to
su rukavice i cipele radnika koji se bave preradom hrane, sve vrste opreme i radnih
povrsina, ukljuc¢ujuc¢i ¢ak 1 povrSine od nerdajuceg celika. Kao jedan od primera faktora
koji utic¢u na unakrsnu kontaminaciju naro¢ito secenih prehrambenih proizvoda Campos et

al. (2009) navode i nakupljanje ostataka hrane na opremi za secenje.

Stainloss steo!
surtace

Listera
MOoNOCyIOgenes

Slika 7. L. monocytogenes na sec¢ivu noZa od nerdajuceg Celika
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2.4.4. Patogenost Listeria monocytogenes

Kao posledica konzumiranja hrane koja je kontaminirana bakterijom L.
monocytogenes kod ljudi dolazi do pojave oboljenja koje je poznato pod nazivom listerioza.

Listerioza je ozbiljna infekcija, koja predstavlja jedan od znacajnijih problema u
USA. Vecina listerioza kod ljudi nastala je kao posledica konzumiranja ready to eat (RTE)
hrane kao i razlic¢itih formulacija pripremljenih, gotovih salata, sireva ili svezeg povréa.
Pocetni nivo kontaminacije L. monocytogenes u ovoj hrani je prilicno nizak ali usled
sposobnosti bakterije da se razvija na temperaturama frizidera, ona uspeva da se umnozi u
hrani i izazove oboljenje kod ljudi.

Infektivne doze za L. monocytogenes jo§ nisu poznate ali prema podacima
McLauchlin et al. (2004); kao i Jensen et al. (2008), zavise od bakterijske vrste kao i od
domacina. Za zdravu ljudsku populaciju, hrana kod koje nivo ove bakterije ne prelazi 100
CFU/g predstavlja beznacajan rizik. Zato se prema EU mikrobioloskim kriterijumima za
RTE hranu na trzi$tu zahteva da sadrzi manje od 100 CFU/g (EC, 2005; EFSA, 2013). Ova
preporuka se zasniva na epidemioloskim podacima koji ukazuju da L. monocytogenes
predstavlja mali rizik za zdrave osobe kada je prisutna u koncentraciji nizoj od 100 CFU/g.
Zakljuceno je da unoSenje u organizam malih koli¢ina L. monocytogenes (< 100 CFU/qg)
ima veoma malu verovatnoc¢u da izazove oboljenje kod ljudi, ¢ak i medu rizicnom grupom
populacije. Prema tome, mere kontrole koje imaju za cilj da sprece pojavu visokog nivoa
kontaminacije hrane, u vreme njene potros$nje, imale bi najveci uticaj na smanjenje pojave
listerioze kod ljudi.

Ako se kontaminirana hrana nade na trziStu, tada zdravstveni zvani¢nici ukazuju na
potencijalnu  moguénost kontaminacije prehrambenih proizvoda bakterijom L.
monocytogenes. U cilju spreavanja epidemije listerioze preporucuje se povlacenje takvih
proizvoda iz prodaje. Povlacenje kontaminirane hrane iz prodaje je uvek dobrovoljno.
Medutim, ukoliko neka kompanija odbije da kontaminirane prehrambene proizvode povuce
sa trziSta, FDA (Food and Drug Administration) 1 FSIS (Food Safety and Inspection
Service) imaju zakonsko ovlas¢enje da te proizvode zaplene. Opozivanje hrane
klasifikovano je od strane FSIS i FDA u tri klase, ve¢ prema nivou opasnosti.

FDA Klasifikacija razlikuje (FDA, 2014):
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e Klasu I: Opasni ili defektni proizvodi za koje se predvida da mogu da izazovu

ozbiljne zdravstvene problem ili smrt kod potroSaca,

e Kilasa IlI: Proizvodi koji mogu izazvati privremene ili neznatne zdravstvene

probleme,

e Klasa III: Proizvodi koji najverovatnije nece izazvati Stetne posledice po

zdravlje potroSaca (manji defekti ambalaze, nepravilno etiketiranje i dr).

Pravi podaci o ucestalosti listerioze nisu poznati jer kod prosecne zdrave osobe ovo
oboljenje stvara blage simptome sli¢ne gripu, dok su kod rizi¢ne grupe stanovnistva glavne
klinicke manifestacije listerioze sepsa i meningitis ili meningoencefalitis. Bolest uglavnom
pogada starije osobe, trudnice, novorodencad i odrasle sa oslabljenim imunim sistemom. U
5 — 10% slucajeva, listerioza se pojavljuje u manje tipicnim oblicima, kao $to su
endokarditis, pneumonija, pleuritis, hepatitis, peritonitis, apsces, artritis, osteomijelitis,
konjunktivitis ili primarna kozna listerioza (Vazquez-Boland et al., 2001).

Medutim i zdrave osobe takode mogu da obole od listerioze. Prema podacima
Bubonja et al. (2007), ljudi tokom zivota hranom viSe puta unose bakteriju L.
monocytogenes u probavni sistem. Nakon ingestije kontaminiranih namirnica, dolazi do
kolonizacije creva domacina koja obi¢no prolazi bez simptoma bolesti. Unos vecega broja
bakterija u probavni sistem, moze dovesti do pojave neinvazivnog febrilnog gastroenteritisa
kod inace zdravih osoba. Listerijski gastroenteritis u ve¢em broju slucajeva traje priblizno
dva dana a potom prolazi bez ozbiljnijih posledica. Budu¢i da se L. monocytogenes rutinski
ne trazi u stolici, nije poznato koliko se ukupno slu¢ajeva gastroenteritisa moze pripisati
infekciji tom bakterijom.

Obicno osobe sa listeriozom imaju poviSenu temperaturu i bol u misi¢ima, a
prethode im dijareja 1 druge gastrointestinalne tegobe. Pored groznice i1 bolova u misi¢ima
mogu se javiti ukocen vrat, glavobolja, konfuzija, gubitak ravnoteze i konvulzije. Simptomi
variraju u zavisnosti od zarazene osobe.

Trudnice najées¢e imaju groznicu i druge nespecificne simptome kao $to su
malaksalost, umor i bolovi. Medutim, infekcija u toku trudno¢e moze dovesti do pobacaja,
mrtvorodenja ili rodenja bolesnog deteta. Zavisno od toga da li je do infekcije doSlo u

trudno¢i, tokom trudnoce ili nakon porodaja, infekcije kod novorodencadi mogu se podeliti
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na rane i na kasne. Ako je do infekcije doslo tokom trudnoce, bolest se kod novorodenceta
moze ispoljiti odmah nakon rodenja septicnim oblikom bolesti (sindrom granulomatosis
infantiseptica). Kasna novorodenacka listerioza ispoljava se kod novorodenceta tokom prve
do trece nedelje zivota i verovatno nastaje kao posledica udisanja kontaminirane plodove
vode tokom porodaja. Kasna novorodenacka listerioza cesce se ispoljava kao febrilno stanje
pra¢eno meningitisom, a u odredenom broju sluc¢ajeva kao gastroenteritis i pneumonija.
lako je procenat smrtnosti kasne novorodenacke listerioze (do 20%) nizi u odnosu prema
kongenitalnoj infekciji (30%), posledice kasne listerioze poput hidrocefalusa |
psihomotorne retardacije, mogu biti teske i trajne (Pattarino et al., 2006).

Kod starijih osoba i osoba sa oslabljenim imunitetom, naj¢esce klinicke manifestacije ovog
oboljenja su sepsa i meningitis.

Mnogim ispitivanjima zakljueno je da u klinickim slu¢ajevima listerioza
preovladuju odredeni serotipovi L. monocytogenes. Prema podacima McLauchlin (1987),
najcesce zastupljeni serotipovi su 4b, 1/2a i 1/2b. Serotip koji se najée$¢e nalazi u
slucajevima listerioza kod ljudi je 4b i izgleda da on poseduje virulentne osobine daleko
vece od drugih serotipova.

U Americi je za 2010. godinu, zabelezeno 568 slucajeva listerioza, u 41. drzavi
(CDC a). Od tog broja, 13% su listerioze kod trudnica. Smrtni ishod oboljenja je iznosio
20%. Prose¢na starost pacijenata je bila 72. godine a kod trudnica 28. godina. Od ukupnog
broja trudnica sa listeriozom, 19% listerioza povezanih sa trudnocom je dovelo do smrti
fetusa dok je 6% zivo rodene dece sa listeriozom umrlo.

Serotip L. monocytogenes koji je izolovan u najve¢em broju slucajeva je 4 b (49 %) a zatim
slede 1/2a sa 26% i 1/2b sa 16%.

U 2011. godini, 621. slucaj listerioze je registrovan u 47. drzava, a od tog broja,
listerioza kod trudnica je bila zastupljena sa 10 %. Za ovu godinu, stopa smrtnosti je
iznosila 22%. Prosecna starost pacijenata bila je 71. a kod trudnica 29. godina. Osim toga,
26% listerioza kod trudnica je uzrokovalo smrt fetusa, dok je 4% zivo rodene dece sa
listeriozom umrlo (CDC a).

Analizom podataka koji su bili dostupni na sajtovima, Silk et al. (2012) su

istrazivali trovanja hranom koja je izazvala L. monocytogenes. U periodu od 2004. do 2009.

48



godine identifikovano je 762. slucaja listerioze. Od tog broja, 18% slucajeva bilo je sa
smrtnim ishodom. Najveca smrtnost uocena je kod novorodencadi i prevremeno rodenih
beba dok kod starijih osoba postoji veéa moguénost izleGenja. Od 610 izolata koji su
podvrgnuti serotipizaciji, serotip 4 b je bio zastupljen sa 48%, dok je 1/2 a bio zastupljen sa
29% a 1/2b sa 18%.

U periodu od 2009. do 2011. godine Silk et al. (2013), zabelezili su 1561. slucaj
listerioze sa stopom smrtnosti od 21%. Vecinu obolelih ¢ine osobe starije od 65. godina
(58%) kao i trudnice (14%). Najmanje 74% obolelih koji su mladi od 65. godina, imalo je
neko oboljenje uz upotrebu odgovarajuce terapije, oslabljen imunitet ili maligno oboljenje.
Na osnovu ovih podataka, moze se reci da je listerioza moguca kod visoko rizi¢nih grupa

kao S$to su trudnice, starije osobe 1 osobe sa oslabljenim imunitetom.

Tabela 3. Slu¢ajevi listerioze u periodu od 2009. do 2015. godine u Americi

Godina | Broj obolelih Vrsta hrane Literaturni izvor
2009 26 Meksicki sir Silk et al. 2013
2010 14 Hog head cheese http://www.about-listeria.com
2 Susi rolnice Silk et al. 2013
4 Nepoznat uzro¢nik Silk et al. 2013
10 Sveze seceni celer http://www.about-listeria.com
6 Meksicki sir Silk et al. 2013
2011 2 Nepoznat uzro¢nik Silk et al. 2013
2 Sir sa vlaScem Silk et al. 2013
147 Sveze dinje http://www.cdc.gov
2 Meksicki sir Silk et al. 2013
15 Stari sir sa plavim plesnima Silk et al. 2013
2012 22 Ricotta cheese http://www.cdc.gov
Dimljeni losos http://www.about-listeria.com/
2013 6 Sir sa tartufima http://www.cdc.gov
2013 Svinjske kobasice http://www.bbc.com
2014 Mlecni proizvodi http://www.cdc.gov
2015 Zelena salata http://www.cdc.gov

Terapija kod listerioze podrazumeva upotrebu odgovarajucih antibiotika. Najcesce
se primenjuje ampicilin, baktrim i tetraciklin. Manji procenat sojeva L. monocytogenes

mozZe biti otporan na tetracikline, pa je zato najbolje da se izbor antibiotika vrsi na osnovu
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antibiograma. Posto ¢elije L. monocytogenes zive unutar makrofaga, leCenje moze biti
otezano a period le¢enja razli¢it. Obi¢no, trudnice se lece do dve nedelje, novorodencad dve
do tri nedelje, osobe sa meningitisom tri nedelje, osoba sa apscesom mozga Sest nedelja i
osobe sa endokarditisom Cetiri do Sest nedelja.

Osim posledica po zdravlje potroSaca, listerioza izaziva i znaCajne ekonomske
gubitke. 2002. godine, po veli¢ini druga kompanija za preradu zivinskog mesa u US bila je
primorana da povuce iz prodaje vise od 13000 metrickih tona rashladene i smrznute RTE
¢uretine i pile¢ih proizvoda, zbog sumnje da su kontaminirani L. monocytogenes. To je bio
najveci opoziv preradevina od mesa u americkoj istoriji (FSIS, 2002).

Ekonomske i zdravstvene posledice epidemija listerioze, mogle bi biti svedene na
minimum, primenom odgovaraju¢e prakse i standarda u prehrambenoj industriji. Brojne
mere za kontrolu L. monocytogenes u lancu ishrane obuhvataju dobru higijensku praksu,
dobru proizvodacku praksu i implementaciju HACCP koncepta. Primena ovog koncepta u
prehrambenim preduze¢ima kao i proizvodnja zdravstveno bezbedne hrane, za sve
zaposlene treba da bude zakonska obaveza (EC, 2002; EC 2004).

2.4.5. Uticaj temperature na rast L. monocytogenes

Temperatura je jedan od najvaznijih ¢inilaca za Zivot mikroorganizama. Optimalna
temperatura za razvoj L. monocytogenes je na 30-37°C, mada ona za razliku od drugih
patogenih mikroorganizama mozZe uspeSno rasti u opsegu temperatura od 0 do 45 °C.
Brzina rasta zavisi od visine temperature, tako da u temperaturnom opsegu od -0,4 do 5°C
raste za sedam dana; od 6 do 10°C za dva dana, a u rasponu od 11 do 21°C ova vrsta raste
za 12h (Beales, 2004).

L. monocytogenes je zbog svoje sposobnosti razviéa na niskim temperaturama
(4°C), jedan od patogena koji ima veliku vaznost za kvalitet sveze secenog, minimalno
preradenog povréa za Cije skladistenje se upravo primenjuju ovakve niske temperature. Ova
bakterija takode ima sposobnost rasta 1 kada temperatura padne ispod 1°C a prezivljava i
temperaturu zamrzavanja (Seeliger i Jones, 1986). Sposobnost opstanka na niskoj

temperaturi zavisi od koncentracije soli, pH, Kkiselosti hrane, starter kulture i druge
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kompetitivne mikroflore. Rast L. monocytogenes na niskim temperaturama ispod 5°C je
zabelezen u mleku, mesu, jajima i povrcu.

Sposobnost prezivljavanja L. monocytogenes na niskim temperaturama je bio
predmet istrazivanja mnogih naucnih studija. U jednoj od njih se isti¢e da jednu od glavnih
uloga u prezivljavanju ove bakterije na niskim temperaturama imaju fosfolipidi ¢éelijske
membrane. Naime, pri sniZzenju temperature ispod optimuma na np. 5°C dolazi do promene
odnosa izmedu ostataka zasi¢enih masnih kiselina Cis. o i C17: o U fosfolipidima u korist
masnih kiselina sa manjim brojem C atoma tj Cys. o (Russell et al., 1995). Smanjenjem
duzine lanaca smanjuje se i moguénost interakcije medu njima koje bi dovele do uredenosti
sistema 1 gel stanja. Ovako se odrzava fluidnost membrane. Smatra se da se isti rezultat
postize i sa povecanjem koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina Cig.1 (Annous et al., 1997).
Osim fosfolipida znac¢ajnu ulogu ima i transportni sistem kroz membranu koji je otporan na
niske temperature i obezbeduje dovoljne koli¢ine unutarceliskih materija neophodnih za
prezivljavanje L. monocytogenes.

Istrazivanjima je dokazano da se snizenjem temperature kod Listeria
monocytogenes aktiviraju takozvani shock proteini koji izmedu ostalog preuzimaju ulogu u
inicijaciji translacije koja prestaje na niskim temperaturama (Phan-Than i Gorman, 1995).
Ovi proteini uticu jo$ 1 na povecanu tolerantnost prema visokim temperaturama.

L. monocytogenes moze da raste u sveZem povrcu 1 proizvodima od povréa koji su
namenjeni ljudskoj ishrani a skladiSte se na niskim temperaturama. Na osnovu studije
Connor et al. (1986) zakljuéeno je da L. monocytogenes opstaje u sirovom se¢enom kupusu
5 dana skladisten na temperaturi od 5°C. Zelena salata se takode smatra kao pogodan
medijum za opstanak ove bakterije. Prema rezultatima naucne studije koja se bavila
ispitivanjem opstanka Listeria monocytogenes u pakovanim sirovim salatama, zakljuéeno je
da je mogu¢ rast ove patogene bakterije u salatama skladiStenim na 4, 5 i 6,5 °C (Beuchat,
1996 a).

Sposobnost opstanka i rasta L. monocytogenes na temperaturi skladiStenja koja se
koristi za sveze seene, minimalno preradene plodove povréa obavezuje na primenu nekog
dodatnog faktora, koji deluje na suzbijanje rasta ove bakterije kao i poostrene higijenske

mere u toku prerade 1 skladiStenja ovih namirnica.
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2.4.6. Uticaj pH vrednosti na rast L. monocytogenes

Optimalna pH vrednost za rast L. monocytogenes je pH 6-8 mada moze da raste na
laboratorijskim podlogama u pH intervalu od 4,0 - 9,4 (Kim et al., 1995) lako je L.
monocytogenes osetljivija na kiseline nego na baze, acidotolerantni sojevi ove bakterije
mogu da rastu u jako niskim pH sredinama $to predstavlja veliki problem za industriju
hrane. Zbog tolerancije prema kiselinama L. monocytogenes u nekim slu¢ajevima moze da
prezivi u hrani sa niskim pH vrednostima (na primer: jogurt, sir, sok od narandze) i vise
nedelja. Prema podacima Downes i Ito, (2001) L. monocytogenes moze da prezivi 21 dan,
pa i vise od 90 dana u soku od narandze sa pH vrednosti 3,6 i 5,8 ponaosob, tokom
skladistenja na 4°C.

U studijama koje su se bavile proucavanjem sposobnosti prezivljavanja bakterija pri
niskim pH vrednostima, navodi se da su glavni adaptivni mehanizmi koji omogucavaju
opstanak mikroorganizama u ovim stresnim uslovima bazirani na odrzavanju pH
homeostaze ili na sposobnosti povratka citoplazmatske pH na neutralnu vrednost (Hall et
al., 1995).

Bakterije mogu preziveti u kiseloj sredini regulacijom citoplazmatske pH u procesu
koji se zasniva na kontroli prolaska katjona kroz membranu. Sposobnost odrzavanja
citoplazmatske pH oko neutrale vrednosti (pH homeostaza) moze biti onesposobljena
sniZzenjem spoljasnjne pH Sto vodi ka smrti ¢elije. Moguénost mikroorganizama da odrze
citoplazmatsku pH oko neutralne vrednosti je omogucena kombinacijom aktivnog i
pasivnog mehanizma homeostaze (Hall et al., 1995; Brown i Booth, 1991.)

Eksperimentima je dokazano da L. monocytogenes ima sposobnost boljeg
prezivljavanja na niskim pH vrednosti ako se njima postepeno izlaze. Ravishankar i
Harrison (1999) su postupnim izlaganjem L. monocytogenes razli¢itim pH vrednostima,
pokazali da sojevi koji su bili postepeno izlagani snizenoj pH vrednosti pokazuju i do 2 log
vece prezivljavanje nego sojevi koji su bili direktno izloZzeni pH 4,0. Potvrda ovome su i
druge studije u kojima su ¢elije L. monocytogenes ¢uvane u sredini sa pH 5 do 6 a nakon
nekog vremena izlagane pH 3,5. Ovako acidno-adaptirane ¢elije su bolje opstajale u kiseloj

hrani nego ¢elije bez predhodne adaptacije (O'Driscoll et al., 1996).
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U svom radu, Doyl (1999) navodi da niske vrednosti pH sredine imaju negativan
uticaj na rast L. monocytogenes u hrani, ali na to znacajno utice i tip kiseline, temperatura
kao i druga antimikrobna sredstva koja mogu biti prisutna u hrani. Ispitivanjem uticaja
sir¢etne, mle¢ne, limunske i hlorovodonic¢ne kiseline na smanjenje broja L. monocytogenes
uoceno je da najvecu efikasnost od svih kiselina ima upravo siréetna kiselina (Young i
Foegeding, 1993; Ita i Hutkins, 1991). U suzbijanju ovog organizma jabuc¢na kiselina nije
efikasna isto kao 1 mlecna kiselina, a limunska i mlecna kiselina su manje efikasne od
sircetne kiseline. PodeSavanjem pH vrednost sa razli¢itim kiselinama, doslo se do zakljucka
da pri istim pH vrednostima nivo prezivljavanja ove bakterije zavisi od upotrebljene
kiseline kao i od njene koncentracije. U odnosu na njihovu antimikrobnu aktivnost,
Podolak et al. (1995) su kiseline rasporedili slede¢im redosledom:

sirCetna >mlec¢na >limunska > jabu¢na> hlorovodonic¢na
Takode je zapazeno da je inhibitorni efekat kiselina ve¢i na nizim temperaturama (Doyle,

1999).

2.4.7. Uticaj aw vrednosti na rast L. monocytogenes

L. monocytogenes spada u grupu mikroorganizama Koji su otporni na nize aw
vrednosti, a posebno je karakteristi¢an njen opstanak u sredini sa visokim procentom NaCl.
L. monocytogenes je jedan od patogena koji moze da raste pri aw vrednostima od 0,90 na
temperaturi od 30°C sa dodatkom glicerola, na aw 0,92 sa dodatkom NaCl i na aw 0,93 sa
dodatkom saharoze (Jay, 2000).

Ovaj organizam moze uspes$no da raste u podlozi koja sadrzi 10 % NaCl, mada je
njegova halotolerantnost ispitana u mnogim drugim radovima. Hudson (1992), navodi da L.
monocytogenes lako moze da prezivi na temperaturi od 10°C 1 u rastvoru koji sadrzi i 26%
soli. lako je ova bakterija halotolerantna, dodatak NaCl medijumu za gajenje ili hrani se
ipak smatra stresnim faktorom za opstanak L. monocytogenes i u kombinaciji sa drugim
stresnim faktorima pokazuje dobre rezultate u inhibiciji rasta ove patogene bakterije
(Buchanan et al., 1989).

Rast na niskim aw vrednostima izaziva promene na membranskim lipidima ¢elija L.

monocytogenes. Za razliku od efekata na temperaturne promene, u odgovoru na povecanu
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koncentraciju soli promene se deSavaju na polarnim glavama membranskih lipida. Glavne
promene u sastavu membranskih lipida, su u poveéanju proporcije anjonskih lipida
(difosfatidilglicerol i fosfatidilglicerol) ka neutralnim lipidima (fosfatidiletanolamin). U
radovima Russell et al. (1995), se navodi da dodatkom 2% NaCl u medijum za rast, L.
monocytogenes reaguje povecanjem odnosa difosfatidilglicerol/fosfatidilglicerol u

poredenju sa kontrolom.

2.4.8. Uticaj etarskih ulja na rast L. monocytogenes

Od ranije je poznato da etarska ulja razli¢itih zacinskih i lekovitih biljaka mogu
imati izrazenu antimikrobnu aktivnost. Posto je re¢ o prirodnim antimikrobnim sastojcima
biljaka, etarska ulja pobuduju stalnu paznju istrazivaca, naro¢ito u poslednje vreme kada je
kod potrosaca probudena svest o zdravoj hrani bez hemijskih konzervanasa.

Etarska ulja predstavljaju specificne, najcesce tecne produkte biljnog tkiva koji se
karakteriSu veoma snaznim mirisom. To su slozene smeSe razlicitih isparljivih
monoterpena, seskviterpena i fenilpropanskih, aromati¢nih jedinjenja.

Etarska ulja su lokalizovana u razli¢itim delovima biljaka, tako da se kao droga za
njihovo dobijanje mogu koristiti razli¢iti delovi biljke (cvast kamilice, pupoljak cveta
karanfili¢a, list nane 1 mati¢njaka, kora cimetovog drveta, koren perSuna, rizom perunike,
plod anisa 1 moraca, odnosno seme morskog oras¢i¢a). Interesantno je da etarska ulja
lokalizovana u razli¢itim delovima iste biljke, mogu biti slicnog sastava, ali se mogu 1
znacajno razlikovati (etarsko ulje zelenog ploda, zrelog ploda, listova i korena perSuna
razlikuju se po dominantnim sastojcima). Inace, aromaticne droge sadrZze najceSce male
koli¢ine ulja, manje od 1%. Retki su primeri droga, kao Sto je pupoljak karanfilica, koji
sadrzi preko 15% etarskog ulja (Kovacevi¢, 2004).

Koli¢ina 1 sastav etarskog ulja neke biljne vrste moze biti promenljiv i zavisi od
veceg broja razli¢itih faktora kao Sto su genotip, starost 1 vegetativna faza razvoja biljke
(8to je vazno za definisanje optimalnog vremena prikupljanja biljnog materijala), klimatski
uslovi, sastav zemljiSta, nacin obrade biljnog materijala i nacin izolacije etarskog ulja

(Angioni et al., 2006).
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Najjednostavniji nacin da se etarska ulja izoluju iz biljnog materijala je destilacija
vodenom parom. Ovaj postupak se koristi ve¢ godinama. Tokom destilacije dolazi do
zagrevanja 1 delimi¢nih, hemijskih promena pojedinih sastojaka etarskog ulja. Pored
destilacije, vekovima se etarsko ulje agruma dobija presovanjem, odnosno cedenjem svezeg
tkiva. Osim toga, u cilju izdvajanja etarskog ulja iz biljnog materijala mogu se koristiti i

metode sa tecnim ugljendioksidom kao i primena mikrotalasa.

2.4.8.1. Fizicke osobine etarskih ulja

Na sobnoj temperaturi, etarska ulja su najéeSée tec¢nosti, rede imaju viskoznu ili
polucvrstu konzistenciju. Lako su pokretljiva, bezbojna ili slabo obojena, uglavnom bistra.
Ve¢ na nizim temperaturama, pojedini sastojci etarskog ulja isparavaju i zato ulja imaju
specifi¢an, prijatan ili neprijatan miris. Etarska ulja su lipofilna, rastvaraju se u nepolarnim
organskim rastvara¢ima, etanolu, mastima i masnim uljima, a ne rastvaraju se u vodi.

Relativna gustina etarskih ulja moze biti manja ili ve¢a od 1 ali je neuporedivo
manji broj etarskih ulja ¢ija je relativna gustina veca od 1. Najznacajniji parametar kvaliteta
etarskih ulja su vrednosti indeksa refrakcije i ugla skretanja ravni polarizovane svetlosti.
Specificnost etarskih ulja je da nemaju ta¢no definisanu temperaturu kljuanja. Posto su to
smese razliCitih jedinjenja, svako od njih isparava na svojoj temperaturi kljuc¢anja. Tako,

etarska ulja frakciono klju¢aju u intervalu od 150 do 350°C.

2.4.8.2. Hemijski sastav etarskih ulja

Etarska ulja su slozene prirodne meSavine koje mogu sadrzati od 20 do 60
komponenata u potpuno razli¢itim koncentracijama. Ona se karakteri$u prisustvom dve ili
tri glavne komponente koje su zastupljene u veoma visokim koncentracijama (20-70%) u
poredenju sa drugim komponentama koje su prisutne u koli¢ini tragova. Prema Bakkali et
al. (2008) karvakrol (30%) i timol (27%) su glavne komponente etarskog ulja Origanum
compactum, linalol (68%) je glavni sastojak etarskog ulja Coriandrum sativum, 1,8-cineol
(50%) je glavni sastojak etarskog ulja Cinamomum camphora, a mentol (59%) i menton

(19%) su glavni sastojci etarskog ulja Mentha piperita.
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Glavni sastojci etarskih ulja su dve razli¢ite klase jedinjenja: terpeni i fenilpropanski
derivati (Pichersky et al., 2006). U okviru terpenske frakcije, zastupljeni su isparljivi
monoterpeni i seskviterpeni.

Monoterpeni se javljaju u obliku acikli¢nih, mono- ili bicikli¢nih, alifati¢nih i
aromati¢nih struktura. Od monoterpena, najcesce prisutni sastojci etarskih ulja su: p-cimen,
sabinen, karvakrol, timol, a-pinen, 3-pinen, geraniol i dr. Od seskviterpena najzastupljeniji
sastojci etarskih ulja su azulen, B-bisabolen, farnezen, B-kariofilen i dr.

Aromatic¢ni, fenilpropanski sastojci u etarskim uljima su zastupljeni u mnogo
manjim koli¢inama. NajceS¢e su to aril- ili propenilfenoli i aldehidi. Od aromati¢nih
komponenata, najée$¢e su zastupljeni cinamaldehid, eugenol, anetol, kavikol, estragol,
apiol i dr.

Usled njihovih baktericidnih 1 fungicidnih osobina, etarska ulja nalaze Siroku
primenu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji kao alternative razli¢itim sinteti¢kim
hemijskim proizvodima. Etarska ulja mogu delovati protiv velikog broja patogenih
bakterija kao §to su L. monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli
0157:H7, Shigella dysenteria, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus i mnoge druge
(Schmidt et al., 2005; Jirovetz et al., 2005; Burt, 2004). Prema Penalver et al. (2005)
etarska ulja timijana i origana mogu inhibirati rast E. coli, Salmonella enteritidis,
Salmonella choleraesuis i Salmonella typhimurium pri ¢emu inhibicija direktno zavisi od
sadrZaja fenolnih komponenti karvakrola i timola. Etarska ulja sa visokim sadrZajem timola
1 karvakrola kao $to su origano, timijan i ¢ubar, viSe uticu na inhibiciju rasta G (+) nego G
(-) patogenih bakterija (Nevas et al., 2004). Medutim, etarsko ulje Achillea clavennae
ispoljava snazno dejstvo protiv G (-) patogena Haemophilus influenza i Pseudomonas
aeruginosa dok je G (+) Streptococcus pyogenes bila veoma otporna na etarsko ulje
(Skocibusic¢ et al., 2004).

Do sada je poznato oko 3000 etarskih ulja od c¢ega 300 nalazi primenu u
farmaceutskoj, prehrambenoj i parfemskoj industriji, poljoprivredi kao i u proizvodnji
kozmetickih i sanitarnih preparata. Prema Bakkali et al. (2008) d-limonen, geranilacetat ili
d-karvon se koriste u proizvodnji krema, parfema i sapuna, kao aditivi za korekciju ukusa i

mirisa prehrambenih proizvoda, kao mirisne komponente pri proizvodnji sredstava za
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odrzavanje domacinstva itd. Osim toga, etarska ulja nalaze primenu u aromaterapiji, koriste
se pri masazi u kombinaciji sa biljnim uljima i kao sastojak razli¢itih kupki.

Neka etarska ulja pokazuju naroCite medicinske osobine usled ¢ega se mogu
koristiti u spre¢avanju kardiovaskularnih bolesti, ateroskleroze, holesterola i tromboze.
Etarska ulja i njihove pojedine aromaticne komponente pokazuju aktivnost suzbijanja raka
kada su testirani na brojnim c¢elijama ljudskog raka ukljucujuéi rak mozga, rak debelog
creva, rak jetre, pluéne tumore, rak dojke, leukemiju 1 dr. Medu komponentama etarskih
ulja koje su se pokazale aktivne u suzbijanju razli¢itih tipova raka treba izdvojiti a-
bisabolol iz kamilice, geraniol, d-limonen iz kore citrusa, dialil sulfid iz etarskog ulja belog
luka i dr (Edris, 2007).

Takode je znacajno ista¢i da etarska ulja ispoljavaju izrazenu antioksidativnu
sposobnost. Etarska ulja bosiljka, cimeta, karanfili¢a, oras¢i¢a i timijana imaju proverene
antioksidativne osobine u DPPH radikalskoj metodi na sobnoj temperaturi (Tomaino et al.,
2005). Po redosledu efikasnosti oni se mogu rasporediti na sledec¢i nacin: karanfili¢ >>
cimet >> oras¢i¢ >> bosiljak >> origano >> timijan. Zbog svojih antioksidantnih osobina,
etarsko ulje Melaleuca alternifolia je predlozeno kao prirodni antioksidans, alternativa za
BHT (butilhidroksi toluen) (Kim et al., 2004).

Zhang et al. (2009) su proucavali antimikrobna svojstva Cetrnaest razli¢itih etarskih
ulja (karanfili¢, oregano, ruzmarin, biber, oras¢i¢, sladi¢ kurkuma, anis, cimet, komorac,
kardamon, angelika i dr.) protiv bakterija L. monocytogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens i Lactobacillus sake. Njihovi rezultati su pokazali da pojedinaé¢ni
ekstrakti karanfili¢a, ruzmarina, cimeta 1 sladi¢a ispoljavaju snaznu antibakterijsku
aktivnost, ali smeSa ekstrakta ruzmarina 1 sladi¢a je najsnaznije inhibirala sve Cetiri vrste
bakterija. Ovi biljni ekstrakti imaju Siroku primenu u prehrambenoj industriji i nose GRAS
oznaku, usled ¢ega se mogu smatrati prirodnim konzervansima.

Primena etarskih ulja i njihovih fenolnih komponenti u cilju suzbijanja rasta L.
monocytogenes je veoma znacajna, obzirom da se radi o patogenoj bakteriji koja dobro
podnosi niske temperature, kiselu sredinu i povecanu koncentraciju soli. Antilisterijski
efekat etarskih ulja zavisi uglavnom od upotrebljene koncentracije, sastava i pH hrane,

temperature skladistenja ali i prirode mikroorganizma. Na osnovu literaturnih podataka
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moze se videti da antilisterijski efekat pokazuju etarska ulja razlicitih biljnih vrsta kao Sto
su timijan, cimet, karanfili¢, ruzmarin, origano, majoran itd. Ispitivanjem antilisterijske
aktivnosti etarskih ulja 32 biljke koje se koriste u prehrambenoj industriji Aureli et al.
(1992) nalaze da su inhibitornu aktivnost pokazala ulja cimeta, karanfili¢a, origana,
pimente i timijana. Prema ovom istom autoru, etarska ulja timijana u usitnjenom svinjskom
mesu pokazuju 2 log redukcije ¢elija L. monocytogenes. Prema podacima Klaus et al.
(2009) izrazenu antilisterijsku aktivnost pokazuju etarska ulja majorana, timijana, kima 1
korijandera. Proucavanjem opstanka L. monocytogenes u gotovim salatama u prisustvu
etarskog ulja mente Tassou et al. (1995) beleze opadanje populacije ovog patogenog
organizma u toku 7 dana na temperaturama od 10 i 4°C.

Ispitivanje antilisterijskog efekta etarskih ulja je vrSeno najceS¢e u podlogama za
gajenje i u razli¢itim modelima hrane i to pre svega u mesu. Rezultati su pokazali da je
osetljivost L. monocytogenes na etarske komponente uglavhom manja u mesu i
proizvodima od mesa nego u podlozi za gajenje, a pozitivnost dobijenih rezultata pokazuje
opravdanost za istrazivanja i u drugim vrstama namirnica.

Ispitivanjem antilisterijskog efekta ekstrakta origana (Origanum vulgare) kao i
timola i karvakrola (dve glavne fenolne komponente ekstrakta origana) na L.
monocytogenes u bujonu i mesu rezultati Seaberg et al. (2003) su pokazali da je dovoljno
150-200 ppm cistog timola ili karvakrola da bi se znacajno suzbio rast L. monocytogenes u
bujonu dok je u slucaju ekstrakta origana bilo potrebno 1200 ppm. Za razliku od ovih
rezultata, 800 ppm ekstrakta origana je uspe$no suzbilo rast L. monocytogenes u uzorku
mesa, za razliku od iste koli¢ine Cistog karvakrola. Navodi se i da su prirodno izolovana
jedinjenja efikasnija nego sinteticka.

Kombinovanje razli¢itih limitiraju¢ih faktora kao S$to su: niska temperatura
skladiStenja, niska pH vrednost, snizena aw vrednost namirnica, odgovarajuca
koncentracija NaCl i1 dodatak etarskih ulja ili njihovih fenolnih komponenti, moZze dati
mnogo bolje rezultate u kontroli rasta L. monocytogenes u hrani, nego koris§¢enje samo

jednog limitirajueg faktora.
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Cilj istrazivanja u okviru ove disertacije je proizvodnja jestivih biorazgradivih
kompozitnih filmova na bazi hitozana i zelatina i ispitivanje antimikrobnih svojstava ovako
dobijenih filmova. Sa porastom ekoloske svesti potroSaca i potrebom za zdravom hranom,
sinteticka antimikrobna sredstva gube na atraktivnosti, a primat zauzimaju prirodna
sredstva koja mogu da obezbede produzenu trajnost prehrambenih proizvoda.

Upotreba jestivih filmova i antimikrobnih agenasa koji se mogu inkorporirati u
filmove, moze da doprinese dobijanju bezbednijih proizvoda. Upotreba ovih filmova u
proizvodnji hrane omogucava da proizvodi budu mikrobioloski stabilni uz poboljSana

senzorna svojstva i produzen rok trajanja.

Za ostvarenje ovih ciljeva postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja timijana, mente, bosiljka, lovora,
perSuna, karanfilica i ruzmarina na rast sojeva Listeria monocytogenes ATCC
19112 i Listeria monocytogenes ATCC 19115.

2. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti razli¢itih meSavina etarskih ulja na rast sojeva
Listeria monocytogenes ATCC 19112 i Listeria monocytogenes ATCC 19115.

3. lIspitivanje prezivljavanja sojeva Listeria monocytogenes ATCC 19112 i Listeria
monocytogenes ATCC 19115 na sveZe seCenom, minimalno preradenom povrcéu
(kupusu, Sargarepi, crnoj rotkvi i njihovim mesavinama), na temperaturi od 4°C.

4. Odredivanje ukupnog broja ispitivanih bakterijskih sojeva L. monocytogenes, u
uzorcima sveze secenog povréa uskladiStenog pri temperaturi od 4°C u prisustvu
razli¢itih koncentracija omotaca hitozana, uz upotrebu selektivnog PALCAM agara.

5. Odredivanje ukupnog broja ispitivanih bakterijskih sojeva L. monocytogenes, u
uzorcima sveze sefenog, minimalno preradenog povréa uskladiStenog pri
temperaturi od 4°C u prisustvu kompozitnih filmova hitozana i Zelatina.

6. Ispitivanje antimikrobnih svojstava odabranih etarskih ulja koja su dodata u
kompozitne filmove hitozana, na ukupan broj bakterija L. monocytogenes u

odgovaraju¢em povréu.
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7.

Ispitivanje prezivljavanja sojeva Listeria monocytogenes ATCC 19112 i Listeria
monocytogenes ATCC 19115 u majonezu, uz dodatak 0,25% i 0,5% hitozana, na
temperaturi od 4°C.

Ispitivanje promena pH vrednosti i sadrzaja suve materije U uzorcima povréa koji su
skladisteni u prisustvu filmova sa razli¢itim koncentracijama hitozana i
evidentiranje eventualnih promena za svaku vrstu seéenog povréa.

Obavljanje senzorne analize u cilju ispitivanja misljenja stru¢nog panela o
prihvatljivosti minimalno preradenog povréa koje je skladiSteno u prisustvu filmova

hitozana sa ili bez dodatka etarskih ulja mente i timijana.

60



4. MATERIJAL | METODE

4.1. Materijal

Program istrazivanja obuhvata ispitivanje dva patogena soja Listeria monocytogenes
19112 i 19115 - serotip 4b, dobijenih iz americke kolekcije mikroorganizama ATCC
(American Type Culture Collection).

Kulture su ¢uvane na kosom triptoznom soja agaru (HiMedia) sa dodatkom 0,6 %
ekstrakta kvasca (TSAYE) na 4°C do dalje upotrebe.

U radu su korisc¢ene sledec¢e mikrobioloske podloge:

Mueller Hinton agar (HiMedia),

Mueller Hinton bujon (HiMedia),

Trypton Soya Yeast Extract Agar (HiMedia),

Listeria Identification Agar Base (PALCAM) (HiMedia),

Listeria selectivni dodatak (PALCAM),

Fizioloski rastvor.

Sve podloge su pripremljene prema preporuc¢enom uputstvu i sterilisane u autoklavu
na 121°C u toku 15 minuta. Pripremljene podloge su do upotrebe ¢uvane na temperaturi od
4°C.

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja u radu su koriS¢ena
komercijalno dostupna etarska ulja timijana, mente, lovora, perSuna, bosiljka i karanfilia
(Herba doo.).

Kao eksperimentalni material odabrano je povrée (kupus, Sargarepa i crna rotkva),
koje se najéesce konzumira u obliku svezih salata i koje je na domacem trzitu prisutno kao
minimalno preradeno, sveZe se¢eno povrée.

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti hitozana koriscen je hitozan (Sigma Aldrich)
srednje molekulske mase 190,000-310,000 Da i stepena deacetilovanja od 75-85%, u
razli¢itim koncentracijama. Hitozan je pripremljen rastvaranjem u 1% siréetnoj ili 1%

mlec¢noj kiselini.

61



4.2. Metode ispitivanja

Bakterijske kulture. U istrazivanju su koris¢ene dve patogene vrste bakterija, L.
monocytogenes ATCC 19112 i L. monocytogenes ATCC 19115-serotip 4b, dobijene iz
americke kolekcije mikroorganizama ATCC (American Type Culture Collection).

Kulture su ¢uvane na kosom triptoznom soja agaru (HiMedia) sa dodatkom 0,6 %
ekstrakta kvasca (TSAYE) na 4°C do upotrebe. Pre svakog eksperimenta, bakterijske vrste
su dva puta presejane na BHI agar (BHIA, HiMedia, Mumbai, India), i inkubirane na 37
°C, u toku 24h. Pet dobro izolovanih kolonija svake vrste, preneto je u 10 ml fizioloskog
rastvora (0.85 % NaCl w/v) da bi se dobila radna suspenzija mikroorganizama sa
pribliznom koncentracijom od 10® cfu/ml. Jedan mililitar ove suspenzije dodat je na svakih
100g pripremljenog povréa, dajuéi pocetnu koncentraciju mikroorganizama u povréu od
priblizno 10 - 10° cfulg.

Priprema povréa. Povrée je pripremljeno na odgovarajuéi nacin koji se koristi u
industrijskim objektima za proizvodnju sveze seCenog, minimalno preradenog povrca.
Nakon pranja i ukljanjanja nejestivih delova, povrce je usitnjeno na rezanca.

Za ispitivanje uticaja samih povrtarskih vrsta koje se koriste kao salata na
prezivljavanje L. monocytogenes, pripremane su meSavine odgovaraju¢ih vrsta povréa u
odnosu 30:70; 50:50 i 70:30. Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti hitozana u obliku
omotaca ili filmova, svaka vrsta povr¢a je ispitivana samostalno.

Pripremljeno povrée je izmereno u sterilnim staklenim sudovima, u koli¢ini od
200g. Nakon inokulacije sa pripremljenom suspenzijom odgovarajuceg bakterijskog soja,
povrce je pod sterilnim uslovima dobro izmeSano.

Priprema omotaca hitozana. Hitozan srednje molekulske mase 190000-310000
Da i stepena deacetilovanja od 75-85% (Sigma-Aldrich, Germany) rastvoren je u 1% (v/v)
rastvoru siréetne kiseline ili 1 % (v/v) mle¢ne kiseline. Rastvor je mesan u toku 24 h, da bi
se obezbedilo potpuno rastvaranje. Konacna koncentracija hitozana u rastvoru iznosila je
0,25%; 0,5% i 1%. Ovako pripremljeni rastvori hitozana, dodati su u povrée u obliku
omotaca.

Priprema hitozan-Zelatin filmova. Hitozan srednje molekulske mase 190000-

310000 Da i stepena deacetilovanja od 75-85% (Sigma-Aldrich, Germany) kori$¢en je kao
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matriks u koji je inkorporirno etarsko ulje timijana ili mente. Hitozan je rastvoren u 1%
(v/v) vodenom rastvoru glacijalne siréetne kiseline (Merck, Germany). Mesanje rastvora je
vrseno U toku 24 h do potpunog rastvaranja. Kona¢na koncentracija hitozana u filmu
iznosila je 0,5 % (wW/v), 1 % (w/v) i 2% (w/v). Rastvor 6% (w/v) zelatina (Centrohem,
Serbia), pripremljen je sa 1 % (v/v) rastvorom sir¢etne kiseline, upotrebom sledece
procedure: zelatin je prvo hidriran 30 min na sobnoj temperaturi, a zatim je rastvoren na 45
°C (vodeno kupatilo), uz mehani¢ko meSanje do potpunog rastvaranja (priblizno 20
minuta). Pripremljeni rastvori Zelatina i hitozana su izmesani u odnosu 1:1 u cilju dobijanja
homogene mase koja se koristila za izradu kompozitnog filma hitozan-zelatina. Kao
referentni uzorak, pripremljen je film od 6% zelatina na isti nacin, bez dodaka hitozana.
Priblizno 25 ml rastvora hitozan-zelatina je pripremljeno za svaku Petri Solju. Jedna
polovina pripremljenog rastvora je izlivena u poklopac, a druga polovina na dno Petri $olje.
Nakon toga, kompozitni film je pod sterilnim uslovima ostavljen da se ohladi i o¢vrsne. Do
upotrebe, pripremljeni filmovi su skladisteni na 4 °C.

Ista procedura je primenjena da bi se pripremili hitozan-Zelatin filmovi sa dodatkom
etarskog ulja mente ili timijana (Herba doo., Serbia), koji su dodati u rastvor hitozan-
zelatina a zatim je vrSeno meSanje u toku 5 min da bi se dobila homogena masa. Konac¢na
koncentracija etarskih ulja u filmovima bila je 0,1% (w/v) i 0,2 % (w/v). Da bi se
omogucilo emulgovanje etarskih ulja sa sastojcima filma, dimetil sulfoksid (Carlo Erba
Reagents, France), je dodat u svaki kompozitni film u istim koncentracijama kao i
ispitivana etarska ulja.

Primena omotaca hitozana. Omotaci hitozana su primenjeni na povréu upotrebom
uvek iste procedure: 10 ml rastvora hitozana je dodato na 100g povréa. Tretman sa
sir¢etnom ili mle¢nom kiselinom (bez hitozana) koriS¢en je da bi se procenio uticaj same
kiseline koja je upotrebljena za pripremu omotaca. Odgovarajuce kiseline su primenjene u
uzorcima povréa na isti nacin kao i omotaci hitozana. Uzorci su dobro izmeSani i pod
sterilnim uslovima inokulisani dodatkom pripremljene suspenzije mikroorganizama. Na
svakih 100 g povrca, dodato je Iml inokuluma. Priblizna koncentracija bakterija u uzorcima

povréa bila je od 10* — 10° cfu g™*. Inokulisano povrée bez bilo kakvog tretmana, sluzilo je
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kao kontrola. Svi uzorci su skladiSteni u sterilnim staklenim sudovima, na 4 °C.
Mikrobioloska analiza uzoraka je vr$ena na svakih 24h, u toku 7 dana.

Primena filmova hitozana. Filmovi su primenjeni na svezem se¢enom povréu (40
g) upotrebom sledece procedure: uzorci povréa su inokulisani bakterijskim suspenzijama
tako da je postignuta finalna koncentracija bakterija od 10* — 10° cfu g™*. Inokulisano povrée
je upakovano izmedu dva sloja kompozitnog filma hitozana u Petri Soljama. Tako
pripremljeno povrée je skladisteno u plastiénim vre¢icama na 4 °C. Mikrobioloska analiza
uzoraka je vrSena na svakih 24h, u toku 7 dana.

Mikrobioloska analiza povréa tokom skladiStenja. Ukupan broj bakterija
odredivan je u uzorcima povrca, tokom perioda skladistenja. Uzorci povréa podvrgnuti su
mikrobioloskoj analizi na pocetku istrazivanja (0 dan) i nakon 1, 2, 3, 4, 5, 1 6 dana
skladiStenja. Pod sterilnim uslovima, 10g uzorka je homogenizovano sa 90 ml fizioloskog
rastvora, tokom 10 minuta (labaratorijski Sejker J. P. Selecta, model 3000974). Zatim je
pripremljena odgovarajuca serija razredenja u fizioloskom rastvoru (0.85 % NaCl w/v).
Jedan mililitar odgovarajuceg razredenja je izliven u Pertri Solje a zatim je preko njega
preliven rashladen Palcam agar (Hi Media, Mumbai, India), sa dodatkom akriflavin
hidrohlorida (5 mg/l), polimiksina B (10 mg/l) i ceftazidima (20 mg/l). Petri Solje su
kruznim pokretima dobro promesane i nakon hladenja, inkubirane 24h, na 37 °C.

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja. Za ispitivanje osetljivosti bakterijskih
sojeva prema etarskim uljima koriS¢ena je standardna disk difuziona metoda uz upotrebu
Mueller-Hinton agara prema proceduri Instituta za klinicke i laboratorijske standarde
[CLSI, 2006 a, b]. Kao kontrolni soj koris¢ena je Escherichia coli ATCC 25922.

Ispitivane kulture mikroorganizama su pripremljene na Mueller - Hinton agaru (Hi
Media, Mumbai, India). Pet karakteristi¢nih kolonija je preneto u Mueller - Hinton bujon
(Hi Media, Mumbai, India) a zatim je gustina podeSena sterilnim fizioloskim rastvorom
prema 0,5 McFarland standardu. Dobijena je suspenzija u fizioloSkom rastvoru gustine
10°cfu/ml. U sterilne Petri ploge je izliveno po 25 ml sterilnog Mueller - Hinton agara.
Povrsina agara je zatim inokulisana uz upotrebu sterilnog brisa (Bauer i Kirby, 1966).
Pripremljena bakterijska suspenzija je dobro izmeSana pomocu sterilnog brisa a viSak

te¢nosti je uklonjen okretanjem brisa po unutras$njoj strani epruvete iznad nivoa te¢nosti.
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Ovako pripremljenim brisom je inokulisana povrsina agara u tri razli¢ita pravca, rotirajuéi
posudu za 60° posle svakog nanoSenja. Po povrsini podloge zatim su rasporedeni sterilni
papirni diskovi pre¢nika 6 mm (Bioanalyse). Svaki disk je natopljen sa po 10pl
odgovarajuceg etarskog ulja. Da bi se zone inhibicije dobro videle, prostor izmedu diskova
ne sme biti manji od 24 mm, a rastojanje diska od ivice posude mora biti 1 cm. Nakon
inkubacije na 37°C u toku 24h, su izmerene zone inhibicije oko diskova sa etarskim uljima
1izracunata je srednja vrednost za tri razli¢ita merenja.

Antimikrobna aktivnost mesavina ispitana je na isti nacin, ali je u ovom slu¢aju na
disk naneta mesavina razli¢itih ulja u odnosu 1:1.

Efekat razli¢itih kombinacija etarskih ulja na ispitivane sojeve Listeria sp. dobijen
je raunskim putem, pri ¢emu je za svaku meSavinu etarskog ulja izraunat procenat

smanjenja ili povecanja zone inhibicije u odnosu na odgovarajuce etarsko ulje iz meSavine.

Slika 8. Kupus nakon 96h skladistenja na temperaturi od 4°C

(a-netretirani kupus; b-kupus u prisustvu 0,5% filma hitozana;
¢ — kupus u prisustvu 1% filma hitozana i d-sveze seceni kupus)
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Slika 10. Rotkva nakon 96h skladistenja na temperaturi od 4°C

(a-netretirana rotkva; b-rotkva u prisustvu 0,5% filma hitozana;
¢ —rotkva u prisustvu 1% filma hitozana i d-sveZe secena rotkva)

Ispitivanje sposobnosti rasta sojeva Listeria monocytogenes u majonezu u
prisustvu hitozana. U ovom delu rada koris¢en je komercijalno dostupan majonez
Polimark, kome je dodat hitozan u koncentraciji od 0,25 i 0,5%. Hitozan je prethodno
pripremljen rastvaranjem u 1% rastvoru sir¢etne kiseline. Inokulum je dodat u koli¢ini od 1

ml na 100 g majoneza.
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Broj prezivelih Listeria je odredivan homogenizovanjem 10 g majoneza u 90ml 2%
natrijum-citrata koji je zagrejan na vodenom kupatilu na 44°C. Jedan mililitar
odgovarajuceg razredenja je izliven u Pertri Solje a zatim je preko njega preliven rashladen
Palcam agar (Hi Media, Mumbai, India). Inkubacija je vrSena 24 h na 37°C. Majonez bez
dodatog hitozana koris¢en je kao kontrola.

Odredivanje pH vrednosti. pH vrednost uzoraka povréa skladistenih u prisustvu
filmova hitozana odredena je koriS¢enjem laboratorijskog pH metra (pH315i/set,
Nemacka).

Odredivanje u vodi rastvorljive suve materije. Suva materija rastvorljiva u vodi
kod uzoraka povrca skladistenih u prisustvu filmova hitozana odredena je upotrebom Abbe
refraktometra, na temperaturi od 20°C.

Senzorna analiza. Senzornu analizu povréa obavila je peto¢lana grupa treniranih
ocenjivaca, razli¢itih godina. Za ocenjivanje je koris¢en bod sistem analitickih
deskriptivnih testova sa skalom od 1 do 9 (Faria i Yotsuyanagi, 2002), gde svaka ocena
predstavlja odredeni nivo kvaliteta. Tako, najniza ocena 1 predstavlja proizvode sa
vidljivim nedostacima, koji su mnogo loSijeg kvaliteta od kontrole, ocena 5 je jednaka
kontroli a ocena 9 predstavlja izuzetna senzorna svojstva, odnosno optimalan kvalitet
proizvoda koji je bolji od kontrole.

Senzorna analiza povréa je obuhvatila ocenjivanje: svezine, boje, mirisa 1 ukusa
povréa. Svako navedeno svojstvo je ocenjeno ocenom od 1 do 9, a ispitivanje je vrSeno
svakog dana tokom Cetiri dana skladiStenja. Uzorci povréa su skladisteni u prisustvu
filmova hitozana, na 4°C. Uzorci povrca (40g), pojedinacno su izoSeni pred ocenjivace, u
staklenim Petri posudama. Svaki uzorak je pojedinacno upakovan u PVC vrecice 1 obelezen
odgovaraju¢im brojevima. Sveze seCeno povrée je sluzilo kao kontrola i pripremano je
svakog dana ispitivanja. Prikazane su srednje vrednosti senzornih ocena za kvalitet
ispitanih uzoraka povréa 1 izraunata je standardna devijacija.

StatistiCcka analiza. Broj ¢elija u uzorcima povrcéa odredivan je tri puta i odredena
je srednja vrednost tri merenja, izrazena u logig CFU/g. Rezultati su statisticki testirani
analizom varijanse (F-test) a srednja vrednost je poredena Studentovim t-testom na nivou

znacajnosti 0,05, uz upotrebu programa Microsoft Excel, 2007.
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Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti etarskih ulja i njihovih meSavina odredivan je
pre¢nik zona inhibicija. Odredena je srednja vrednost tri merenja, izrazena u mm. Dobijene
srednje vrednosti su poredene Studentovim t-testom na nivou znacajnosti 0,05.

F test sluzi da bi se utvrdilo da li je razlika izmedu varijansi dva uzorka znacajna.
IzraCunata F-vrednost uporedena je sa kriticnom vredno$c¢u; ukoliko je Fir > Fy nulta
hipoteza se odbacuje, tj. razlika koja se javlja izmedu standardnih devijacija ne moze biti
objasnjena samo uticajem slucajnih gresaka. U tom slucaju, kada je izracunata vrednost
parametra F veca od kriti¢ne, nulta hipoteza se odbacuje, tj. standardne devijacije dva seta
podataka su razli¢ite. Za uporedivanje srednjih vrednosti ova dva seta podataka, koriséen je
t-test za standardne devijacije koje se statisticki znacajno razlikuju.

Ukoliko je Fiz < Fy, nulta hipoteza se zadrzava, tj. razlika koja se javlja izmedu
standardnih devijacija je posledica sluc¢ajnih greSaka. Kada je izracunata vrednost
parametra F manja od kriticne, nulta hipoteza se zadrzava, tj. standardne devijacije dva seta
podataka su bliske. Za uporedivanje srednjih vrednosti ova dva seta podataka, koriscen je t-
test za bliske standardne devijacije.

Ukoliko je ti;r < t, nulta hipoteza se prihvata (Hp = 0), odnosno izmedu dva seta
podataka ne postoji znacajno velika razlika srednjih vrednosti. Ukoliko je ti; > ti, nulta
hipoteza se odbacuje (Ho # 0) odnosno, izmedu dva seta podataka postoji znacajno velika
razlika srednjih vrednosti.

U cilju odredivanja povezanosti izmedu ispitivanih bakterijskih sojeva, izraCunate
su vrednosti Pirsonovog koeficijenta korelacije (r). Testiranje znacajnosti koeficijenta
korelacije vrSeno je na nivou znacajnosti 0,05, upotrebom aproksimacije t-testa, za n-2
stepeni slobode, prema obrascu:

_rVn-2
vi-12

Izracunate vrednost t- testa su poredene sa tabliénim vrednostima. Pri tom, za tj; <

t

trap, NUlta hipoteza se prihvata (Ho = 0), odnosno koeficijent korelacije nije znacajan. AKo je

tizr > tiap, NUlta hipoteza se odbacuje (Ho # 0) odnosno, koeficijent korelacije je znacajan.
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5. REZULTATI
5.1. Antimikrobna aktivnosti etarskih ulja

Sva ispitivana etarska ulja pokazala su odgovaraju¢u antimikrobnu aktivnost.
Antimikrobna aktivnost etarskih ulja moze biti izrazena kao jaka, ako su ostvarene zone
inhibicije vece od 20 mm, umerena aktivnost ako su ostvarene zone inhibicije izmedu 12 i
20 mm i slaba aktivnost ako su zone inhibicije manje od 12 mm (Bendiabdellah i sar.,
2012). Rezultati dobijeni ispitivanjem antimikrobne aktivnosti etarskih ulja disk

difuzionom metodom prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Uticaj etarskih ulja na rast L. monocytogenes ATCC 19112 i
L. monocytogenes ATCC 19115

Etarsko ulje L.monocytogenes L.monocytogenes E.coli
ATCC 19112 ATCC 19115 ATCC 25922
Aritm.sred.+ SD” Aritm.sred.= SD* Aritm.sred.x SD*
Timijan 49,0 + 1,00 48,33 £0,58 37,67 £1,53
Lovor 14,33 + 0,58 20,33+ 2,52 22,66 + 1,53
Menta 22,33+ 0,58 27,33 +1,15 12,33 + 0,58
PerSun 8,67 + 0,58 8,67 + 1,53 17,00 + 1,00
Karanfili¢ 19,67 + 0,58 17,67 + 0,58 14,66 + 1,15
Bosiljak 22,00 + 1,00 27,66 + 1,52 14,00 + 1,00
Ruzmarin 20,66 + 1,52 25,00 + 1,00 12,33 + 0,58

“Vrednosti u tabeli su predstavljene u mm kao aritmeti¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna
devijacija

Iz prikazanih rezultata (Tabela 4), moze se zapaziti da etarska ulja timijana, lovora,
mente, bosiljka i ruzmarina pokazuju jaku antimikrobnu aktivnost prema soju L.
monocytogenes ATCC 19115, dok etarsko ulje karanfili¢a ispoljava umerenu antimikrobnu
aktivnost. Jaku antimikrobnu aktivnost prema soju L. monocytogenes ATCC 19112
ispoljila su etarska ulja timijana, mente, bosiljka i ruzmarina, dok etarska ulja karanfili¢a 1
lovora ispoljavaju umerenu antimikrobnu aktivnost. Etarsko ulje perSuna ispoljilo je slabu
antilisterijsku aktivnost na oba ispitivana soja, sa ostvarenim zonama inhibicije od 8,7 £ 0,6
za L. monocytogenes ATCC 19112 odnosno 8,7 £+ 1,5 za L. monocytogenes ATCC 19115.

Etarska ulja lovora, mente, bosiljka, ruzmarina, karanfilica i perSuna ispoljila su

bakteriostati¢nu aktivnost u koncentraciji od 10 pl / disku, dok etarsko ulje timijana ima
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baktericidnu aktivnost. Na osnovu rezultata iz Tabele 4 se moze zakljuciti da je najsnazniju
inhibitornu aktivnost pokazalo etarsko ulje timijana. Dobijene vrednosti za zone inhibicije
kod soja L. monocytogenes ATCC 19115 iznosile su 49 mm dok je kod soja L.
monocytogenes ATCC 19112 dobijena neSto manja vrednost od 48,3 mm. Iz dobijenih
rezultata se moze videti da izmedu ispitivanih sojeva L. monocytogenes ne postoji
statisticki znacajna razlika u osetljivosti prema etarskom ulju timijana.

Na osnovu rezultata koji su prikazani u Tabeli 4 moZe se videti da snaznu
antimikrobnu aktivnost prema ispitivanim bakterijskim sojevima, ispoljava i etarsko ulje
mente. U ovom slu¢aju soj L. monocytogenes ATCC 19115 ispoljio je vecu osetljivost od
soja L. monocytogenes ATCC 19112. Sa statistickom znac¢ajnoséu p<0,05 moze se tvrditi
da postoji statisti¢ki znacajna razlika u osetljivosti ispitivanih sojeva prema etarskom ulju
mente.

Etarsko ulje bosiljka kod soja L. monocytogenes ATCC 19112 ostvarilo je inhibiciju
od 22 mm dok je kod soja L. monocytogenes ATCC 19115 inhibicija iznosila 27,7 mm. | u
ovom slucaju se sa sigurnos¢u od 95 % moze tvrditi da postoji statisticki znacajna razlika u
osetljivosti ispitivanih sojeva prema etarskom ulju bosiljka.

Na osnovu rezultata koji su prikazani u Tabeli 4 moze se videti da je izrazenu
antimikrobnu aktivnost prema ispitivanim sojevima, ispoljilo i etarsko ulje ruzmarina.
Ostvarena zona inhibicije za soj L. monocytogenes ATCC 19115 iznosila je 25 mm u
poredenju sa sojem L. monocytogenes ATCC 19112 kod koga je postignuta inhibicija od
20,7 mm. Na osnovu dobijenih rezultata, sa sigurnos¢u od 95% se moze tvrditi da postoji
statisticki znacajna razlika u osetljivosti ispitivanih sojeva prema etarskom ulju ruzmarina.

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti etarskog ulja karanfilica ostvarene su zone
inhibicije od 19,7 mm za soj L. monocytogenes ATCC 19112 odnosno 17,7 mm za soj L.
monocytogenes ATCC 19115. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se sa sigurnos¢u od 95
% tvrditi da postoji statisticki znaCajna razlika u osetljivosti ispitivanih sojeva prema
etarskom ulju karanfilica.

Najslabiji inhibitorni efekat postignut je sa etarskim uljem perSuna kod oba

ispitivana bakterijska soja. Dobijene vrednosti zona inhibicije iznosile su 8,7 mm za oba
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ispitivana soja §to ukazuje da nema statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih sojeva u
osetljivosti prema etarskom ulju persSuna.

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4. moze se videti da skoro sve vrste
ispitivanih etarskih ulja imaju efikasnije dejstvo na L. monocytogenes u odnosu na E. coli.

Izuzetak je jedino etarsko ulje perSuna koje je pokazalo izraZeniju inhibiciju E. coli.

Rezultati dobijeni ispitivanjem razliitih meSavina etarskih ulja na rast sojeva

Listeria monocytogenes prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5. Uticaj meSavina razli¢itih etarskih ulja na L. monocytogenes ATCC 19112 i
L. monocytogenes ATCC 19115

Mesavina etarskih L.monocytogenes ATCC 19112 | L.monocytogenes ATCC 19115
ulja Aritm.sred.4 SD Aritm.sred.4 SD*
Timijan-Lovor 27,67 +0,58 25,33+ 1,15
Timijan-Ruzmarin 28,67 = 0,58 31,67 +0,58
Timijan-Bosiljak 47,33 £2,08 33,67 £1,53
Timijan-Menta 29,67 + 0,58 31,00 + 1,00
Timijan-Karanfili¢ 31,00 £ 1,00 28,33 + 0,58
Ruzmarin-Lovor 13,33+ 0,58 24,00 + 1,00
Ruzmarin-Bosiljak 13,00 + 0,58 14,33 + 0,58
Ruzmarin-Menta 18,33 £ 0,58 23,33+ 0,58
Ruzmarin-Karanfili¢”™ 18,67 £ 0,58 19,33 +1,53
Lovor-Bosiljak 13,67 £ 0,58 17,00 £ 1,00
Lovor-Menta 18,00 + 1,00 25,67 + 2,08
Lovor-Karanfili¢™ 13,33 + 0,58 13,67 + 0,58
Menta-Bosiljak 29,33 +1,53 24,67 + 0,58
Menta-Karanfili¢ 19,33 +£ 0,58 16,33 £ 0,58

“Vrednosti u tabeli su predstavljene u mm kao aritmeti¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna

gevijacija.

“Mesavine etarskih ulja kod kojih ne postoji statisticki znagajna razlika izmedu ispitivanih sojeva

Na osnovu dobijenih rezultata moze se uocCiti da sve meSavine etarskih ulja
ispoljavaju antimikrobnu aktivnost. Kod oba ispitivana soja L. monocytogenes najveca zona
inhibicije ostvarena je sa meSavinom etarskih ulja timijana i bosiljka. Sa sigurnos¢u od
95% moze se tvrditi da postoji statistiCki znacajna razlika u osetljivosti ispitivanih sojeva
prema ovoj mesavini etarskih ulja. Osim toga, i ostale meSavine etarskih ulja sa timijanom,
ispoljavaju znacajnu inhibitornu aktivnost na oba ispitivana soja. Na osnovu rezultata

prikazanih u Tabeli 5 moze se videti da je za meSavinu etarskih ulja timijana i ruzmarina
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kod soja L. monocytogenes ATCC 19115 zona inhibicije iznosila 31,7 mm, dok je kod soja
ATCC 19112 ostvarena vrednost od 28,7 mm. Sa sigurnos$¢u od 95% se moze tvrditi da
postoji statistiCki znacCajna razlika u osetljivosti ispitivanih sojeva prema kombinaciji
etarskih ulja timijana 1 ruzmarina. Znacajnu antimikrobnu aktivnost na rast soja L.
monocytogenes ATCC 19112 ispoljile su i meSavine etarskog ulja timijana i mente kao i
timijana i karanfilica. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja antimikrobne aktivnosti
Cistih etarskih ulja i njthovih meSavina moze se zakljuciti da dodatak etarskog ulja timijana
znaCajno povecava antimikrobnu aktivnost drugih ispitivanih ulja. Medutim, ni jedna
ispitivana kombinacija etarskih ulja nije doprinela povecanju antimikrobne aktivnosti
etarskog ulja timijana. Kod soja L. monocytogenes ATCC19115 najvece zone inhibicije
ostvarene su sa kombinacijom etarskih ulja: timijan — bosiljak, timijan - ruzmarin i timijan
— menta.

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5 moze se uociti da mesavina etarskih ulja
mente 1 bosiljka takode ispoljava znacajnu antimikrobnu aktivnost. Kod soja L.
monocytogenes ATCC 19112 zona inhibicije ostvarena sa ovom meSavinom etarskih ulja
iznosila je 29,3 mm dok je za soj L. monocytogenes ATCC 19115 dobijena vrednost od
24,7 mm. Izmedu ispitivanih bakterijskih sojeva utvrdena je statisticki znacajna razlika na
nivou p<0,05 u osetljivosti prema ovoj mesavini etarskih ulja.

Poredenjem zona inhibicije koje su dobijene za razli¢ite meSavine etarskih ulja 1
zona inhibicije koje su ostvarene sa Cistim etarskim uljima, mogu se dobiti odgovarajuci
procenti povecanja ili smanjenja zona inhibicije odgovaraju¢ih meSavina etarskih ulja. Na
osnovu izracunatih vrednosti moze se odrediti efikasnost meSavina prema ispitivanim
sojevima Listeria sp., u odnosu na Cista etarska ulja. Kod L. monocytogenes ATCC 19112,
najveci procenat povecanja zona inhibicije je ostvaren kod meSavine timijan - bosiljak
(115%), u odnosu na Cisto etarsko ulje bosiljka. Za meSavinu timijan - lovor poveéanje
zone inhibicije u odnosu na etarsko ulje lovora iznosi 93,5%. Kod L. monocytogenes ATCC
19115, najveéi procenat povecanja zona inhibicije postignut je sa meSavinom timijan-
karanfili¢ i iznosio je 60,3%, u poredenju sa Cistim etarskim uljem karanfilica. Za oba

ispitivana bakterijska soja, zone inhibicija koje su ostvarene sa meSavinama ruzmarin -
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bosiljak, ruzmarin - menta, lovor - bosiljak i lovor - karanfili¢ su manje od pojedinac¢nih

vrednosti zona inhibicija Cistih etarskih ulja.

5.2. Sposobnost rasta sojeva L. monocytogenes na povréu

5.2.1. Sposobnost rasta L. monocytogenes na kupusu i Sargarepi

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na sveze

seCenom kupusu, Sargarepi i njihovim razli¢itim mesavinama dati su u Tabeli 6 (Grafik 1).

Na pocetku ispitivanja utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu prose¢nog
broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u kupusu i $argarepi, kao i izmedu kupusa i
svih meSavina sa Sargarepom. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu
uzoraka same Sargarepe i meSavina pripremljenih od 50% kupusa i 50% Sargarepe kao i
mesavine od 30% kupusa i 70% Sargarepe.
Tabela 6. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZzem kupusu, Sargarepi i njihovim

mesSavinama (log;o CFU/Q)

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log;o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Kupus 4.80£0.02°  497£0.03  5.26+0.09°  550£0.04*  6.1020.1°  6.50+0.04* 6.70+0.02°
Sargarepa 3.7020.09"°  4,00%0.05"°  3.08x0.11°  2.36+0.32" ND ND ND
50% kupusa i 50% Sargarepe ~ 4.10£0.18°®  4.40£0.03°  3.78+0.18°°  3.28+0.07°  3.10x0.06° 2.90£0.15° 2.50£0.07"
30% kupusa i 70% Sargarepe  3.80£0.15°°!  4.10+0.11°"  3.15+0.13"¢  2.40+0.17*¢ ND ND ND

70% kupusa i 30% Sargarepe 4.60+0.04° 4.70+0.04° 4.60+0.03° 4.98+0.01°  5.48+0.02° 4.70+0.03°  4.40+0.04°

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se
detektovati.

Prosecan ukupan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u kupusu, nakon
24h skladistenja, bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prosecnog ukupnog broja
bakterija u svim meSavinama kupusa i Sargarepe. Za prvih 24h skladiStenja povrca, nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu prosecnog broja bakterija u Sargarepi i
mesavini od 30% kupusa i 70% Sargarepe.

Nakon dva dana skladistenja (48h) izmedu prosecnih vrednosti za broj bakterija L.

monocytogenes ATCC 19115 u kupusu, Sargarepi kao 1 svim meSavinama povréa utvrdena
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je statisticki znacajna razlika. Izmedu uzoraka Sargarepe i mesavina sa 30% kupusa i 70%
sargarepe i 50% kupusa i 50% Sargarepe, nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika.

Nakon treCeg dana skladistenja (72h) utvrdena je statisticki znacajna razlika
(p<0,05) izmedu prosecnog broja bakterija kod svih poredenih uzoraka osim za uzorke
Sargarepe 1 uzorke pripremljene od 30% kupusa i 70% Sargarepe kod kojih nije utvrdena
statisticki znacajna razlika. Za narednih 96h odnosno 120h utvrdena je statisticki znacajna
razlika na nivou p<0,05 za sve poredene uzorke povréa.

Iz rezultata prikazanih na Grafiku 1. moZze se uociti da sveZze seCeni kupus
predstavlja dobar supstrat za rast L. monocytogenes ATCC 19115. Pocetni broj ovih
bakterija za vreme od 144h skladiStenja uvecao se za 1,9 log;o CFU/g. Za razliku od
kupusa, sveze seCena Sargarepa ispoljava inhibitorni efekat koji se manifestuje smanjenjem
pocetnog broja Listeria sp., pri ¢emu se nakon 4. dana skladiStenja, na temperaturi od 4°C,

viSe nije moglo detektovati prisustvo ovih bakterija u uzorcima Sargarepe.

P—*\_\ R

\I i |

24 48 72 96 120 144
Vreme (h)

Broj ¢elija log,, CFU/g
O P N W b~ O1 O N 0

o

== Kupus = Sargarepa
50%kupusa i 50% Sargarepe  =>e=30%kupusa i 70% Sargarepe
==ie=70% kupusa i 30% Sargarepe

Grafik 1. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe secenom

kupusu, Sargarepi i njihovim razli¢itim mesavinama

Upotrebljena meSavina povréa koja se sastoji od 70% kupusa i 30% Sargarepe U

poredenju sa samim kupusom omogucila je smanjenje bakterijske populacije od 2,3 logi
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CFU/g u toku 144h skladiStenja na temperaturi od 4°C. Na nivou znacajnosti 0,05, sa
sigurnos¢u od 95% moze se tvrditi da je ostvarena razlika statisticki znacajna. Kod
mesavine povréa koja se sastojala od 50% kupusa i 50% Sargarepe, za isti period
skladiStenja, uoceno je smanjenje bakterijske populacije od 4,2 log;o CFU/g, u poredenju sa
samim kupusom koji je sluzio kao kontrolni uzorak. Kod ove kombinacije sveze secenog
povréa moze se ve¢ nakon 48h skladiStenja uociti smanjenje od 1,5 log;o CFU/g u
poredenju sa Cistim kupusom. Ovakav opadajuci trend bakterijske populacije uocava se sve
do kraja ispitivanja. Smanjenje brojnosti populacije ispitivanog soja L. monocytogenes
ATCC 19115 veée od 5 logip CFU/g u poredenju sa samim kupusom, uo¢ava se kod uzorka
koji se sastoji od 30% kupusa i 70% Sargarepe za period od 96h. Na nivou znacajnosti 0,05
i sa sigurno$¢u od 95%, moze se tvrditi da postoji statisticki znacajna razlika u brojnosti
populacije ispitivanog bakterijskog soja, kod svih meSavina kupusa i Sargarepe u poredenju
sa kupusom (kontrola). Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 1), moze se zapaziti da
dodatak Sargarepe u koncentraciji od 50% u kupus, zna¢ajno smanjuje prosecan broj L.
monocytogenes ATCC 19115 u ovom povréu. Vrednosti korelacionog koeficijenta (r = -
0,96) ukazuju da izmedu ispitivanih uzoraka kupusa i meSavine sa 50% kupusa i 50%
Sargarepe postoji jaka negativna zavisnost. Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije
utvrdeno je da na ponaSanje soja L. monocytogenes ATCC 19115 znacajno uti¢e dodatak
50% Sargarepe, u poredenju sa samim kupusom. Izmedu uzoraka kupusa 1 mesavine koja se
sastoji od 30% kupusa i 70% Sargarepe utvrdena je jaka negativna zavisnost (r = - 0,94).
Ovi uzorci se znacajno razlikuju na nivou znacéajnosti 0,05. Dodatak Sargarepe Kupusu, u
koncentraciji od 30%, nije znacajno uticao na smanjenje prosecnog broja L. monocytogenes
ATCC 19115 u kupusu.

Odredivanjem vrednosti korelacionog koeficijenta (r = - 0,94) za rast ispitivanog
soja L. monocytogenes ATCC 19115 na kupusu i Sargarepi utvrdena je jaka negativna
korelacija na nivou znacajnosti 0,05.

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 1), moze se uociti da dodatak kupusa
Sargarepi, u koncentraciji od 30% ne utiCe znacajno na inhibitornu aktivnost same
Sargarepe. Kod uzoraka Ciste Sargarepe i mesavine koja se sastoji od 30% kupusa i 70%

Sargarepe ve¢ nakon Cetiri dana skladiStenja nije se moglo detektovati prisustvo L.
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monocytogenes ATCC 19115. Vrednost korelacionog koeficijenta za ove uzorke (r = 0.99),
pokazuje da izmedu njih postoji jaka pozitivna zavisnost. Utvrdena razlika u ponasanju soja
L. monocytogenes ATCC 19115 na Sargarepi i meSavini koja se sastoji od 30% kupusa i
70% Sargarepe, je statisticki znacajna, na nivou znacajnosti 0,05.

Izmedu uzoraka Sargarepe i meSavine koja se sastoji od 70% kupusa i 30%

Sargarepe utvrdena je slaba pozitivna povezanost (r = 0.08).

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe

seCenom kupusu i Sargarepi i njihovim razli¢itim meSavinama prikazani su u Tabeli 7

(Grafik 2).

Tabela 7. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZem kupusu, Sargarepi i njihovim

meSavinama (log;o CFU/qg)

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,o CFU/g)

Tretman
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Kupus 5.30+0.09°  5.60+0.04° 5.90+0.02° 6.30£0.07%° 7.10+0.07%° 8.10+0.04*°  8.40+0.09°
Sargarepa 3.70+0.10°  3.60+0.08° 3.70+0.13°  3.90+0.05° 3.40+0.09° 2.17+0.11° 1.30+0.24°
50% kupusa i
50% Sargarepe  5.00+#0.11°  5.30+0.05° 5.40+0.09° 5.80+0.10° 550+0.08° 5.50+0.04° 5.37+0.04°
30% kupusa i

70% Sargarepe  4.10+0.08°  4.40+0.06°  4.40+0.09° 4.90+0.15" 4.80+0.21°  4.60+0.06°  4.30+0.13°
70% kupusa sa
30% Sargarepe  5.10+0.06°° 5.40+0.08°° 5.70+0.06° 6.05+0.07° 6.50+0.01° 6.30+0.05°  6.40+0.08°
Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05),
ND — ne moze se detektovati.

Na pocetku ispitivanja utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu
prosecnog ukupnog broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u uzorcima kupusa i
Sargarepe, kao i izmedu svih pripremljenih meSavina povréa (uzorci sa 30% kupusa i 70%
Sargarepe, 50% kupusa sa 50% Sargarepe, i 70% kupusa sa 30% Sargarepe). Izmedu
prose¢nog ukupnog broja bakterija u uzorcima koji su pripremljeni sa 50% kupusa i 50%
Sargarepe kao 1 70% kupusa sa 30% Sargarepe nije utvrdena statisticki znacajna razlika na
nivou p<0,05. Prosecan ukupan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u kupusu, na
pocetku ispitivanja, bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prosecnog ukupnog broja
bakterija u Sargarepi, kao i u svim ispitivanim meSavinama kupusa i Sargarepe. Izmedu svih
ispitivanih uzoraka povréa, utvrdena je statisticki znacajna razlika na nivou p<0,05, nakon

prvog dana skladiStenja.
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Nakon drugog dana skladistenja (48h) utvrdena je statisticki znacajna razlika na
nivou p<0,05, izmedu svih ispitivanih uzoraka. Ovakav trend zadrzan je do kraja
ispitivanja.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se uociti da sveze seCeni kupus pruza veoma
povoljne uslove za rast i razvice L. monocytogenes ATCC 19112, ¢iji se pocetni broj nakon
Sest dana skladistenja na temperaturi od 4°C povecao za 3,1 logi;p CFU/g. Sveze seCena
Sargarepa ispoljava antilisterijski efekat na rast soja L. monocytogenes ATCC 19112, sto je
registrovano smanjenjem pocetnog broja bakterija nakon Cetvrtog dana skladiStenja na
temperaturi od 4°C.

Izmedu uzoraka Sargarepe i kupusa, za soj L. monocytogenes ATCC 19112,
utvrdena je jaka negativna povezanost (r = - 0.88), pri ¢enu se uzorci statisticki znacajno

razlikuju na nivou znacajnosti 0,05.
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Grafik 2. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe se¢enom
kupusu, Sargarepi i njihovim razli¢itim meSavinama

Upotrebljena meSavina povréa koja se sastoji od 50% kupusa 1 50% Sargarepe
ispoljila je takode inhibitorni efekat na rast soja L. monocytogenes ATCC 19112. Ova

kombinacija svezeg povréa, nakon 96h skladiStenja, ostvarila je smanjenje vece od 1,5 logio
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CFU/g u poredenju sa ¢istim kupusom. Ukupno smanjenje brojnosti populacije za period
od 6 dana iznosilo je 3 logio CFU/g, u poredenju sa uzorkom samog kupusa. Na nivou
znacajnosti 0,05, moze se tvrditi da je ostvarena razlika statisticki znacajna.

Kod meSavine povrca koja je pripremljena od 30% kupusa 1 70% Sargarepe uoceno
je smanjenje broja bakterija od 1,5 logip CFU/g u poredenju sa Cistim kupusom veé nakon
48h skladistenja (Grafik 2). Ukupno smanjenje ispitivane bakterijske populacije, za
kombinaciju povréa koja se sastojala od 30% kupusa i 70% Sargarepe, u vremenu od 144h
iznosilo je 4,1 log;o CFU/g u poredenju sa uzorkom kupusa. Na osnovu statisticke analize,
moze se tvrditi da postoji statisticki znacajna razlika u brojnosti populacije ispitivanog soja
bakterija u uzorcima Sargarepe i svim upotrebljenim kombinacijama povr¢a. Kod soja L.
monocytogenes ATCC 19112 ni jedna od upotrebljenih meSavina kupusa i Sargarepe nije u
potpunosti inhibirala rast ovih bakterija.

Vrednost korelacionog koeficijenta (r = 0.99), za rast L. monocytogenes ATCC
19115 i L. monocytogenes ATCC 19112 na kupusu, ukazuje da izmedu ispitivanih sojeva
postoji jaka pozitivna zavisnost. Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno
je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti
0,05.

Vrednost korelacionog koeficijenta (r = 0.68), za rast L. monocytogenes ATCC
19115 i L. monocytogenes ATCC 19112 na Sargarepi, ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva
postoji srednja pozitivna zavisnost, pri konstantnoj temperaturi od 4°C. Ispitivanjem
znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisticki znafajna razlika

izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.

5.2.2. Sposobnost rasta L. monocytogenes na Sargarepi i rotkvi

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na svezZe
secenoj rotkvi i Sargarepi i njihovim razli¢itim meSavinama prikazani su u Tabeli 8 (Grafik
3).

Na pocetku ispitivanja, nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu prose¢nog

ukupnog broja L. monocytogenes ATCC 19115 u crnoj rotkvi i svim uzorcima sa dodatom
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Sargarepom. Prosecan broj bakterija u Sargarepi, bio je statisticki znacajno veéi (p<0,05) od
prosecnog ukupnog broja bakterija u svim ispitivanim mesavinama povréa. Ukupan broj
ispitivane bakterijske vrste u uzorcima crne rotkve smanjivao se pocevsi od nultog dana do

Cetvrtog dana (96h), kada se viSe nije mogao detektovati u uzorcima ovog povrcéa.

Tabela 8. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZoj Sargarepi, crnoj rotkvi i

njihovim mesavinama (log;p CFU/Q)

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,o CFU/Q)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Crna rotkva 5.00+£0.05*  4.40+0.04*° 4.00+0.05*  2.90+0.01° ND ND ND
Sargarepa 5.20+0.02°  5.65+0.04" 5.82+0.03° 5.20+0.06° 3.30+0.04° 2.20+0.07° 1.30+0.24°
50% rotkve i 50% Sargarepe  5.00+0.03*°  5.00+0.06° 4.80+0.03°  4.40£0.04° 2.80£0.03° 1.40%0.10° ND
30% rotkve i 70% Sargarepe  5.00£0.06°  4.90+0.04° 4.80+0.07°° 4.50+0.05° 3.00+0.05 1.60+0.11¢ ND
70% rotkve i 30% Sargarepe  4.90 £0.03*¢  4.13+0.14°  4.1440.05°  3.90£0.02° 2.20+0.08°  0.80+0.70° ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05),
ND — ne moZe se detektovati.

Izmedu prosecnog ukupnog broja bakterija kod svih uzoraka povréa utvrdena je
statisticki znacajna razlika na nivou p < 0,05, nakon 24h skladistenja.

Izmedu prose¢nog ukupan broja ispitivane bakterijske vrste za sve uzorke povréa
osim meSavine pripremljene sa 30% rotkve 1 70% Sargarepe 1 meSavine sa 50% rotkve 1
50% Sargarepe, utvrdena je statisticki znaCajna razlika na nivou p<0,05, nakon 48h
skladiStenja.

Za vremenski period skladiStenja od 72h, odnosno 96h utvrdena je statisticki
znaCajna razlika izmedu svih ispitivanih uzoraka povréa. Nakon 144h skladiStenja
ostvarena je potpuna inhibicija ispitivane bakterijske vrste u svim uzorcima povrca koji su
pripremljeni sa crnom rotkvom.

Iz rezultata prikazanih na Grafiku 3. moze se zakljuciti da sveze seCena crna rotkva
pokazuje snazniju antimikrobnu aktivnost od Sargarepe. U toku prvih 48h skladistenja, crna
rotkva izaziva smanjenje pocetnog broja L. monocytogenes ATCC 19115 priblizno oko 1
logio CFU/g, dok je potpuna inhibicija ispitivanog soja ostvarena nakon 96h. Smanjenje
prosecnog broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u uzorku crne rotkve iznosilo je
2,3 logio CFU/g, za period od 72h, u poredenju sa uzorkom Sargarepe. Na nivou znacajnosti

0,05, moze se tvrditi da je ostvarena razlika statisticki znac¢ajna.
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Grafik 3. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe secenoj rotkvi,
Sargarepi i njihovim razli¢itim meSavinama

Iz rezultata prikazanih na Grafiku 3, moze se zapaziti da sve upotrebljene mesavine
rotkve 1 Sargarepe takode pokazuju inhibitorni efekat na razvi¢e ovog soja bakterija.
NajizraZeniju antimikrobnu aktivnost ispoljila je meSavina povréa koja se sastoji od 70%
rotkve 1 30% Sargarepe kod koje se ve¢ u toku prvih 24 h skladiStenja, postize smanjenje
brojnosti populacije L. monocytogenes ATCC 19115 od 1,5 logio CFU/g u poredenju sa
uzorkom same Sargarepe. SmeSa povrca pripremljena od 50% crne rotkve 1 50% Sargarepe,
na temperaturi od 4°C, za vreme od 120h (5 dana) izazvala je smanjenje pocetnog broja L.
monocytogenes ATCC 19115 od 3,6 log;o CFU/g, u poredenju sa smanjenjem od 3 logio
CFU/g koje je zabeleZzeno u uzorcima same $argarepe. Sa sigurno$¢u od 95%, moze se
tvrditi da dodatak rotkve u Sargarepu u koncentraciji od 50% znacajno doprinosi smanjenju
ovog bakterijskog soja, u poredenju sa samom Sargarepom. Smesa povréa pripremljena od
30% crne rotkve i 70% Sargarepe, na temperaturi od 4°C, za vreme od 120 h (5 dana)
izazvala je smanjenje pocetnog broja L. monocytogenes ATCC 19115 od 3,3 log;g CFU/g,
u poredenju sa smanjenjem od 3 log;o CFU/g koje je zabelezeno u uzorcima same
Sargarepe. Moze se videti da dodatak rotkve Sargarepi u koncentraciji od 30% znacajno

doprinosi smanjenju ovog bakterijskog soja (p<0,05), u poredenju sa samom Sargarepom.
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Kod svih upotrebljenin mesSavine rotkve i1 Sargarepe ostvarena je potpuna inhibicija

ispitivanog bakterijskog soja nakon 144h skladiStenja na 4°C.

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveze
seCenoj Sargarepi i crnoj rotkvi i njihovim razli¢itim meSavinama prikazani su u Tabeli 9
(Grafik 4).

Na pocetku ispitivanja, utvrdena je statisticki znacajna razlika na nivou p<0,05
izmedu prose¢nog ukupnog broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u rotkvi i
Sargarepi 1 svim ispitivanim uzorcima povréa. Ukupan broj bakterija L. monocytogenes
ATCC 19112 je opadao pocevsi od nultog dana do 120h (5. dan) kada se viSe nije mogao
detektovati u uzorcima crne rotkve. Nakon prvih 24h skladistenja, nije utvrdena statisticki
znacajna razlika, izmedu prose¢nog broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
uzorcima pripremljenim sa 30% rotkve i 70% Sargarepe i uzorcima pripremljenim sa 50%
rotkve 1 50% Sargarepe.

Tabela 9. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZoj Sargarepi, crnoj rotkvi i

njihovim mesavinama (log;p CFU/Q)

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log;o CFU/g)

Tretman

0Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Crna rotkva 4.60£0.06°  3.87+0.09°  3.30£0.10°  2.90+0.10°  1.70+0.19° ND ND
Sargarepa 490+0.09°  502+0.13°  5.13+0.06° 5.30+0.07°  4.90+0.06" 3.68+0.09° 2.80%0.07"
50% rotkve i 50% Sargarepe  4.70+0.04°°  4.30+0.12°  4.05+0.06°  3.80+0.08°  3.48+0.08° 2.06+0.10° ND
30% rotkve i 70% 3argarepe  4.80+0.08*°¢  4.40+0.08°®  4.35+0.07"  4.27+0.06° 3.60+0.11°°  2.27+0.08" ND
70% rotkve i 30% Sargarepe  4.50+0.05*¢  4.10+0.13*%°  3.40+0.08*¢  2.90+0.05*°  1.90+0.11%° ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se
detektovati.

Nakon 48h skladiStenja, utvrdena je statisticki znacajna razlika prose¢nog broja
bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 izmedu svih uzoraka povréa.

Sposobnost rasta soja L. monocytogenes ATCC 19112 na sveze seenoj Sargarepi,
crnoj rotkvi i njihovim razli¢itim meSavinama prikazana je na Grafik 4. Iz prikazanih
rezultata moZe se videti da je Sargarepa povoljniji supstrat za razvoj ovog bakterijskog soja,
u poredenju sa crnom rotkvom. Razlika u brojnosti populacije L. monocytogenes ATCC
19112 izmedu Sargarepe i crne rotkve za prvih 24h skladiStenja iznosila 1,3 log;o CFU/qg,
odnosno 1,8 log;o CFU/g za 48h. Na nivou znacajnosti 0,05 moze se tvrditi da je utvrdena
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razlika statisticki znacajna. Najsnazniju inhibitornu aktivnost ispoljava cista rotkva. Za
period od 24h, 48h i 72h pocetni broj ispitivanog soja bakterija smanjio se za 0,7 logio
CFU/g, 1,3 log;o CFU/g odnosno 1,7 logio CFU/g u uzorcima crne rotkve. Potpuna
inhibicija ispitivanog soja postignuta je sa rotkvom za 120h. Sli¢nu aktivnost ispoljila je i
mesavina povréa pripremljena od 70% rotkve i 30% Sargarepe.

Smesa povréa pripremljena od 50% crne rotkve i 50% Sargarepe, na temperaturi od
4°C, za vreme od 120h (5 dana) izazvala je smanjenje pocetnog broja L. monocytogenes
ATCC 19112 od 2,6 logip CFU/g, u poredenju sa smanjenjem od 1,2 logio CFU/g koje je
zabelezeno u uzorcima same Sargarepe. Sa sigurnosSéu 95%, moze se tvrditi da dodatak
rotkve Sargarepi u koncentraciji od 50% moze znacajno da doprinese smanjenju ovog

bakterijskog soja, u poredenju sa samom Sargarepom.
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Grafik 4. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe secenoj rotkvi,
Sargarepi i njihovim razli¢itim meSavinama

Smesa povréa pripremljena od 30% crne rotkve i 70% Sargarepe, na temperaturi od

4°C, za vreme od 120h (5 dana) izazvala je smanjenje pocetnog broja L. monocytogenes

ATCC 19112 od 2,5 logip CFU/g, u poredenju sa smanjenjem od 1,2 logig CFU/g koje je

zabeleZeno u uzorcima same Sargarepe. Sa sigurno$¢u od 95% se moze tvrditi da dodatak

rotkve u Sargarepu, U koncentraciji od 30%, znacajno doprin0Si Smanjenju ovog
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bakterijskog soja. Kod meSavine povréa koja je pripremljena sa 30% odnosno 50% crne
rotkve, potpuna inhibicija L. monocytogenes ATCC 19112 je postignuta nakon 144h
skladiStenja.

Vrednost korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na rotkvi (r = 0.95), ukazuje da izmedu ispitivanih sojeva
postoji jaka pozitivna zavisnost. Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno
je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou zna¢ajnosti

0,05.

5.3. Sposobnost rasta sojeva L. monocytogenes na povréu u prisustvu omotaca
hitozana

5.3.1. Sposobnost rasta L. monocytogenes na rotkvi u prisustvu omotaca hitozana

Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti rasta L. monocytogenes ATCC 19115 u
sveze secenoj €rnoj rotkvi u prisustvu omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5%
i 1% prikazani su u Tabeli 10 (Grafik 5).
Tabela 10. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seenoj crnoj rotkvi u

prisustvu omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i 1%

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,o CFU/g)

Tretman
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h

Crna rotkva 4.60+0.10° 4.00+0.11%  3.50+0.07*  2.70+0.09° ND ND ND
1% sir¢etna kiselina 4.60+0.08*%¢  2.73+0.04° 1.50+0.15" ND ND ND ND
1% mleéna kiselina 4.60£0.05*"¢  3.10+0.13°°  2.30+0.12° 0.80+0.70° ND ND ND
0,25% hitozan sa siréetnom

kiselinom 2.60+0.03¢ ND ND ND ND ND ND
0,25% hitozan sa mle¢nom

Kiselinom 2.70+0.02° ND ND ND ND ND ND
0,5% hitozan sa sir¢etnom

Kiselinom 2.00+0.11f ND ND ND ND ND ND
0,5% hitozan sa mle¢nom

Kiselinom 2.20+0.07¢ ND ND ND ND ND ND
1% hitozan sa siréetnom

kiselinom 1.50+0.15" ND ND ND ND ND ND
1% hitozan sa mleénom

kiselinom 1.70+0.09" ND ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se
detektovati.
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Prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115, u uzorcima Kkoji su tretirani
1% hitozanom pripremljenim sa siretnom kiselinom bio je statisticki znacajno manji (p
<0,05) od prose¢nog broja bakterija u kontrolnom uzorku u nultom trenutku ispitivanja, i
iznosio je 3,1 log;p CFU/g. Razlika u proseénom broju ispitivanih bakterija izmedu
kontrolnog uzorka rotkve i uzorka koji je tretiran 1% hitozanom pripremljenim sa mle¢nom
kiselinom iznosila je 2,9 log;o CFU/g na pocetku ispitivanja. Ova razlika je statisticki
znacajna na nivou p<0,05.

Za uzorke koji su tretirani 0,5% hitozanom, smanjenje prose¢nog broja L.
monocytogenes ATCC 19115 je u poredenju sa kontrolom iznosilo 2,6 log;o CFU/g za
omotafe pripremljene sa siréetnom kiselinom, odnosno 2,4 log;o CFU/g za omotace
pripremljene sa mlecnom kiselinom. Prosean broj bakterija u kontrolnom uzorku crne
rotkve 1 u uzorcima tretiranim 0,5% hitozanom statisticki se zna€ajno razlikovao na nivou
znacajnosti p<0,05, na pocetku ispitivanja.

Prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115, u uzorcima Koji su tretirani
0,25% hitozanom pripremljenim sa siretnom kiselinom bio je statisticki znacajno manji (p
<0,05) od prose¢nog broja bakterija u kontrolnom uzorku na pocetku ispitivanja, i iznosio
je 2 logip CFU/g. Razlika u prose¢nom broju ispitivanih bakterija izmedu kontrolnog
uzorka rotkve i uzorka koji je tretiran 0,25% hitozanom pripremljenim sa mle¢nom
kiselinom iznosila je 1,9 logip CFU/g na pocetku ispitivanja.

Nakon 24h skladiStenja, prosecan broj ispitivane bakterijske vrste se nije mogao
detektovati ni u jednom uzorku rotkve sa dodatkom hitozana. Sama rotkva, bez dodatog
hitozana u potpunosti je inhibirala L. monocytogenes ATCC 19115 za 96h skladistenja.

Iz rezultata prikazanih na Grafiku 5, moze se videti da brojnost populacije L.
monocytogenes ATCC 19115 veoma brzo opada u kontrolnom uzorku rotkve. Dodatak
sir¢etne ili mle¢ne kiseline takode doprinosi smanjenju broja ispitivanog mikroorganizma,
u poredenju sa kontrolom. Izmedu svih uzoraka kojima su dodate organske kiseline i
kontrole (rotkva) postoji statisticki znacajna razlika.

Sve upotrebljene koncentracije hitozana omogucile su inaktivaciju L.
monocytogenes ATCC 19115 u crnoj rotkvi, jer se ve¢ nakon 24h od dodatka hitozana,

ispitivani soj bakterija nije mogao detektovati u ovom povréu. Ovakav trend je zadrzan
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tokom celog perioda ispitivanja od 120h. Najvece smanjenje je uoc¢eno kod uzoraka kojima
je dodat 1 % hitozan pripremljen sa sir¢etnom kiselinom. Ova koncentracija hitozana u
poredenju sa kontrolnim uzorkom rotkve Kkoji nije tretiran hitozanom, izaziva smanjenje
pocetnog broja Listeria za 3,1 log;o CFU/g. Na nivou znacajnosti 0,05 i sa verovatno¢om
od P>95% moze se tvrditi da je ova razlika statisti¢ki znacajna.

Kod uzoraka kojima je dodat 1% hitozan pripremljen sa mle¢nom kiselinom, moze
se uociti da je brojnost populacije ispitivanih bakterija smanjena u neSto manjem iznosu u
poredenju sa istom koncentracijom hitozana pripremljenog sa sir¢etnom kiselinom.
Medutim, ova razlika nije bila statisticki znacajna. Hitozan u koncentraciji od 0,5% koji je
pripremljen sa sir¢etnom kiselinom izaziva smanjenje pocCetnog broja L. monocytogenes
ATCC 19115 od 2,6 logip CFU/g dok ista koncentracija hitozana sa mle¢nom kiselinom
izaziva smanjenje od 2,4 log;o CFU/g. Na nivou znacajnosti 0,05 i sa verovatno¢om od
95% moze se tvrditi da postoji statisticki znacajna razlika izmedu svih upotrebljenih

koncentracija hitozana koji su pripremljeni sa sir¢etnom odnosno mle¢nom kiselinom.
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Grafik 5. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 u crnoj rotkvi u

prisustvu omotaca sa razlic¢itim koncentracijama hitozana
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Najmanja vrednost inhibicije rasta L. monocytogenes ATCC 19115 ostvarena je sa
0,25% hitozanom. Pri tom, 0,25% hitozan pripremljen sa siréetnom kiselinom odmah
nakon dodatka u povrée izaziva smanjenje pocetnog broja bakterija od 2 log;o CFU/g, dok
je za hitozan sa mle¢nom kiselinom ovo smanjenje iznosilo 1,9 logig CFU/g.

Poredenjem dobijenih vrednosti smanjenja broja L. monocytogenes ATCC 19115 za
iste koncentracije hitozana koje su pripremljene sa razli¢itim vrstama organskih kiselina

utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika na nivou p<0,05.

Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti rasta L. monocytogenes ATCC 19112 u

sveze secenoj rotkvi u prisustvu omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% 1 1%

prikazani su u Tabeli 11 (Grafik 6).

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 11. utvrdeno je da se prosecan broj
bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u sveze se¢enoj crnoj rotkvi (kontrola), znac¢ajno
razlikuje na nivou p<0,05, od svih ispitivanih uzoraka koji su tretirani hitozanom.

Tabela 11. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe seCenoj crnoj rotkvi u

prisustvu omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i 1%

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,, CFU/q)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h  144h
Crna rotkva 4.40+0.09° 3.73+0.05% 3.10+0.12* 2.80+0.05* 1.53+0.06° ND ND
1% siréetna kiselina 4.40+0.06*® 2.70+0.05° 1.90+0.13° 0.80+0.70°¢ ND ND  ND
1% mleéna kiselina 4.4010.06*°  3.02+0.16° 2.40+0.10° 1.40+0.11°° ND ND ND
0.25% hitozan sa
siréetnom kiselinom 2.60+0.03° ND ND ND ND ND  ND
0.25% hitozan sa
mle¢nom kiselinom 2.80+0.02¢ ND ND ND ND ND ND
0.5% hitozan sa
siréetnom kiselinom 2.00+0.11° ND ND ND ND ND ND
0.5% hitozan sa mle¢nom
kiselinom 2.20+0.12f ND ND ND ND ND ND
1% hitozan sa siréetnom
kiselinom 1.60+0.24%" ND ND ND ND ND ND
1% hitozan sa mle¢nom
kiselinom 1.80+0.10%" ND ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeti¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se

detektovati

Iz prikazanih rezultata (Grafik 6), moze se uociti da sveze seCena rotkva izaziva

smanjenje pocetnog broja L. monocytogenes ATCC 19112 od 0,7 logio CFU/g za 24h
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odnosno 1,3 logip CFU/g za 48h. Dodatak 1% siréetne ili 1% mle¢ne kiseline znacajno je
doprineo smanjenju poc¢etnog broja bakterija u ovom povréu. Na osnovu statisticke analize,
sa sigurnoS¢u P>95% moze se tvrditi da postoji statisticki znafajna razlika izmedu
kontrolnog uzorka (rotkva) i uzoraka kojima su dodate ove organske kiseline.

Izmedu svih uzoraka kojima je dodat hitozan u razli¢itim koncentracijama i
kontrolnog uzorka rotkve postoji statisticki znacajna razlika. Sa sigurnoséu od 95% se
moze tvrditi da sve upotrebljene koncentracije hitozana, bez obzira na tip organske kiseline
koja je upotrebljena kao rastvaraC, znacajno uti¢u na inhibiciju soja L. monocytogenes
ATCC 19112 u sveze secenoj rotkvi. Odmah nakon dodatka 1% hitozana koji je
pripremljen sa sir¢etnom kiselinom ostvareno je smanjenje brojnosti bakterijske populacije
od 2,8 log;o CFU/g, dok kod 1% hitozana koji je pripremljen sa mle¢nom kiselinom, ovo

smanjenje iznosi 2,6 logyo CFU/g.
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Grafik 6. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 u crnoj rotkvi u

prisustvu omotaca sa razlic¢itim koncentracijama hitozana

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 6), moze se uociti da hitozan u koncentraciji
od 1% uspesno inhibira rast ispitivanog bakterijskog soja tokom celog perioda ispitivanja
(120h). Kod 0,5% hitozana koji je pripremljen sa sir¢etnom kiselinom, smanjenje brojnosti

populacije odmah na pocetku ispitivanja je iznosilo 2,4 log;o CFU/g, dok je kod 0,5%
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hitozana sa mle¢nom kiselinom utvrdeno smanjenje pocetnog broja Listeria od 2,2 logio
CFU/g. Primenjene koncentracije hitozana od 0,5% takode su uspeSno inhibirale rast
ispitivanog soja Listeria tokom celog perioda ispitivanja (120h).

Najmanja vrednost inhibicije rasta L. monocytogenes ATCC 19112 ostvarena je sa
0,25% hitozanom. Pri tom, 0,25% hitozan pripremljen sa siréetnom kiselinom odmah
nakon dodatka u povrée izazvao je smanjenje pocetnog broja bakterija od 1,8 log;o CFU/g,
dok je za hitozan sa mle¢nom kiselinom ovo smanjenje iznosilo 1,6 logio CFU/g.

Poredenjem dobijenih vrednosti smanjenja broja L. monocytogenes ATCC 19112 za
iste koncentracije hitozana koje su pripremljene sa razli¢itim vrstama organskih kiselina

utvrdeno je da postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika na nivou p<0,05.

5.3.2. Sposobnost rasta L. monocytogenes na $argarepi u prisustvu omotaca hitozana

Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti rasta L. monocytogenes ATCC 19115 u
sveze seCenoj Sargarepi u prisustvu omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i

1% prikazani su u Tabeli 12 (Grafik 7).

Tabela 12. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe sefenoj Sargarepi u prisustvu

omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i 1%

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,, CFU/g)

Tretman
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

Sargarepa 5.20+0.04°  5.30+0.08% 5.10+0.05° 4.40+0.04* 2.90+0.03*  2.00+0.11%
1% siréetna kiselina 5.204+0.04*°  4.20+0.10° 3.60+0.04° 2.60+0.03" 1.80+0.10°  1.30+0.24°
1% mlecna kiselina 5.20+0.06*°¢  4.50+0.07° 4.10+0.10° 3.20+0.06° 2.40+0.08°  1.80+0.07°
0,25% hitozan sa

sir¢etnom kiselinom 3.30+0.08¢ ND ND ND 0.70£0.60°  1.20+0.17¢
0,25% hitozan sa

mle¢nom kiselinom 3.50+0.05° ND ND ND 1.004+0.00°  1.40+0.10°
0,5% hitozan sa

siréetnom kiselinom 2.70+0.02f ND ND ND ND 0.80+0.00f
0,5% hitozan sa

mlecnom Kiselinom 2.90+0.03¢ ND ND ND 0.70+0.60%"  1.00+0.00°
1% hitozan sa siréetnom

Kiselinom 2.00£0.12" ND ND ND ND ND

1% hitozan sa mle¢nom

Kiselinom 2.20+0.08" ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeti¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se
detektovati.
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Na pocetku ispitivanja utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u
ukupnom broju L. monocytogenes ATCC 19115 izmedu uzoraka sveze seene Sargarepe i
uzoraka kojima su dodate organske kiseline. ProseCan broj ispitivane bakterijske vrste u
svim uzorcima koji su tretirani hitozanom bio je statisticki znacajno manji (p<0,05) od
kontrolnog uzorka Sargarepe koji nije tretiran hitozanom.

Iz prikazanih rezultata (Grafik 7), moze se zapaziti da sama sveze seCena Sargarepa
izaziva smanjenje pocetnog broja L. monocytogenes ATCC 19115 od 3,2 log;o CFU/g u
toku 120 h skladiStenja na 4°C. Siréetna i mle¢na kiselina koje su dodate u povrée u
koncentraciji od 1%, dovode do smanjenja brojnosti populacije Listeria sp. tokom celog
perioda ispitivanja. Na osnovu statisticke analize, sa sigurnoséu od 95% se moze tvrditi da
postoji znacajna razlika izmedu kontrolnog uzorka (Sargarepa) i uzoraka kojima su dodate
organske Kkiseline. Ipak, dodatkom 1% siréetne kiseline, postize se vecéa inhibicija

ispitivanog bakterijskog soja nego sa mle¢nom kiselinom u istoj koncentraciji.
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Grafik 7. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 u Sargarepi u prisustvu

omotaca sa razlic¢itim koncentracijama hitozana

Na pocetku ispitivanja, dodatak 1% hitozana koji je pripremljen sa sir¢etnom
kiselinom izazvao je smanjenje ukupnog broja L. monocytogenes ATCC 19115 od 3,2 logio

CFU/g, dok kod hitozana koji je u istoj koncentraciji pripremljen sa mle¢nom kiselinom,
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ovo smanjenje je iznosilo 3 logip CFU/g. Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 7), moze
se videti da hitozan u koncentraciji od 1% uspesno inhibira rast ispitivanog soja Listeria
tokom celog ispitivanja (120h).

Kod koncentracije hitozana od 0,5% koji je pripremljen sa siréetnom kiselinom,
smanjenje brojnosti populacije odmah na pocetku ispitivanja je iznosilo 2,5 log;o CFU/g,
dok je kod 0,5% hitozana sa mlecnom kiselinom zabeleZeno smanjenje pocetnog broja
Listeria od 2,3 log;o CFU/g. Primenjene koncentracije hitozana od 0,5% sa mle¢nom ili
sirCetnom kiselinom inhibirale su rast ispitivanog soja Listeria u toku prvih 72h. Nakon
ovog vremena utvrden je porast ukupnog broja L. monocytogenes ATCC 19115 u ovim
uzorcima Sargarepe. lz prikazanih rezultata (Grafik 7), moze se uociti da najmanje
koncentracije hitozana pokazuju najslabiju inhibitornu aktivnost. Odmah nakon dodatka
hitozana u koncentraciji od 0,25% ostvareno je smanjenje pocetnog broja Listeria od 1,7
logip CFU/g za uzorak koji je pripremljen sa mle¢nom kiselinom, odnosno 1,9 log;g CFU/g
za uzorak koji je pripremljen sa siréetnom kiselinom. U prvih 48h, na temperaturi od 4°C,
koncentracija hitozana od 0,25%, bez obzira na organsku kiselinu koja je upotrebljena kao
rastvara¢, uspesno inhibira rast L. monocytogenes ATCC 19115 u Sargarepi. Nakon ovog
perioda uoCava se povecanje ukupnog broja ispitivane bakterijske vrste u uzorcima sa
0,25% hitozana.

Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti rasta L. monocytogenes ATCC 19112 u

sveze seenoj Sargarepi u prisustvu omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i

1% prikazani su u Tabeli 13 (Grafik 8).

Prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u sveze secenoj Sargarepi,
nije se statisticki znacajno razlikovao (p<0,05) od uzoraka kojima je dodata siretna ili
mlecna kiselina, u nultom trenutku ispitivanja (Oh).

Utvrdeno je da je proseCan broj ispitivane bakterijske vrste u Svim uzorcima
Sargarepe koji su tretirani omotaima hitozana, statisticki znacajno manji (p<0,05) od
kontrolnog uzorka Sargarepe koji nije tretiran hitozanom.

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 8) moze se uociti da sveze se¢ena Sargarepa

izaziva smanjenje ukupnog broja L. monocytogenes ATCC 19112 od 1,5 log;o CFU/g, za
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vreme od 120h. Dodatak 1% siréetne ili 1% mle¢ne kiselina u povrée takode dovodi do

smanjenja ukupnog broja Listeria tokom celog perioda ispitivanja.

Tabela 13. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe seenoj $argarepi u prisustvu

omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%0, 0,5% i 1%

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (logyo CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h
Sargarepa 5.10#0.07% 5.20+0.07*  5.30+0.07* 5.40+0.05* 4.80+0.03*  3.60+0.03%
1% siréetna kiselina 5.10+0.08*° 4.50+0.03°  4.20+0.06°  3.50+0.03° 2.70+0.02°  1.80+0.18°
1% mle¢na kiselina 5.10+0.08*° 4.80+0.04°  4.50+0.05°  3.90+0.02° 3.20+0.06° 2.10+0.12°
0,25% hitozan sa
siréetnom kiselinom 3.30+0.08° ND ND ND 0.70£0.60¢  1.20+0.17¢
0,25% hitozan sa mle¢nom
Kiselinom 3.50+0.05¢ ND ND 0.70+0.60°  1.10+0.17¢  1.40+0.10°
0,5% hitozan sa sir¢etnom
Kiselinom 2.70+0.04° ND ND ND ND 0.70+0.60f
0,5% hitozan sa mle¢nom
Kiselinom 2.90+0.02f ND ND ND 0.70+0.60°  1.10+0.17¢
1% hitozan sa siréetnom
kiselinom 2.30+0.14° ND ND ND ND ND
1% hitozan sa mle¢nom
kiselinom 2.50+0.099" ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri cksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razlicitim slovima u superskriptu u istoj koloni znagajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze s
detektovati.

Na osnovu statisticke analize, sa sigurnoS¢u P>95% se moZe tvrditi da postoji
statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnog uzorka (Sargarepa) i uzoraka kojima su
dodate ove organske kiseline. Dodatkom 1% siretne kiseline ostvarena je veca inhibicija
ispitivanog bakterijskog soja nego pri dodatku 1% mle¢ne kiseline. Takode, postoji
statisticki znacajna razlika izmedu svih uzoraka kojima je dodat hitozan i kontrolnog
uzorka Sargarepe.

Sve upotrebljene koncentracije hitozana dovode do znafajnog smanjenja pocetnog
broja L. monocytogenes ATCC 19112 u sargarepi. Na pocetku ispitivanja, nakon dodatka
1% hitozana koji je pripremljen sa siretnom kiselinom utvrdeno je smanjenje ukupnog
broja Listeria od 2,8 log;o CFU/g, dok kod hitozana koji je u istoj koncentraciji pripremljen
sa mle¢nom kiselinom, ovo smanjenje je iznosilo 2,6 logig CFU/g. Na osnovu prikazanih
rezultata (Grafik 8), moze se videti da hitozan u koncentraciji od 1% uspesno inhibira rast

ispitivanog soja Listeria tokom celog perioda ispitivanja (120h).
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Grafik 8. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 u Sargarepi u prisustvu

omotaca sa razli¢itim koncentracijama hitozana

Kod 0,5% hitozana koji je pripremljen sa siréetnom kiselinom, smanjenje brojnosti
populacije odmah na pocetku ispitivanja je iznosilo 2,4 logyy CFU/g, dok je kod 0,5%
hitozana sa mle¢nom kiselinom zabelezeno smanjenje pocetnog broja bakterija od 2,2 logig
CFU/g. Ipak, treba naglasiti da primenjene koncentracije hitozana od 0,5% sa mle¢nom ili
sir¢etnom kiselinom, inhibiraju rast ispitivanog soja u toku prvih 72h. Nakon ovog vremena
zabelezen je porast broja L. monocytogenes ATCC 19112 u Sargarepi. Medutim, ovo
povecanje brojnosti bakterijske populacije, nije statisticki znaCajno u poredenju sa
uzorcima u kojima Listeria nije bila detektovana. Moze se videti da najmanje koncentracije
hitozana pokazuju najslabiju inhibitornu aktivnost (Grafik 8). Odmah nakon dodatka
hitozana u koncentraciji od 0,25% ostvareno je smanjenje pocetnog broja Listeria od 1,6
logip CFU/g za uzorak koji je pripremljen sa mle¢nom kiselinom, odnosno 1,8 logig CFU/g
za uzorak koji je pripremljen sa siréetnom kiselinom. U prvih 48h, na temperaturi od 4°C,
koncentracija hitozana od 0,25%, bez obzira na organsku kiselinu koja je upotrebljena kao
rastvara¢, uspesno inhibira rast L. monocytogenes ATCC 19112 u Sargarepi. Nakon ovog

perioda uocava se povecanje brojnosti populacije Listeria u uzorcima sa 0,25% hitozana.
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5.3.3. Sposobnost rasta L. monocytogenes na kupusu u prisustvu omotaca hitozana

Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti rasta L. monocytogenes ATCC 19115 u
sveze seCenom kupusu u prisustvu omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% 1

1% prikazani su u Tabeli 14 (Grafik 9).

Na pocetku ispitivanja nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu prose¢nog
ukupnog broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u sveze seCenom kupusu i
uzorcima kojima su dodate siréetna ili mle¢na kiselina. ProseCan ukupan broj ispitivanih
bakterija u uzorcima kupusa bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prosecnog ukupnog

broja bakterija u uzorcima kupusa koji su tretirani razli¢itim koncentracijama hitozana.

Tabela 14. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seCenom kupusu u prisustvu

omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i 1%

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log;, CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h
Kupus 5.70+0.03°  5.80+0.04* 7.20+0.08° 8.40+0.04% 9.10£0.09*  9.40+0.10%
1% sir¢etna kiselina 5.70£0.03% 5.00£0.09° 5.70+0.03° 6.40+0.06°  7.10+0.06" 7.60+0.07°
1% mlecna kiselina 5.70+0.03° 5.50+0.06° 6.50+0.05° 7.40+0.07°  8.50+0.08° 8.80+0.06°
0,25% hitozan sa sir¢ethom
kiselinom 3.80+0.03" ND ND 0.80+0.70  1.60+0.11¢ 2.00:+0.09¢
0,25% hitozan sa mle¢nom
kiselinom 3.90°+0.02¢ ND ND 1.304£0.24%¢  1.80+0.04° 2.30+0.03¢
0,5% hitozan sa sir¢etnom
kiselinom 3.10+0.09¢ ND ND ND 1.00+0.00 1.40+0.10
0,5% hitozan sa mle¢nom
Kiselinom 3.20+0.09° ND ND ND 1.20+0.17°  1.60+0.11%f
1% hitozan sa siréetnom
kiselinom 2.70+0.04f ND ND ND 0.80£0.60""  1.10+0.17"
1% hitozan sa mle¢nom
kiselinom 2.90+0.02¢ ND ND ND 1.30£0.24%M 1 50+0.15%"

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znagajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se
detektovati.

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 9), moze se videti da sve upotrebljene
koncentracije hitozana, u obliku omotaca, znacajno doprinose smanjenju brojnosti
populacije L. monocytogenes ATCC 19115 u kupusu. Kod 1% hitozana koji je pripremljen

sa siréetnom kiselinom utvrdeno je smanjenje poc¢etnog broja bakterija od 3 log;o CFU/qg,
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odmah nakon dodatka hitozana u povrée, odnosno kod 0,5% hitozana smanjenje je iznosilo
2,6 logio CFU/g.

Kod uzoraka kupusa kod kojih je dodat 1% hitozan sa mle¢nom kiselinom
smanjenje pocetnog broja Listeria sp. je iznosilo 2,8 log;o CFU/g odmah nakon dodatka
hitozana u povrée, odnosno kod 0,5% hitozana sa mlecnom kiselinom smanjenje je iznosilo
2,5 logio CFU/g.

Najslabija inhibitorna aktivnost za soj L. monocytogenes ATCC 19115, uocena je
kod omotaca koji su pripremljeni sa 0,25% hitozana. Ova koncentracija hitozana, bez
obzira na upotrebljenu kiselinu, ispoljava antimikrobnu aktivnost samo u prvih 48h

skladistenja kupusa na temperaturi od 4°C.
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Grafik 9. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 u kupusu u prisustvu

omotaca sa razli¢itim koncentracijama hitozana

Nakon ovog vremena, uocava se porast bakterijske populacije L. monocytogenes
ATCC 19115 u kupusu. Medutim, ovo povecanje nije statistiCki znacajno u poredenju sa
uzorcima u kojima L. monocytogenes ATCC 19115 nije bila detektovana. Kod uzoraka
kupusa kod kojih je hitozan primenjen u koncentracijama od 0,5% i 1%, takode je zapazen

porast bakterijske populacije nakon 72h skladiStenja.
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Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti rasta L. monocytogenes ATCC 19112 u
sveze seCenom kupusu u prisustvu omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% 1

1% prikazani su u Tabeli 15 (Grafik 10).

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 15, utvrdeno je da se proseCan broj
bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u sveze seCenom kupusu (kontrola), znacajno
razlikuje od svih ispitivanih uzoraka koji su tretirani hitozanom (p<0,05).

Tabela 15. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe se¢enom kupusu u prisustvu

omotaca hitozana u koncentracijama od 0,25%, 0,5% i 1%

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,, CFU/g)

Tretman
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

Kupus 4.85+0.02> 5.10+0.07° 6.09+0.06° 6.90+0.02*  7.50+0.06° 8.20+0.04%
1% sir¢etna kiselina 4.85+0.02°  4.50+0.03° 5.00£0.03° 5.40+0.03" 5.60+0.02°  5.30+0.04"
1% mlecna kiselina 4.85+0.02* 4.60+0.03°° 5.40+0.01° 6.02£0.07°  6.50+0.04° 7.20+0.06°
0,25% hitozan sa siréetnom
kiselinom 2.70+0.02° ND ND ND 0.70+0.60¢ 1.60+0.11¢
0,25% hitozan sa mle¢nom
kiselinom 2.90+0.02° ND ND 0.70+0.60°  1.30+0.30%¢  1.80+0.09%¢
0,5% hitozan sa siréetnom
kiselinom 2.30+0.04¢ ND ND ND 0.70£0.60" 1.20+0.17"
0,5% hitozan sa mle¢nom
kiselinom 2.50+0.04° ND ND ND 1.10+0.17%"  1.40+0.10%%¢
1% hitozan sa siréetnom
kiselinom 2.00+0.05° ND ND ND ND 0.70+0.60""
1% hitozan sa mle¢nom
kiselinom 2.10+0.02¢ ND ND ND 0.70£0.60'  1.00+0.00%"

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se
detektovati.

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 10) moze se zakljuciti da sve upotrebljene
koncentracije hitozana znacajno doprinose smanjenju brojnosti populacije L.
monocytogenes ATCC 19112 u kupusu, u prvih 48h. Kod 1% hitozana koji je pripremljen
sa sir¢etnom kiselinom, utvrdeno je smanjenje pocetnog broja Listeria od 2,8 logig CFU/g
odmah nakon dodatka hitozana u povrée, odnosno kod 0,5% hitozana smanjenje je iznosilo
2,5 logio CFU/g. Kod uzoraka kupusa kod kojih je dodat 1% hitozan sa mle¢nom kiselinom
smanjenje pocetnog broja Listeria je iznosilo 2,7 logiy CFU/g odmah nakon dodatka

hitozana u povrée, odnosno kod 0,5% hitozana sa mlecnom kiselinom smanjenje je iznosilo
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2,3 l0og19 CFU/g. Dodatak 1% sircetne ili 1% mlec¢ne kiseline u povrée u pocetnom trenutku
ispitivanja (Oh) nije znacajno uticao na smanjenje broja Listeria u kupusu. Utvrdeno je da
izmedu istih koncentracija hitozana koji su pripremljeni sa razli¢itim vrstama organskih

kiselina postoji statisticki znacajna razlika na nivou p<0,05.
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Grafik 10. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 u kupusu u prisustvu

omotaca sa razli¢itim koncentracijama hitozana

Iz prikazanih rezultata (Grafik 10), moze se zapaziti da najslabiju inhibitornu
aktivnost na rast L. monocytogenes ATCC 19112 ispoljava najniza ispitivana koncentracija
hitozana. Bez obzira na upotrebljenu kiselinu, 0,25% hitozan ispoljava antimikrobnu
aktivnost samo u prvih 48h skladiStenja kupusa, na temperaturi od 4°C. Nakon ovog
vremena, uocava se porast bakterijske populacije u uzorcima sa najnizim dodatim
koncentracijama hitozana (0,25%). Medutim, ovo povecanje brojnosti bakterijske
populacije, nije statisticki znacajno u poredenju sa uzorcima u kojima Listeria nije bila
detektovana. Kod uzoraka kupusa kod kojih je hitozan primenjen u koncentraciji od 1%,

takode je zapaZen porast bakterijske populacije nakon 72h skladiStenja.
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5.4. Sposobnost rasta sojeva L. monocytogenes u povréu u prisustvu kompozitnih
filmova hitozana i Zelatina sa dodatkom etarskih ulja
5.4.1. Sposobnost rasta L. monocytogenes na rotkvi u prisustvu 0,5% kompozitnog

filma hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na svezZe
secenoj rotkvi u prisustvu kompozitnog filma 0,5% hitozana i 6% zelatina prikazani su u
Tabeli 16 (Grafik 11).

Na pocetku ispitivanja nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu
prosec¢nog broja bakterija u uzorcima rotkve i uzoraka koji su tretirani hitozanom. Nakon
24h skladistenja utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu prose¢nog broja
bakterija u wuzorcima rotkve 1 proseCnog broja bakterija u svim upotrebljenim

formulacijama filma hitozana.

Tabela 16. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seCenoj crnoj rotkvi u

prisustvu kompozitnog filma 0,5% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,, CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Rotkva 5.00+0.09°  4.40+0.09° 3.92+0.08° 2.90+0.11* ND ND ND
0,5% hitozan 5.00+0.09° 3.80+0.10° 1.90+0.13" ND ND ND ND
Zelatin sa 1% siréetnom kis.  5.00+0.09% 3.70+0.08°°  2.20+0.10° ND ND ND ND
0,5% hitozan i 0,1% mente 5.00+0.09°  3.50+0.06" 1.30+0.24¢ ND ND ND ND
0,5% hitozan i 0,2% mente 5.00£0.09*° 3.30+0.09°  1.10+0.17%¢ ND ND ND ND
0,5% hitozan i 0,1% timijana  5.00+0.09°  3.00+0.09"  0.90+0.80%¢f ND ND ND ND
0,5% hitozan i 0,2% timijana 5.00+0.09° 2.00+0.13° ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja =+ standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znagajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se
detektovati.

U vremenskom period od 24h nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u prose¢nom
broju bakterija izmedu uzoraka rotkve koji su tretirani 0,5% hitozanom i uzoraka koji su
tretirani filmom Zelatina koji je pripremljen sa 1 % siréetnom kiselinom.

Nakon 48h ispitivanja, utvrdena je statisticki znacajna razlika u prose¢nom broju
bakterija u uzorcima rotkve i svim uzorcima koji su skladi$teni u prisustvu filmova sa

hitozanom. Prosecan broj bakterija u uzorcima koji su skladisteni u prisustvu Zelatina sa
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sircetnom kiselinom bio je znacajno veéi od prose¢nog broja bakterija u uzorcima koji su
skladisteni u prisustvu 0,5% hitozana. Za vremenski period od 48h nije utvrdena statisticki
znaCajna razlika izmedu upotrebljenih koncentracija etarskih ulja koje su primenjene u
filmovima hitozana. Potpuna inhibicija ukupnog broja L. monocytogenes ATCC 19115
postignuta je sa 0,5% filmom hitozana nakon 72h skladistenja na temperaturi od 4°C.

Iz prikazanih rezultata (Grafik 11), moze se videti da sama crna rotkva ispoljava
snaznu antilisterijsku aktivnost, Sto dovodi do brzog opadanja pocetnog broja L.

monocytogenes ATCC 19115. Potpuna inhibicija se postize za vreme od 96h (4. dan).

Broj ¢elija log,,CFU/g
oSO P N W A~ 01 O

[N [N a
0 24 48 72 96 120 144
Vreme (h)
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0,5% hitozan i 0,2% timijana

Grafik 11. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe se¢enoj rotkvi
u prisustvu kompozitnog filma sa 0,5% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom etarskih
ulja

Sama siréetna kiselina koja je prisutna u zelatinu, smanjuje pocetni broj Listeria
monocytogenes za 1,3 log;p CFU/g u toku 24h odnosno za 2,8 log;y CFU/g za 48h.
Primenjeni film sa hitozanom u koncentraciji od 0,5% u toku prvih 24h skladiStenja izaziva
smanjenje pocetnog broja bakterijske vrste od 1,2 logip CFU/g, dok je smanjenje za 48h
iznosilo 3,1 log;o CFU/g.

Sa sigurnoséu 0d 95% moze se tvrditi da ostvarena razlika u brojnosti bakterijske
populacije u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu zelatina sa sirCetnom kiselinom i

samog 0,5% filma hitozana u prvih 24h, nije statisticki znacajna. Na osnovu prikazanih
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rezultata (Grafik 11), moze se videti da u toku prvih 24h skladistenja, koncentracija
hitozana od 0,5% nije bila efikasna u smanjenju broja L. monocytogenes ATCC 19115 u
rotkvi.

Skladistenjem rotkve u prisustvu 0,5% filma hitozana ostvareno je smanjenje
brojnosti populacije L. monocytogenes ATCC 19115 od 2 log;o CFU/g u poredenju sa
samom crnom rotkvom (kontrola), u toku 48h. S obzirom na to da sama siréetna kiselina
koja je prisutna u zelatinu u istom periodu izaziva smanjenje brojnosti bakterijske
populacije od 0,3 log;o CFU/g u poredenju sa filmom hitozana, moze se videti da sam 0,5%
hitozan ispoljava slabu antimikrobnu aktivnost. Potpuna inhibicija ispitivanog soja L.
monocytogenes ATCC 19115 u uzorku Koji je skladisten sa filmom hitozana ostvarena je
nakon 72h.

Dodatak etarskih ulja mente i timijana uti¢e na povecanje antimikrobne aktivnosti
filma hitozana. Izmedu svih uzoraka hitozana i hitozana sa dodatkom etarskih ulja, postoji
statisticki znacajna razlika (p<0,05). Najefikasnije smanjenje ukupnog broja L.
monocytogenes ATCC 19115 ostvareno je sa formulacijom filma koja je pripremljena sa
etarskim uljem timijana u koncentraciji od 0,2%. Ovaj film izaziva smanjenje pocetnog
broja bakterija od 2,5 logig CFU/g u prvih 24h dok se nakon 48h, L. monocytogenes ATCC

19115 vise nije mogla detektovati u uzorcima ovog povrca.

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe
secenoj rotkvi u prisustvu kompozitnog filma od 0,5% hitozana i 6% Zelatina prikazani su u
Tabeli 17 (Grafik 12).

Za prvih 24 h utvdena je statisticki znacajna razlika prosecnog broja bakterija L.
monocytogenes ATCC 19112 izmedu svih uzoraka koji su tretirani 0,5% filmovima
hitozana i kontrolnog uzorka crne rotkve. ProseCan broj bakterija u uzorcima koji su
skladiSteni u prisustvu Zelatina bio je statisticki zna¢ajno veci (p<0,05) od prose¢nog broja
bakterija u uzorcima skladiStenim u prisustvu 0,5% hitozana. Nije utvrdena statistiCki
znacajna razlika u brojnosti populacije L. monocytogenes ATCC 19112 izmedu uzoraka
tretiranih filmom 0,5% hitozana i filma sa dodatkom 0,1% etarskim uljem mente.

Za 48h prosecan broj bakterija u uzorcima rotkve bio je statisticki znacajno veci od

prosecnog broja bakterija u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu ispitivanih filmova
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hitozana, na nivou znacajnosti p<0,05. Prosetan broj bakterija u uzorcima koji su
skladiSteni u prisustvu zelatina i sir¢etne kiseline bio je statisticki znacajno veci (p<0,05)
od prose¢nog broja bakterija u uzorcima skladiStenim u prisustvu 0,5% hitozana. Izmedu
uzoraka crne rotkve koji su tretirani samim 0,5% hitozanom uzorcima sadodatim etarskim
uljima utvrdena je statisticki znacajna razlika.

Za 72h skladiStenja, proseCan broj bakterija u uzorcima rotkve bio je statisticki
znaCajno ve¢i od prosecnog broja bakterija u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu
ispitivanih filmova hitozana, na nivou znacajnosti p<0,05. ProseCan broj bakterija u
uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu Zelatina 1 siretne kiseline bio je statisticki
znacajno veci (p<0,05) od prose¢nog broja bakterija u uzorcima skladistenim u prisustvu
0,5% hitozana.

Tabela 17. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe seenoj crnoj rotkvi u

prisustvu kompozitnog filma 0,5% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,, CFU/g)

Tretman
Oh 24h 48h 72h 96h 120h  144h
Rotkva 4.70+0.08%  4.00£0.09°  3.40+0.11*° 2.80+0.05% 1.80+0.11* ND ND
0,5% hitozan 4.70£0.08*  3.60+0.11°  2.40+0.10°  0.80+0.70° ND ND ND
Zelatin sa 1% siréetnom
kiselinom 4.70+0.08*  3.80+0.07%°  2.79+0.05°  1.70+0.13° ND ND ND
0,5% hitozan i 0,1%
mente 4.70+0.08%  3.60+0.08>¢  1.70+0.13¢ ND ND ND ND
0,5% hitozan i 0,2%
mente 4.70£0.08*  3.50+0.09"°  1.52+0.20%° ND ND ND ND
0,5% hitozan i 0,1%
timijana 4.70£0.08*  3.20£0.11F  1.20+0.17%f ND ND ND ND
0,5% hitozan i 0,2%
timijana 4.70+0.08%  2.90+0.13°  1.00+ 0.00%"9 ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se
detektovati.

Iz prikazanih rezultata (Grafik 12), moze se uociti da sama crna rotkva izaziva brzu
inhibiciju pocetnog broja L. monocytogenes ATCC 19112 koji se smanjio za 0,7 logio
CFU/g, 1,3 logio CFU/g odnosno 1,9 logip CFU/g za vreme od 24 h, 48 h odnosno 72h.
Potpuna inhibicija ispitivanog bakterijskog soja u uzorcima crne rotkve postignuta je za
120h.

U poredenju sa rezultatima koji su prikazani na Grafiku 11, za soj L. monocytogenes

ATCC 19115, moze se zakljuciti da izmedu ispitivanih sojeva postoji razlika u sposobnosti
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njihovog prezivljavanja na ovom povréu. Vecu otpornost pokazuje soj L.monocytogenes
ATCC 19112 kod koga je vreme odumiranja duze za 24h u poredenju sa sojem L.
monocytogenes ATCC 19115. Takode, vrednost Kkorelacionog koeficijenta za rast L.
monocytogenes ATCC 19115 i L. monocytogenes ATCC 19112 na crnoj rotkvi (r = 0,95),
ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivna zavisnost. Ispitivanjem
znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika

izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.
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Grafik 12. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe se¢enoj rotkvi
u prisustvu kompozitnog filma sa 0,5% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom etarskih
ulja

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 12), moze se zapaziti da 0,5% film hitozana
izaziva smanjenje brojnosti L. monocytogenes ATCC 19112 od 0,4 log;o CFU/g, 1 logio
CFU/g odnosno 1,8 logig CFU/g, za vreme od 24h, 48h odnosno 72h, u poredenju sa crnom
rotkvom (kontrola). Na osnovu dobijenih rezultata, moze se tvrditi da je ostvarena razlika u
brojnosti bakterijske populacije izmedu crne rotkve (kontrola) i svih formulacija
kompozitnih filmova hitozana statisticki znacajna (p<0,05). Razlika u brojnosti populacije
L. monocytogenes ATCC 19112 izmedu uzoraka skladiStenih u prisustvu Zelatina sa
sir¢etnom kiselinom i 0,5% hitozana iznosila je 0,3 log;o CFU/g za 24h, 0,4 log;o CFU/g za

48h odnosno 0,7 logip CFU/g za 72h. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da
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sam hitozan u koncentraciji od 0,5% ispoljava slabu inhibitornu aktivnost na rast L.
monocytogenes ATCC 19112.

Iz prikazanih rezultata (Grafik 12), moze se zapaziti da dodatak etarskih ulja mente i
timijana u koncentraciji od 0,1% 1 0,2%, skracuje vremenski period koji je potreban da se
ostvari potpuna inhibicija bakterijskog soja L. monocytogenes ATCC 19112, za 24h, u
poredenju sa samim 0,5% hitozanom. Najizrazeniju antimikrobnu aktivnost ispoljio je 0,5%
film hitozana sa dodatkom 0,2% etarskog ulja timijana. Sa ovom formulacijom filma, u
poredenju sa kontrolom (rotkva) postize se smanjenje prose¢nog broja bakterija od 1,3 logig
CFU/g za 24 h odnosno 2,4 logio CFU/g za 48 h skladistenja.

Vrednost korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na crnoj rotkvi u prisustvu 0,5% kompozitnog filma hitozana
(r = 0.98), ukazuje da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivna zavisnost.
Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna

razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.

5.4.2. Sposobnost rasta L. monocytogenes na rotkvi u prisustvu 1% kompozitnog

filma hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe
seCenoj rotkvi u prisustvu kompozitnog filma od 1% hitozana i 6% zelatina prikazani su u
Tabeli 18 (Grafik 13).

Na pocetku ispitivanja nije uoCena statisticki znacajna razlika izmedu prosecnog
broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u svim ispitivanim uzorcima. Nakon 24h
skladiStenja, proseCan broj bakterija u rotkvi bio je statisticki znacajno ve¢i (p<0,05) od
prose¢nog ukupnog broja bakterija u uzorcima koji su tretirani 1% filmom hitozana kao i u
uzorcima koji su tretirani filmom 1% hitozana sa dodatkom etarskih ulja. Prosecan broj
bakterija u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu Zelatina bio je statisticki znacajno veci
od prosec¢nog broja bakterija u uzorcima koji su skladisteni u prisustvu 1% hitozana, na
nivou znaajnosti p<0,05. Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u broju L.
monocytogenes ATCC 19115 izmedu uzoraka 1% hitozana i filma hitozana sa dodatkom

0,1% etarskog ulja timijana, za vremenski period od 24h.
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Tabela 18. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seCenoj crnoj rotkvi u

prisustvu kompozitnog filma 1% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,q CFU/Q)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Rotkva 474+0.06° 4.10+0.12°  3.70+0.09° 2.74+0.08° ND ND ND
1% hitozan 4.74+0.06° 2.79+0.08"  0.800.70° ND ND ND ND
Zelatin sa 1% siréetnom kis.  4.74+0.06%  3.39+0.09°  2.00+0.13° ND ND ND ND
1% hitozan i 0,1% mente 4.74+0.06° 3.00£0.09°  1.00+0.00°¢ ND ND ND ND
1% hitozan i 0,2% mente 4.74+0.06° 3.07+0.10%  0.80+0.70°¢ ND ND ND ND
1% hitozan i 0,1% timijana  4.74+0.06* 2.75+0.13>"  1.00+0.00°f ND ND ND ND
1% hitozan i 0,2% timijana ~ 4.74+0.06°  1.73+0.20° ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeti¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se

detektovati.

Takode, nije utvrdena ni razlika u broju ispitivanih bakterija izmedu uzoraka koji su

skladiSteni u prisustvu filma 1% hitozana sa dodatkom razli¢itih koncentracija etarskog ulja

mente.
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Grafik 13. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe seenoj rotkvi
u prisustvu kompozitnog filma sa 1% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom etarskih
ulja

Nakon 48h skladiStenja, utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) u
proseénom broju bakterija izmedu svih uzoraka koji su skladiSteni u prisustvu filmova

hitozana i uzoraka rotkve (kontrola). ProseCan broj bakterija L. monocytogenes ATCC
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19115 u uzorcima skladistenim u prisustvu Zelatina bio je statisticki znacajno veci (p<0,05)
od prosecnog broja bakterija u uzorcima koji su skladisteni u prisustvu 1% hitozana.

Iz prikazanih rezultata (Grafik 13), moze se zapaziti da se brojnost populacije L.
monocytogenes ATCC 19115 veoma brzo smanjuje u uzorku crne rotkve. Tokom
skladiStenja na 4°C, pocetni broj bakterija od 4,7 log;o CFU/g se smanjio do vrednosti koje
se nisu mogle detektovati nakon cetvrtog dana skladistenja. 1% film hitozana ispoljava
snaznu antimikrobnu aktivnost $to se moze uociti na osnovu brzog opadanja brojnosti
populacije ispitivanih bakterija. Sa sigurno$¢u od 95%, moze se tvrditi da je ostvarena
razlika u brojnosti bakterijske populacije izmedu rotkve (kontrola) i svih formulacija
kompozitnih filmova hitozana statisticki znacajna (p<0,05). Ostvarena razlika izmedu
kontrolnog uzorka i uzorka skladiStenog u prisustvu 1% hitozana iznosila je 1,3 logig
CFU/g za 24h odnosno 2,7 logiyy CFU/g za 48h. Razlika u brojnosti populacije L.
monocytogenes ATCC 19115 izmedu uzoraka skladiStenih u prisustvu Zelatina sa sir¢etnom
kiselinom i 1 % hitozana iznosila je 0,6 log;o CFU/g za 24h odnosno 1 log;o CFU/g za 48h.
Dodatak etarskog ulja mente u koncentraciji od 0,1% i 0,2% nije znacajno povecao
antimikrobnu aktivnost 1% filma hitozana. Sli¢ni rezultati su dobijeni i sa filmom hitozana
sa dodatkom 0,1% etarskog ulja timijana. Najvefe smanjenje u brojnosti populacije
ispitivanog bakterijskog soja uoceno je kod uzoraka koji su skladisteni u prisustvu 1%
hitozana sa dodatkom 0,2% etarskog ulja timijana. Ova formulacija filma omogucila je

potpunu inhibiciju bakterijskog soja ve¢ nakon 48 h.

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe

seCenoj rotkvi u prisustvu kompozitnog filma od 1% hitozana i 6% zelatina prikazani su u

Tabeli 19 (Grafik 14).

Za prvih 24h utvdena je statisticki znacajna razlika u prose¢nom broju bakterija L.
monocytogenes ATCC 19112 izmedu svih uzoraka koji su tretirani 1% filmovima hitozana
i kontrolnog uzorka crne rotkve. Prosecan broj bakterija u uzorcima koji su skladisteni u
prisustvu Zelatina i siréetne kiseline bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prosecnog
broja bakterija u uzorcima skladistenim u prisustvu 1% hitozana. Nije utvrdena statisticki

znacajna razlika u brojnosti populacije L. monocytogenes ATCC 19112 izmedu uzoraka
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tretiranih filmom 1% hitozana sa dodatkom 0,1% etarskog ulja mente i filma sa dodatkom
0,2% etarskog ulja mente. Takode, nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p<0,05) u
brojnosti bakterijske populacije izmedu uzoraka koji su skladisteni u prisustvu filmova sa

dodatkom 0,2% mente i 0,1% timijana.

Tabela 19. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe secenoj crnoj rotkvi u
prisustvu kompozitnog filma 1% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,q CFU/Q)

Tretman
Oh 24h 48h 72h 96h 120h  144h

Crna rotkva 4.60+0.06° 3.90+0.05°  3.30+0.09°  2.85+0.09° 1.70+0.10° ND ND
1% hitozan 4.60£0.06° 2.60£0.07°  1.70+0.24 ND ND ND ND
Zelatin sa 1% siréetnom kis. ~ 4.60£0.06°  3.61+0.07°  2.70+0.18"°  1.60+0.11° ND ND ND
1% hitozan i 0,1% mente 4.60+0.06° 2.40+0.08°  1.50+0.24"¢ ND ND ND ND
1% hitozan i 0,2% mente 4.60+0.06° 2.30+0.20%  1.36+0.10"° ND ND ND ND
1% hitozan i 0,1% timijana ~ 4.60£0.06®  2.00+0.15%"  0.800.70"%¢f ND ND ND ND
1% hitozan i 0,2% timijana ~ 4.60+0.06°  1.75+0.25%% ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeti¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se

detektovati.

Za 48 h, proseCan broj bakterija u uzorcima rotkve (kontrola) bio je statisti¢ki
znacajno vec¢i od prose€nog broja bakterija u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu
filmova 1% hitozana. Utvrdena je statistiC¢ki znaCajna razlika izmedu prose¢nog broja
bakterija u uzorcima rotkve koji su skladiSteni u prisustvu 1% hitozana i uzorcima sa

zelatinom i siréetnom kiselinom.

Rezultati prikazani na Grafiku 14, pokazuju da 1% film hitozana u poredenju sa
rotkvom (kontrola), izaziva smanjenje brojnosti populacije L.monocytogenes ATCC 19112
od 1,3 logyo CFU/g u vremenu od 24h odnosno 1,6 log;o CFU/g u vremenu od 48h. Razlika
u brojnosti populacije L. monocytogenes ATCC 19112 izmedu uzoraka skladiStenih u
prisustvu zelatina sa sir¢etnom kiselinom i 1% hitozana iznosila je 1 logio CFU/g za 24h.
Na osnovu statisticke analize moze se tvrditi da je dobijena razlika statisticki znacajna,
odnosno da 1% film hitozana ispoljava znacajnu antimikrobnu aktivnost prema ispitivanom

soju bakterija (p<0,05).
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Dodatak etarskih ulja mente i timijana u filmove hitozana znafajno povecava
njihovu antimikrobnu aktivnost. Najveca inhibicija postignuta je sa 1% filmom hitozana sa
dodatkom 0,2% timijana. U poredenju sa samim 1% filmom hitozana, dodatak etarskog ulja

timijana skratio je vreme potrebno da se inaktivira soj L. monocytogenes ATCC 19112 za

48h.
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Grafik 14. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe se¢enoj rotkvi
u prisustvu kompozitnog filma sa 1% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom etarskih
ulja

Vrednost korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na crnoj rotkvi u prisustvu 1% kompozitnog filma hitozana
(r=0.98), ukazuje da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivna zavisnost.
Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna

razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.

5.4.3. Sposobnost rasta L. monocytogenes na Sargarepi u prisustvu 0,5%

kompozitnog filma hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na sveze
secenoj Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma od 0,5% hitozana 1 6% Zelatina prikazani

su u Tabeli 20 (Grafik 15).
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Prose¢an ukupan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u uzorcima
Sargarepe bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prosecnog ukupnog broja bakterija u
uzorcima koji su tretirani filmom 0,5% hitozana ili filmovima hitozana sa dodatkom
etarskih ulja, za vremenski period skladistenja od 24h. U ovom period nije utvrdena
statisticki znacajna razlika izmedu prosecnog broja bakterija izmedu uzoraka koji su
tretirani filmom hitozana sa dodatkom 0,1% etarskog ulja mente i uzoraka koji su tretirani
filmom hitozana sa dodatkom 0,2% etarskog ulja mente. Prosecan broj bakterija u uzorcima
koji su skladiSteni u prisustvu zelatina bio je statistiCki znafajno ve¢i (p<0,05) od
prosecnog broja bakterija u uzorcima skladistenim u prisustvu 0,5% hitozana.

Do kraja skladistenja, prose¢an ukupan broj bakterija L. monocytogenes ATCC
19115 bio je statisticki znacajno razli¢it (p<0,05) od prose¢nog ukupnog broja bakterija u

svim ispitivanim uzorcima.

Tabela 20. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seenoj $argarepi u prisustvu
kompozitnog filma 0,5% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h  144h
Sargarepa 5.00£0.04° 5.10+0.01*  5.00+0.12°  4.40+0.03° 2.50+0.05° 1.40+0.10° ND
0,5% hitozan 5.00+0.04°  3.60+0.03°  2.80+0.10°  2.00+0.07°  1.00:+0.00° ND ND
Zelatin sa 1% siréetnom Kkis. 5.00£0.04%°  4.20+0.07° 2.90+0.06°° 1.20+0.28%¢ ND ND ND
0,5% hitozan i 0,1% mente 5.00£0.04°  3.40+0.04% 2.60+0.03°¢  1.50+0.07¢ ND ND ND
0,5% hitozan i 0,2% mente 5.00£0.04°  3.10+£0.06°  2.30£0.04°  1.20+0.17°° ND ND ND
0,5% hitozan i 0,1% timijana ~ 5.00+0.04*  3.00+0.05%"  2.10+0.05"  1.00+0.00%f ND ND ND
0,5% hitozan i 0,2% timijana  5.00£0.04*  2.80+0.09°  1.55+0.13° ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja =+ standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se
detektovati.

Iz prikazanih rezultata (Grafik 15) moze se zapaziti da sam 0,5% film hitozana u
poredenju sa Sargarepom (kontrola), izaziva smanjenje prose¢nog broja L. monocytogenes
ATCC 19115 od 1,7 logig CFU/g u vremenu od 24h odnosno 2,3 log;o CFU/g u vremenu
od 48h. Izmedu kontrolnog uzorka Sargarepe i svih ispitivanih formulacija 0,5% filma
hitozana utvrdena je statiti¢ki znacCajna razlika u brojnosti populacije Listeria sp. (p<0,05).

Na osnovu statistiCke analize moze se sa sigurno$¢u od 95% tvrditi da sve upotrebljene
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formulacije 0,5% filmova hitozana ispoljavaju znacajnu antimikrobnu aktivnost prema

Ispitivanom soju bakterija.
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Grafik 15. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe secenoj
Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma sa 0,5% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom
etarskih ulja

Potpuna inhibicija ispitivane bakterijske vrste sa 0,5% filmom hitozana u uzorcima
Sargarepe ostvarena je nakon 120 h. Razlika u brojnosti populacije L. monocytogenes
ATCC 19115 izmedu uzoraka Sargarepe skladiStenih u prisustvu Zelatina sa siréetnom
kiselinom i 0,5% filma hitozana iznosila je 0,6 log;o CFU/g za 24h, odnosno 0,3 logio
CFU/g za 48h. Najsnazniju antimikrobnu aktivnost ispoljio je 0,5% film hitozana sa
dodatkom 0,2% etarkog ulja timijana. Ova formulacija filma hitozana omogudila je
potpunu inaktivaciju bakterijskog soja L. monocytogenes ATCC 19115 za 72h.

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveze
secenoj Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma 0,5% hitozana i 6% zelatina prikazani su u
Tabeli 21 (Grafik 16).

Za period od 24h, prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
uzorcima sveze secene Sargarepe, bio je veci od prose¢nog broja bakterija u uzorcima koji
su skladisteni u prisustvu 0,5% filma hitozana kao i u uzorcima hitozana sa dodatkom

etarskih ulja. Utvrdena je statistiCki znacajna razlika u broju bakterija izmedu uzoraka 0,5%
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hitozana i uzoraka skladistenih u prisustvu Zelatina. Utvrdeno je da dodatak svih ispitivanih
koncentracija etarskih ulja povecava antimikrobnu aktivnost 0,5% filma hitozana.
Tabela 21. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe seenoj $argarepi u prisustvu

kompozitnog filma 0,5% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log, CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Sargarepa 5.10£0.04° 5.20+0.03° 5.40+0.03* 5.50+0.03° 5.00+0.03* 1.40+0.10% 2.50+0.20%
0,5% hitozan 5.10+0.04° 3.60£0.03°  2.70+0.09°  2.00£0.09°  1.50+0.15° ND ND
Zelatin sa 1%
siréetnom kiselinom 5.10+0.04°  4.50+0.04° 3.70+0.03°¢ 2.70+0.09%¢ 1.20+0.17°¢ ND ND
0,5% hitozan i 0,1%
mente 5.10+0.04° 3.50+0.03 2.50+0.07°¢ 1.60+0.11°  1.00+0.00° ND ND
0,5% hitozan i 0,2%
mente 5.10+0.04*  3.40+0.03°  2.10+0.09°  1.00+0.00° ND ND ND
0,5% hitozan i 0,1%
timijana 5.10+0.04% 3.00+£0.07°"  1.90+0.09"  0.80+0.00% ND ND ND
0,5% hitozan i 0,2%
timijana 5.10+0.04° 2.80+0.019  1.00+0.00¢ ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se
detektovati.

Za 48h skladiStenja, prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
uzorcima sveze secene Sargarepe bio je statistiCki znacajno vec¢i (p<0,05) od prosecnog
broja bakterija u svim uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu filmova 0,5% hitozana.
Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka Sargarepe koji su skladiSteni u
prisustvu 0,5% hitozana i uzoraka koji su skladisteni u prisustvu zelatina, kao i uzoraka koji
su skladiSteni u prisustvu filmova hitozana sa dodatkom etarskih ulja. Nije utvrdena razlika
u prosecnom broju bakterija izmedu uzoraka koji su skladiSteni sa filmom hitozana uz

dodatak 0,1% i 0,2% etarskog ulja mente.

Za 72h prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u uzorcima sveze
seCene Sargarepe bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prose¢nog broja bakterija u
svim uzorcima koji su skladi$teni u prisustvu filmova 0,5% hitozana.

Iz prikazanih rezultata (Grafik 16), moze se zakljuciti da primena 0,5% filma

hitozana znacajno uti¢e na smanjenje brojnosti populacije L. monocytogenes ATCC 19112

u poredenju sa uzorcima Sargarepe (kontrola), tokom celog perioda ispitivanja. Uzorci koji
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su skladisteni u prisustvu 0,5% hitozana i1 u prisustvu zelatina sa siréetnom kiselinom,

statistiCki se znacajno razlikuju za vremenski period od prvih 72h.
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0,5% hitozan i 0,2% timijana

Grafik 16. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe secenoj
Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma sa 0,5% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom
etarskih ulja

Potpuna inhibicija bakterijskog soja, u prisustvu 0,5% hitozana ostvarena je za
144h. Dodatak etarskih ulja u film hitozana uticao je na povecanje njegove antimikrobne
aktivnosti. Pri tom, ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu filmova sa dodatkom
0,2% etarskog ulja mente i 0,1% etarskog ulja timijana, nakon 48h i 72h. Sa ovim
formulacijama filma hitozana ostvarena je potpuna inhibicija soja L. monocytogenes ATCC
19112 za period od 96h. Najefikasnije antimikrobno dejstvo imao je film hitozana sa
dodatkom 0,2% etarskog ulja timijana, kod koga je potpuna inhibicija bakterija ostvarena
za period od 72h.

Vrednosti korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na Sargarepi u prisustvu 0,5% kompozitnog filma hitozana
(r=0,98), ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivna zavisnost.
Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna

razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.
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5.4.4. Sposobnost rasta L. monocytogenes na Sargarepi u prisustvu 1% kompozitnog
filma hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na sveze

secenoj Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma od 1% hitozana 1 6% Zelatina prikazani su

u Tabeli 22 (Grafik 17).

Tabela 22. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seCenoj Sargarepi u prisustvu

kompozitnog filma 1% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log;o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Sargarepa 4.90£0.02* 5.02+0.04*  4.87+0.03*  4.25+0.08* 2.60+0.04*° 1.30+0.24®° ND
1% hitozan 4.90+0.02 2.50+0.02°  1.82+0.03°  1.20+0.17° ND ND ND
Zelatin sa 1% siréetnom
kiselinom 4.90£0.02*  4.00+0.09°  2.60+0.04°  0.80+0.70°° ND ND ND
1% hitozan i 0,1% mente  4.90+0.02%  2.30+0.05¢  1.50+0.10°  1.10+0.17%° ND ND ND
1% hitozan i 0,2% mente  4.90+0.02°  2.20+0.05% 1.00+0.00%¢ ND ND ND ND
1% hitozan i 0,1%
timijana 4.90+0.02°  2.00+0.05"  0.80+0.70% ND ND ND ND
1% hitozan i 0,2%
timijana 4.90+0.02%  2.00£0.02 ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se
detektovati.

Prose€an broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u uzorcima sveZe secene
Sargarepe bio je statisti¢ki znacajno veéi (p<0,05) od prose¢nog broja bakterija u svim
uzorcima koji su skladisteni u prisustvu filmova 1% hitozana za prvih 24h skladiStenja. Za
ovaj period ispitivanja nije utvrdena statisticki znafajna razlika izmedu upotrebljenih
koncentracija etarskih ulja od 0,1% i 0,2% mente kao ni izmedu 0,1% i 0,2% timijana.
Prosecan broj bakterija u uzorcima Sargarepe koji su skladiSteni u prisustvu Zelatina bio je
znacajno veci od prose¢nog broja bakterija u uzorcima skladistenim sa 1% hitozanom.

Za vreme od 48h, prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u
uzorcima sveze secene Sargarepe bio je statistiCki znacajno veci (p<0,05) od prosecnog
broja bakterija u svim uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu filmova 1% hitozana.
Prose€an broj bakterija u uzorcima Sargarepe koji su skladiSteni u prisustvu zelatina bio je
znacajno veci od prosecnog broja bakterija u uzorcima skladistenim sa 1% hitozanom. Nije

utvrdena statisticki znacajna razlika u prosenom broju bakterija izmedu uzoraka
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skladiStenih u prisustvu filmova hitozana koji su pripremljeni sa dodatkom 0,1% etarskog
ulja mente i 0,2% mente kao ni izmedu uzoraka koji su skladiSteni u prisustvu filmova
hitozana sa dodatkom 0,1% mente i 0,1% timijana.

Za 72h skladistenja, utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju bakterija izmedu
uzoraka Sargarepe i svih uzoraka koji su skladiSteni u prisustvu filmova hitozana. Nije
utvrdena statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu uzoraka koji su bili skladiSteni u
prisustvu 1% hitozana i Zelatina kao ni izmedu uzoraka koji su skladisteni u prisustvu 1%

hitozana i filma sa dodatkom 0,1% etarskog ulja mente.
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Grafik 17. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe secenoj
Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma sa 1% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom
etarskih ulja

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 17), moze se uoditi da sve upotrebljene
formulacije 1% hitozana znaajno doprinose smanjenju brojnosti populacije L.
monocytogenes ATCC 19115 u Sargarepi. Sam 1% film hitozana, ostvario je smanjenje
broja L. monocytogenes ATCC 19115 u poredenju sa kontrolom (Sargarepa) od 2,7 logio
CFU/g za 24h odnosno 3 logyg CFU/g za 48h. 1z prikazanih rezultata (Grafik 17), moze se
videti da i film Zzelatina pripremljen sa 1% siréetnom kiselinom znacajno doprinosi
smanjenju brojnosti Listeria sp. u Sargarepi. Razlika u brojnosti populacije L.
monocytogenes ATCC 19115 izmedu uzoraka Sargarepe skladistenih u prisustvu Zelatina sa

sir¢etnom kiselinom i 1% hitozana iznosila je 1,7 logig CFU/g za 24h, odnosno 0,8 logio
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CFU/g za 48h. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zapaziti da 1% hitozan ispoljava
inhibitornu aktivnost na rast L. monocytogenes ATCC 19115 u toku prvih 72h. Dodatkom
etarskih ulja filmu hitozana, omoguceno je brze i efikasnije odumiranje ispitivanog
bakterijskog soja. Najsnaznije antimikrobno dejstvo ispoljio je 1% film hitozana sa
dodatkom 0,2% etarskog ulja timijana kod koga je potpuna inhibicija ispitivanog
bakterijskog soja postignuta za 48h.

Rezultati ispitivanja rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveze secenoj
Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma od 1% hitozana i 6% Zelatina prikazani su u Tabeli
23 (Grafik 18).

Tabela 23. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe seCenoj Sargarepi u prisustvu

kompozitnog filma 1% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Sargarepa 5.37+0.03° 550+0.04*  5.60+0.02% 5.50+0.05° 5.20+0.05* 4.00+0.02*® 2.86+0.03?
1% hitozan 5.37+0.03*  3.30+0.07°  2.10+0.07® 1.50+0.07°  1.00+0.00° ND ND
Zelatin sa 1%
siréetnom kiselinom 5.3740.03°  4.60+0.04°  4.00+0.09° 2.90+0.01° 1.50°+0.07 ND ND
1% hitozan i 0,1%
mente 5.3740.03% 3.37+0.01”¢ 2.70+0.01¢ 2.10+0.02° 1.46+0.15%¢ ND ND
1% hitozan i 0,2%
mente 5.37+0.03*  3.42+0.03°  2.05+0.06°¢ ND ND ND ND
1% hitozan i 0,1%
timijana 5.37+0.03%  3.00£0.10°  1.36+0.10' ND ND ND ND
1% hitozan i 0,2%
timijana 5.37+0.03*  2.50+0.05¢ ND ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja =+ standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znagajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se
detektovati.

Za period od 24h, prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
uzorcima sveze secene $argarepe, bio je veci od prosenog broja bakterija u uzorcima Koji
su skladiSteni u prisustvu 1% filma hitozana kao i u uzorcima hitozana sa dodatkom
etarskih ulja. Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika u broju bakterija izmedu uzoraka 1%
hitozana i uzoraka skladistenih u prisustvu Zelatina. Utvrdeno je da dodatak 0,1% etarskog

ulja mente nije statisti¢ki znacajno povecao antimikrobnu aktivnost 1% filma hitozana.

Za 48h skladiStenja, proseCan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
uzorcima sveze secene Sargarepe bio je statistiCki znacajno vecéi (p<0,05) od prosecnog

broja bakterija u svim uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu filmova 1% hitozana.
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Utvrdena je statistiCki znacajna razlika izmedu uzoraka Sargarepe koji su skladiSteni u
prisustvu 1% hitozana i1 uzoraka koji su skladiSteni u prisustvu Zelatina.

Za 72h skladistenja, prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
uzorcima sveze secene Sargarepe bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prosecnog
broja bakterija u svim uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu filmova 1% hitozana.
Utvrdena je statistiCki znacajna razlika izmedu uzoraka Sargarepe koji su skladiSteni u

prisustvu 1% hitozana 1 uzoraka koji su skladiSteni u prisustvu Zelatina.
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Grafik 18. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe secenoj
Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma sa 1% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom
etarskih ulja

Za 96h utvrdena je statistiCki znacajna razlika u prose¢nom broju bakterija izmedu
kontrolnog uzorka Sargarepe i svih uzoraka koji su skladisteni u prisustvu hitozana, kao i
izmedu uzoraka 1% hitozana 1 Zelatina. Prosecan broj bakterija u uzorcima skladistenim u
prisustvu filma sa dodatkom 0,1% mente i filma sa dodatkom 0,2% mente nije se statisticki
znacajno razlikovao.

Primenom 1% filma hitozana (Grafik 18), ostvarena je znacajna inhibicija
bakterijskog soja L. monocytogenes ATCC 19112 u poredenju sa Sargarepom (kontrola),
tokom celog perioda ispitivanja. Potpuna inhibicija ispitivanog bakterijskog soja u
prisustvu 1% hitozana ostvarena je za period od 120h. Dodatak etarskog ulja mente u

koncentraciji od 0,2% i etarskog ulja timijana u koncentracijama od 0,1% i 0,2% uticao je
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znacajno na povecanje antimikrobne aktivnosti filma hitozana. Primenom filma hitozana sa
dodatkom 0,1% etarskog ulja timijana, kao i filma sa dodatkom 0,2% etarskog ulja mente,
postignuta je potpuna inhibicija pocetnog broja bakterija u vremenskom period od 72 h. Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da dodatak ovih koncentracija etarskih ulja,
moze znacajno skratiti period koji je potreban da se u potpunosti inhibira ispitivani soj
bakterija pomocu 1% filma hitozana. Najvecu antimikrobnu aktivnost ispoljio je 1% film
hitozana sa dodatkom 0,2% etarskog ulja timijana. Sa ovom formulacijom filma postize se
potpuna inhibicija bakterija za vreme od 48h.

Vrednosti korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na Sargarepi u prisustvu 1% kompozitnog filma hitozana
(r=0.98), ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivna zavisnost.
Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna

razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.

5.4.5. Sposobnost rasta L. monocytogenes na Sargarepi u prisustvu 2% kompozitnog

filma hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe

seCenoj Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma od 2% hitozana i 6% Zelatina prikazani su

u Tabeli 24 (Grafik 19).

Prose€an broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u uzorcima sveZe secene
Sargarepe bio je statisticki znacajno ve¢i (p<0,05) od prose¢nog broja bakterija u svim
uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu filmova 2% hitozana za prvih 24h skladiStenja. Za
ovaj period ispitivanja prose€an broj bakterija u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu 2%
filma hitozana bio je manji od prosecnog broja bakterija u uzorcima koji su skladisteni u
prisustvu samog Zelatina mada izmedu njih nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika.

Za 48h skladiStenja, proseCan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u
uzorcima sveze secene Sargarepe bio je statisticki znacajno veci (p<0,05) od prose¢nog

broja bakterija u svim uzorcima koji su skladisteni u prisustvu filmova 2% hitozana.

115



Tabela 24. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe se€enoj Sargarepi u prisustvu

kompozitnog filma 2% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h  144h
Sargarepa 4.90£0.02*  5.10+0.03 5.00£0.02*°  4.30+0.05%  2.80+0.03* 1.70+0.09° ND
2% hitozan 4.90+0.02% 3.90+0.03" 2.90+0.01°  2.30£0.04°  1.50+0.07° ND ND
Zelatin sa 1%
siréetnom kiselinom  4.90+0.02*  4.10+0.10°° 2.80£0.03°  1.10+0.17° ND ND ND
2% hitozan i 0,1%
mente 4.90£0.02*  3.90+0.06"¢ 3.30£0.06%  2.70£0.02%  2.30+0.05° 1.30+0.24° ND
2% hitozan i 0,2%
mente 4.90+0.02° 3.80+0.03° 3.20£0.05%"  2.55+0.06° 2.10+0.10 1.00+0.00° ND
2% hitozan i 0,1%
timijana 4.90+0.02°  3.90+0.03°%"  3.10+0.07°%"  2.60+0.02" 2.20%0.05°*¢  ND ND
2% hitozan i 0,2%
timijana 4.90£0.02° 3.80+0.05"%*"  2.90+0.02° 2.50+0.05°¢ 2.00+0.07" ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05),

ND — ne moze se detektovati.

Nakon 72h, izmedu kontrolnog uzorka Sargarepe i svih uzoraka skladiStenih u

prisustvu 2% filma hitozana utvrdena je statisticki znacajna razlika.
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Grafik 19. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na secenoj

Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma sa 2% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom

etarskih ulja

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 19), moze se uodciti da sve upotrebljene

formulacije filmova 2% hitozana znacajno doprinose smanjenju broja L. monocytogenes
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ATCC 19115 u Sargarepi. Medutim, razlika u brojnosti populacije L. monocytogenes
ATCC 19115 izmedu uzoraka Sargarepe skladiStenih u prisustvu zelatina sa siréetnom
kiselinom i 2% hitozana za prvih 24h iznosila je svega 0,3 log;o CFU/g, i nije bila
statisticki znaCajna. Sa produzetkom skladiStenja, smanjenje prosecnog broja bakterija u
uzorcima Zelatina koji su pripremljeni sa siréetnom kiselinom bilo je vre¢e od smanjenja

prosecnog broja bakterija u uzorcima skladistenim u prisustvu 2% hitozana.

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe

secenoj Sargarepi u prisustvu kompozitnog filma od 2% hitozana 1 6% zelatina prikazani su

u Tabeli 25 (Grafik 20).

Tabela 25. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe seenoj $Sargarepi u prisustvu

kompozitnog filma 2% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,o CFU/g)

Tretman

oOh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Sargarepa 5.10+0.04° 5.20+0.04*  5.30+0.06° 5.40+0.03% 5.10+0.05° 3.85+0.01° 2.80+0.02°
2% hitozan 5.10+0.04* 3.20+0.09°  2.80+0.02° 2.16+0.06° 1.50+0.15° ND ND
Zelatin sa 1%
siréetnom kiselinom  5.10+0.04°  4.40+0.03°  3.80£0.02°  2.70+0.03° 1.30+0.24"¢ ND ND
2% hitozan i 0,1%
mente 5.10+0.04° 3.64+0.04%  3.70+0.03°  3.10+0.05% 2.30+0.03¢ ND ND
2% hitozan i 0,2%
mente 5.10+0.04* 3.60+0.02%¢  3.40+0.04° 2.77+0.07° 2.15+0.04° ND ND
2% hitozan i 0,1%
timijana 5.10+0.04% 3.36+0.05'  3.20+0.09"  2.50+0.03" ND ND ND
2% hitozan i 0,2%
timijana 5.10+0.04° 3.30£0.01% 3.10+0.09"*9  2.30+0.06° ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja =+ standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se

detektovati.

Nakon 96h skladiStenja, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u prose¢nom broju
bakterija izmedu uzoraka zelatina 1 2% hitozana.

Potpuna inhibicija L. monocytogenes ATCC 19112, u prisustvu 2% hitozana
ostvarena je za 120h (Grafik 20). Dodatak etarskih ulja u film hitozana uticao je na
povecanje njegove antimikrobne aktivnosti. Pri tom, sa dodatkom 0,1% 1 0,2% etarskog

ulja timijana, ostvarena je potpuna inhibicija ispitivanog bakterijskog soja za vreme od 96h.
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Grafik 20. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na secenoj Sargarepi u
prisustvu kompozitnog filma sa 2% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom etarskih ulja

Vrednosti korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na Sargarepi u prisustvu 2% kompozitnog filma hitozana
(r=0.98), ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivna zavisnost.
Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna

razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.

5.4.6. Sposobnost rasta L. monocytogenes na kupusu u prisustvu 0,5% kompozitnog

filma hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe
seCenom kupusu u prisustvu kompozitnog filma od 0,5% hitozana i 6% Zelatina prikazani
su u Tabeli 26 (Grafik 21).

Nakon 24h skladiStenja, utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) u
prose¢nom broju bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 izmedu kontrolnog uzorka
kupusa i svih uzoraka koji su skladisteni u prisustvu 0,5% hitozana. Prosecan broj bakterija
u uzorcima koji su skladisteni u prisustvu 0,5% hitozana bio je statisticki znacajno veéi
(p<0,05) od prosecnog broja bakterija u uzorcima sa Zelatinom. Ovakav trend je uocen

tokom celog perioda ispitivanja (144h).
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Tabela 26. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seCenom Kkupusu u prisustvu
kompozitnog filma 0,5% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Kupus 4.66+0.03*  4.70£0.02*  4.90+0.02°  5.40+0.03? 5.85+0.02* 6.47+0.03* 7.46%0.06°
0,5% hitozan 4.66+0.03* 4.10£0.01°  3.60+0.03°  2.45+0.03°  1.12+0.17° ND ND
Zelatin sa 1%
siréetnom kiselinom  4.66+0.03*  3.98+0.02°  3.10£0.07°  2.00+0.02°  0.90+0.80°° ND ND
0,5% hitozan i 0,1%
mente 4.66+0.03  4.27+0.01%  3.80+0.02¢  2.81+0.02¢  2.20+0.11¢ 1.30+0.24° ND
0,5% hitozan i 0,2%
mente 4.66+0.03* 4.10+0.06"°  3.40+0.09°  2.40+0.05>¢  1.40+0.10° ND ND
0,5% hitozan i 0,1%
timijana 4.66£0.03° 4.10£0.02°*" 3.40+0.05* 1.86+0.09"°  1.10+0.17' ND ND
0,5% hitozan i 0,2%
timijana 4.66+0.03%  4.00+0.02%9  3.10+0.12%° 1.40+0.17>%  0.70+0.609 ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se

detektovati.
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Grafik 21. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe seCenom
kupusu u prisustvu kompozitnog filma sa 0,5% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom

etarskih ulja

Pocetni broj L. monocytogenes ATCC 19115 u kupusu poveéan je za 2,8 logio
CFU/g u toku 6 dana skladistenja, na temperaturi od 4°C (Grafik 21). U uzorcima kupusa

koji su skladiSteni u prisustvu 0,5% filma hitozana uofeno je smanjenje brojnosti
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populacije ispitivanih bakterija. Razlika vec¢a od 1 logig CFU/g izmedu kontrolnog uzorka
kupusa i uzorka koji je skladisten u prisustvu filma 0,5% hitozana ostvarena je nakon 48h.
Potpuna inhibicija ispitivanog soja L. monocytogenes ATCC 19115 u prisustvu filma
hitozana je postignuta nakon 120h skladistenja.

Medutim, iz prikazanih rezultata (Grafik 21) moze se uociti da je antimikrobna
aktivnost zelatina pripremljenog sa siretnom kiselinom statisticki znacajno veca (p<0,05)
od antimikrobne aktivnosti filma 0,5% hitozana. Dodatak etarskih ulja timijana i mente
povecava antimikrobnu aktivnost filma hitozana. Najvecu antimikrobnu aktivnost ispoljio
je film 0,5% hitozana sa dodatkom 0,2% etarskog ulja timijana. Ova formulacija filma
hitozana omogucila je smanjenje pocetnog broja L. monocytogenes ATCC 19115 od 1,5
logip CFU/g za 48 h skladistenja, odnosno smanjenje od 3,2 logio CFU/g za period od 72h
na temperaturi od 4°C. Pocetni broj ispitivanog bakterijskog soja od 4,6 logio CFU/g,
smanjen je do nivoa koji se nisu mogli detektovati za period skladistenja od 120h.

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe
se¢enom kupusu u prisustvu kompozitnog filma od 0,5% hitozana 1 6% Zzelatina prikazani
su u Tabeli 27 (Grafik 22).

Tabela 27. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe seCenom Kupusu u prisustvu
kompozitnog filma 0,5% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Kupus 5.40£0.02* 5.67+0.04* 6.10£0.02* 6.38+0.03° 7.20+0.02°  8.30+0.02°  8.61+0.04%
0,5% hitozan 5.40+0.02°  4.40+0.09°  4.20+0.02° 3.20£0.04° 2.90+0.02°  2.00+0.11°  1.00:+0.00°
Zelatin sa 1%
siréetnom kiselinom 5.40+0.02*  4.60£0.05%°  4.00+0.02° 3.00+0.12° 2.30+0.04°  1.40+0.10° ND
0,5% hitozan i 0,1%
mente 5.40+0.02* 4.50+0.04>% 3.80+0.02° 2.90+0.02° 2.40+0.03°  0.80+0.70° ND
0,5% hitozan i 0,2%
mente 5.40+0.02° 4.30+0.07°¢ 3.40+0.08° 2.50+0.04° 2.30+0.05° 1.00+0.00%¢ ND
0,5% hitozan i 0,1%
timijana 5.40£0.02° 4.30+0.05"*" 3.50+0.05%" 2.40+0.05" 2.10+0.08" 1.10+0.17%¢f ND
0,5% hitozan i 0,2%
timijana 5.40+0.02*  3.67+0.03°  3.09+0.069 2.20+0.13%¢ 1.82+0.03° ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se

detektovati.

Na pocetku ispitivanja nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu

prosecnog broja bakterija u uzorcima kupusa i uzoraka koji su tretirani hitozanom. Nakon
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24h skladistenja utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu prose¢nog broja
bakterija u uzorcima rotkve 1 prosecnog broja bakterija u svim upotrebljenim
formulacijama filma hitozana.

U vremenskom periodu od 24h nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u
proseénom broju bakterija izmedu uzoraka rotkve koji su tretirani 0,5% hitozanom i
uzoraka koji su tretirani filmom zelatina koji je pripremljen sa 1% siréetnom kiselinom.
Takode nije utvrdena statisticki znacajna razlika, na nivou p<0,05, izmedu uzoraka koji su
skladiSteni u prisustvu 0,5 % hitozana i1 uzoraka sa dodatkom 0,1% 1 0,2% etarskog ulja
mente ili 0,2% etarskog ulja timijana.

Nakon 48h ispitivanja, utvrdena je statisticki znacajna razlika u prose¢nom broju
bakterija u uzorcima kupusa 1 svim uzorcima koji su skladisteni u prisustvu filmova sa
hitozanom. Prosecan broj bakterija u uzorcima koji su skladisteni u prisustvu Zelatina sa
sir¢etnom kiselinom bio je znacajno manji od prose¢nog broja bakterija u uzorcima koji su
skladisteni u prisustvu 0,5% hitozana. Za vremenski period od 48h nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu upotrebljenih koncentracija etarskih ulja koje su primenjene u

filmovima hitozana od 0,2% mente i 0,1% timijana.
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Grafik 22. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe seenom
kupusu u prisustvu kompozitnog filma sa 0,5% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom
etarskih ulja
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Nakon 72h ispitivanja, utvrdena je statisticki znacajna razlika u prosecnom broju
bakterija u uzorcima kupusa i svim uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu filmova
hitozana. ProseCan broj bakterija u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu zelatina sa
sirCetnom kiselinom bio je znafajno manji (p<0,05) od prosecnog broja bakterija u
uzorcima koji su skladisteni u prisustvu 0,5% hitozana. Za vremenski period od 72h nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu upotrebljenih koncentracija etarskih ulja koje
su primenjene u filmovima hitozana od 0,1% i 0,2% timijana.

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 22), moze se uociti da je u toku ispitivanja
od 6 dana, pocetni broj L. monocytogenes ATCC 19112 u kupusu uveéan za 3,2 10gio
CFU/g. Dobijeni rezultati ukazuju na to da kupus predstavlja povoljan supstrat za rast i
razvic¢e ovog bakterijskog soja na temperaturi od 4°C. Upotrebljena koncentracija hitozana
od 0,5% omogucila je da se pocetni broj L. monocytogenes ATCC 19112 od 5,4 logio
CFU/g smanji za 1,2 logip CFU/g za vreme od 48h, odnosno za 2,2 log;g CFU/g za 72h.

Izmedu uzoraka skladiStenih u prisustvu hitozana i uzoraka skladiStenih u prisustvu
Zelatina sa siréetnom kiselinom, utvrdena je statisticki znacajna razlika tokom celog perioda
ispitivanja, na nivou p<0,05. Dobijeni rezultati pokazuju da je prosecan broj bakterija u
uzorcima 0,5% hitozana bio statisti¢ki znacajno veci (p<0,05) od prosecnog broja bakterija
u uzorcima sa Zelatinom, tokom celog perioda ispitivanja.

Dodatak etarskih ulja nakon 48h omogucéio je ve¢u antimikrobnu aktivnost 0,5 %
hitozana. Potpuna inhibicija pocetnog broja L. monocytogenes ATCC 19112 postignuta je
nakon 120h skladistenja i to sa filmom 0,5% hitozana sa dodatkom etarskog ulja timijana u
koncentraciji od 0,2% (Grafik 22).

Vrednosti korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na kupusu u prisustvu 0,5% kompozitnog filma hitozana
(r=0.96), ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivha zavisnost.
Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna

razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.
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5.4.7. Sposobnost rasta L. monocytogenes na kupusu u prisustvu 1% kompozitnog
filma hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na sveze

se¢enom kupusu u prisustvu kompozitnog filma od 1% hitozana 1 6% zelatina prikazani su

u Tabeli 28 (Grafik 23).

Za 24h skladiStenja, utvrdena je statisticki znacajna razlika u prosecnom broju
bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 izmedu kontrolnog uzorka kupusa i svih uzoraka
koji su tretirani filmom 1% hitozana. Takode je utvrdena statisticki znacajna razlika u
prosecnom broju bakterija izmedu uzoraka 1% hitozana i zelatina. Prosecan broj bakterija
izmedu uzoraka koji su skladisteni u prisustvu filma hitozana sa dodatkom 0,1% mente i
0,1% timijana nije se statisti¢ki znacajno razlikovao na nivou p<0,05.

Za 48h proseCan broj bakterija u uzorcima kupusa bio je znacajno veci od
prose¢nog broja bakterija u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu 1% hitozana. Za ovaj
period skladistenja utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju bakterija izmedu uzoraka
Zelatina i1 hitozana. Prosecan broj bakterija izmedu uzoraka koji su skladisteni u prisustvu
filma hitozana sa dodatkom 0,2% mente i 0,1% timijana nije se statisticki znacajno

razlikovao na nivou p<0,05.

Tabela 28. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seCenom Kkupusu u prisustvu
kompozitnog filma 1% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Kupus 4.75+0.02  4.90+0.03°  5.50+0.09% 6.00+0.05% 6.80+0.01° 7.50+0.06° 7.90+0.01%
1% hitozan 4.75+0.02%  3.40+0.05°  2.50+0.10° 1.30+0.24° ND ND ND
Zelatin sa 1%
sircetnom kis. ~ 4.75+0.02°  4.10+0.09°  3.20+0.14° 1.80+0.06° 0.80+0.70° ND ND
1% hitozan i
0,1% mente 4.75+0.02*  3.60+0.05¢  2.90+0.05¢ 1.50+0.15"¢ ND ND ND
1% hitozan i
0,2% mente 4.75+0.02*  3.3040.14%¢  2.70+0.08°  1.40+0.10>%¢ ND ND ND
1% hitozan i
0,1% timijana  4.75+0.02°  3.60+£0.09"  2.74+0.04%"  150+0.17>%¢f ND ND ND
1% hitozan i
0,2% timijana  4.75+0.02° 3.40+0.08%°¢  2.30+0.11"9 1.30+0.24"¢®f9 ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se

detektovati.
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Za 72h skladiStenja, prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 u
uzorcima sveze seCenog kupusa bio je statisticki znacajno veéi (p<0,05) od prose¢nog broja
bakterija u svim uzorcima koji su skladisSteni u prisustvu filmova 1% hitozana. Utvrdena je
statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka kupusa koji su skladiSteni u prisustvu 1%
hitozana i uzoraka koji su skladiSteni u prisustvu Zzelatina. Nakon 72h utvrdeno je da
dodatak etarskih ulja nije statisticki znacajno uticao na povecanje antimikrobne aktivnosti

1% filma hitozana.
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Grafik 23. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe se¢enom
kupusu u prisustvu kompozitnog filma sa 1% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom
etarskih ulja

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 23) moze se zapaziti da se pocetni broj L.
monocytogenes ATCC 19115 od 4,7 logio CFU/g u prisustvu filma 1% hitozana smanjuje
za 1,3 logip CFU/g u toku prvih 24 h skladistenja. U poredenju sa kontrolnim uzorkom
kupusa koji je skladiSten bez prisustva hitozana, ostvarene vrednosti inhibicije su iznosile
1,5 logig CFU/g za 24h, 3 log;y CFU/g za 48h odnosno 4,7 logyy CFU/g za 72h. Ova
formulacija filma hitozana u potpunosti je inhibirala soj L. monocytogenes ATCC 19115
nakon 96h skladiStenja kupusa, na temperaturi od 4°C. Izmedu kontrolnog uzorka (kupus) i
uzoraka koji su skladisteni u prisustvu 1% filma hitozana utvrdena je statisticki znacajna

razlika (p<0,05). Takode je utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka
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skladistenih u prisustvu hitozana i1 uzoraka skladiStenih u prisustvu Zelatina, tokom celog
perioda ispitivanja (p<0,05). Dodatak etarskog ulja mente u koncentracijama od 0,1% i
0,2% i etarskog ulja timijana u koncentraciji od 0,1% nije imao znacajan uticaj na
povecanje antimikrobne aktivnosti upotrebljenog filma. Najvecu efikasnost u smanjenju
brojnosti populacije L. monocytogenes ATCC 19115 imao je 1% film hitozana sa dodatkom
0,2% etarskog ulja timijana. Ova formulacija filma ostvarila je potpunu inaktivaciju

ispitivanog soja u toku 96h skladiStenja, na temperaturi od 4°C.

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveze
seCenom kupusu u prisustvu kompozitnog filma od 1% hitozana i 6% Zelatina prikazani su
u Tabeli 29 (Grafik 24).

Nakon 24h skladiStenja prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
uzorcima kupusa (kontrola) bio je statisticki znacajno veéi (p<0,05) od prosecnog broja
bakterija u uzorcima koji su tretirani svim ispitivanim formulacijama 1% hitozana. Izmedu
uzoraka 1% hitozana i Zelatina sa siréetnom kiselinom utvrdena je znacajna razlika na
nivou p<0,05. Prosecan broj bakterija u uzorcima 1% hitozana bio je statisticki znacajno
manji od prosecnog broja bakterija u uzorcima sa zelatinom.

Tabela 29. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveZe seCenom Kupusu u prisustvu
kompozitnog filma 1% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Kupus 4.23+0.06%  4.40+0.04° 4.80+0.06° 5.10+0.06 5.90+0.02°  6.80+0.02° 7.20+0.03%
1% hitozan 4.23+0.06*  3.10+0.06° 2.700.12° 2.08+0.12° 1.60+0.11°  0.80+0.70° ND
Zelatin sa 1%
siréetnom kiselinom  4.23+0.06%  3.50+0.02° 3.00+0.07° 2.34+0.06°  1.70+0.09°¢  1.00+0.00>¢ ND
1% hitozan i 0,1%
mente 4.23+0.06* 3.00£0.09°¢  2.60+0.15”¢  2.00+0.07*¢  1.50+0.15°¢ ND ND
1% hitozan i 0,2%
mente 4.23+0.06* 2.90+0.08%°  2.40+0.17°%°  1.80+0.13%%°  1.20+0.17%¢ ND ND
1% hitozan i 0,1%
timijana 4.23+0.06° 2.90+0.11%"  2.30+0.06"%*"  1.60+0.11%"  1.00+0.00%¢ ND ND
1% hitozan i 0,2%
timijana 4.23+0.06° 2.80£0.11%¢%  210+0.07%%9  1.40+0.17%" ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja =+ standardna devijacija.

Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se

detektovati.
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Nakon 48h utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnog uzorka kupusa
I svih uzoraka koji su skladisteni sa filmovima 1% hitozana. ProseCan broj bakterija u
uzorcima 1% hitozana bio je statisticki znacajno manji od prosecnog broja bakterija u
uzorcima sa zelatinom. Za uzorke kupusa koji su skladiSteni u prisustvu 1% hitozana 1
hitozana sa dodatkom 0,1% i 0,2% etarskog ulja mente kao i 0,1% etarskog ulja timijana
nije utvrdena statisti¢ki znac¢ajna razlika, na nivou p<0,05.

Nakon 72h utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnog uzorka kupusa
1 svih uzoraka koji su skladiSteni sa filmovima 1% hitozana. Prose¢an broj bakterija u
uzorcima 1% hitozana bio je statisticki znacajno manji od prosecnog broja bakterija u
uzorcima sa zelatinom.

Nakon 96 h prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u uzorcima
kupusa bio je statisticki znacajno veéi (p<0,05) od prose¢nog broja bakterija u uzorcima
koji su tretirani svim ispitivanim formulacijama 1% hitozana. Izmedu uzoraka 1% hitozana
1 zelatina sa siréetnom kiselinom nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika na nivou p<0,05.
Za uzorke kupusa koji su skladiSteni u prisustvu 1% hitozana i hitozana sa dodatkom 0,1%

etarskog ulja mente nije utvrdena statisticki znacajna razlika, na nivou p<0,05.
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Grafik 24. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe
seCenom kupusu u prisustvu kompozitnog filma sa 1% hitozanom i 6% Zelatinom sa
dodatkom etarskih ulja
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Na osnovu rezultata prikazanih na Grafiku 24, moze se zapaziti da se pocetni broj L.
monocytogenes ATCC 19112 u kupusu povecava za 3 logyy CFU/g u toku 6 dana
skladiStenja na temperaturi od 4°C. U uzorcima kupusa koji su skladiSteni u prisustvu 1%
filma hitozana utvrdeno je statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje brojnosti populacije
tokom celog perioda ispitivanja. Upotrebljeni film 1% hitozana izaziva smanjenje pocetnog
broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 od 1,5 logiy CFU/g za period od 48h,
odnosno 2,1 log;p CFU/g za period od 72h. Potpuna inhibicija ispitivanih bakterija
ostvarena je nakon 144h. Izmedu uzoraka koji su skladisteni u prisustvu 1% hitozana i
Zelatina sa sir¢etnom Kiselinom, utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05), tokom
prvih 72 h skladistenja (Grafik 24).

Sa sigurnoS¢u od 95%, moZe se tvrditi da dodatak etarskog ulja mente u
koncentraciji od 0,1%, nije uticao na povecanje antimikrobne aktivnosti 1% filma hitozana
u toku prvih 48h skladistenja (p>0,05). Najbolji efekat postize se primenom filma hitozana
u koji je dodato etarsko ulje timijana u koncentraciji od 0,2%. Ova formulacija filma
ostvarila je potpunu inhibiciju pocetnog broja bakterija za period od 96h. Na osnovu
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da kod soja L. monocytogenes ATCC 19112, dodatak
etarskog ulja timijana u koncentraciji od 0,2%, skracuje vremenski period koji je potreban
da se ostvari potpuna inhibicija bakterija za 48h, u poredenju sa 1% filmom hitozana.
Ostale formulacije ispitivanih kompozitnih filmova su imale slabiji uticaj na ispitivani soj
mikroorganizama tako da je kod njih potpuna inhibicija L. monocytogenes ATCC 19112
postignuta nakon 120h skladiStenja uzoraka na temperaturi od 4°C.

Vrednosti korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na kupusu u prisustvu 1% kompozitnog filma hitozana
(r=0.94), ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivha zavisnost.
Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna

razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.
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5.4.8. Sposobnost rasta L. monocytogenes na kupusu u prisustvu 2% kompozitnog

filma hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19115 na sveze
se¢enom kupusu u prisustvu kompozitnog filma od 2% hitozana 1 6% Zelatina prikazani su
u Tabeli 30 (Grafik 25).

Tabela 30. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u sveZe seCenom Kupusu U prisustvu

kompozitnog filma 2% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,, CFU/g)

Tretman

oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Kupus 4.80+0.02*  4.80+0.02*° 5.00+0.04® 5.50+0.08° 6.00£0.03% 6.60+0.02° 7.60+0.04
2% hitozan 4.80+0.02%  4.40+0.02° 3.90+0.03° 3.20+0.02°  2.40+0.05°  0.80+0.70° ND
Zelatin sa 1% siréetnom
kiselinom 4.80£0.02  4.00£0.02° 3.20+0.03° 2.10+0.05°  1.30+0.24° ND ND
2% hitozan sa 0.1%
mente 4.80+0.02  4.40+0.02% 3.80+0.02¢ 3.00+0.01 2.10+0.07¢  1.00+0.00° ND
2% hitozan sa 0.2%
mente 4.80+0.02  4.20+0.04° 3.60£0.20° 2.40+0.02°  1.60+0.11° ND ND
2% hitozan sa 0.1%
timijana 4.80+0.02  4.30+0.04" 3.70+0.02"  2.80+0.02"  2.00+0.05"  0.80+0.70° ND
2% hitozan sa 0.2%
timijana 4.80+0.02*  4.20+0.05%° 3.40+0.07% 2.20£0.04% 1.50+0.17°% ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znac¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moZe se
detektovati.

Prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19115 bio je statisticki znacajno
veci (p<0,05) od prosecnog broja bakterija u uzorcima koji su skladisteni u prisustvu svih
ispitivanih formulacija 2% hitozana, u vremenu od 24h skladistenja. Takode je utvrdeno da
je broj bakterija u uzorcima sa 2% hitozanom bio znacajno veci od broja bakterija u
uzorcima Zelatina, za isti vremenski period. Dodatak 0,2% mente, 0,1% timijana 1 0,2%
timijana u film 2% hitozana znacajno je uticao na povecanje antimikrobne aktivnosti ovog
filma. Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u proseCnom broju bakterija izmedu
uzoraka koji su skladiSteni u prisustvu 2% hitozana 1 uzoraka koji su skladiSteni u prisustvu

2% hitozana sa dodatkom 0,1% mente.

Nakon 48h skladistenja utvrdena je statisticki znac¢ajna razlika (p<0,05) izmedu svih

ispitivanih filmova hitozana i1 kontrolnog uzorka kupusa. Takode je utvrdena statisticki
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znacajna razlika u prose¢nom broju bakterija izmedu uzoraka 2% hitozana 1 uzoraka

zelatina. Ovakav trend uocen je i u toku skladistenja od 72h odnosno 96h.
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Grafik 25. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 na sveZe se¢enom
kupusu u prisustvu kompozitnog filma sa 2% hitozanom i Zelatinom sa dodatkom
etarskih ulja

Primenom 2% filma hitozana ostvarena je znacajna inhibicija bakterijskog soja L.
monocytogenes ATCC 19115 u poredenju sa kupusom (kontrola), tokom celog perioda
ispitivanja (Grafik 25). Potpuna inhibicija ispitivanog bakterijskog soja u prisustvu 2%
hitozana postize se u vremenskom period od 144h. Uzorci koji su skladisteni u prisustvu
2% hitozana i u prisustvu Zelatina sa sir¢etnom kiselinom, statisticki se znacajno razlikuju
(p<0,05), tokom celog perioda ispitivanja. Dodatak etarskog ulja mente u koncentraciji od
0,2% 1 etarskog ulja timijana u koncentracijama od 0,2% uticao je znacajno na poveéanje
antimikrobne aktivnosti filma hitozana. Najvecu antimikrobnu aktivnost ispoljio je 2% film
hitozana sa dodatkom 0,2% etarskog ulja timijana. Sa ovom formulacijom filma postize se

potpuna inhibicija bakterija za vreme od 120h.

Rezultati dobijeni ispitivanjem rasta L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe

seCenom kupusu u prisustvu kompozitnog filma od 2% hitozana i 6% zelatina prikazani su

u Tabeli 31 (Grafik 26).
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Nakon 24h skladiStenja prosec¢an broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
uzorcima kupusa (kontrola) bio je statisticki znacajno veéi (p<0,05) od prosecnog broja
bakterija u uzorcima koji su tretirani svim ispitivanim formulacijama 2% hitozana. Izmedu
uzoraka 2% hitozana i Zelatina sa sir¢etnom kiselinom utvrdena je znacajna razlika na
nivou p<0,05. Prosecan broj bakterija u uzorcima 2% hitozana bio je statisticki znacajno
veéi od prose¢nog broja bakterija u uzorcima sa zelatinom. Za uzorke kupusa koji su
skladiSteni u prisustvu 2% hitozana i hitozana sa dodatkom etarskih ulja utvrdena je
statisticki znaCajna razlika, na nivou p<0,05 za prvih 24h skladistenja.

Nakon 48h utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnog uzorka kupusa
I svih uzoraka koji su skladisteni sa filmovima 2% hitozana. ProseCan broj bakterija u
uzorcima 2% hitozana bio je statisticki znacajno veci od prosecnog broja bakterija u
uzorcima sa Zelatinom. Za uzorke kupusa koji su skladisteni u prisustvu 2% hitozana i
hitozana sa dodatkom 0,1% etarskog ulja mente nije utvrdena statisticki znacajna razlika,
na nivou p<0,05.

Tabela 31. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u sveze se¢enom Kupusu u prisustvu

kompozitnog filma 2% hitozana sa dodatkom etarskih ulja

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,, CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Kupus 5.10+0.02*  5.40+0.01°  5.80+0.02*  6.20+0.04*° 7.10+0.02®  8.00£0.03%° 8.50+0.02°
2% hitozan 5.1040.02°  4.70£0.03°  4.20+0.08°  3.40+0.03" 2.50+0.02°  1.40+0.10° ND

Zelatin sa 1%
siréetnom kiselinom  5.10+0.02% 4.30+0.02° 3.90+0.02°° 3.10+0.04°  2.30+0.03° 1.50+0.20%° ND
2% hitozan i 0,1%

mente 5.10£0.02%  4.60£0.02¢  4.00+0.03"¢  3.00+0.02 2.20#0.05°  1.40+0.10" ND
2% hitozan i 0,2%
mente 5.1040.02°  4.50+0.02°  3.90+0.01% 2.70+0.02° 1.90+0.09°  1.10+0.17° ND
2% hitozan i 0,1%
timijana 5.10£0.02%  4.60+0.02%"  3.80+0.04"  2.90+0.02"  2.00+0.05%" 1.00+0.00" ND
2% hitozan i 0,2%
timijana 5.1040.02°  4.40#0.03°  3.60£0.029  2.50+0.03°  1.70+0.12%¢ ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni zna¢ajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se

detektovati.

Nakon 72h utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolnog uzorka kupusa
1 svih uzoraka koji su skladiSteni sa filmovima 2% hitozana. Prosecan broj bakterija u

uzorcima 2% hitozana bio je statisticki znaCajno vecéi od prosecnog broja bakterija u
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uzorcima sa zelatinom. Za sve uzorke kupusa koji su skladisteni u prisustvu 2% hitozana i
hitozana sa dodatkom etarskih ulja utvrdena je statisticki znacajna razlika, na nivou p<0,05.

Nakon 96h prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u uzorcima
kupusa bio je statisticki znacajno vec¢i (p<0,05) od prosecnog broja bakterija u uzorcima
koji su tretirani svim ispitivanim formulacijama 2% hitozana. ProseCan broj bakterija u
uzorcima 2% hitozana bio je statisticki znacajno veéi od prosecnog broja bakterija u
uzorcima sa Zelatinom. Za sve uzorke kupusa koji su skladiSteni u prisustvu 2% hitozana i

hitozana sa dodatkom etarskih ulja utvrdena je statisticki znacajna razlika, na nivou p<0,05.
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Grafik 26. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 na sveZe se¢enom
kupusu u prisustvu kompozitnog filma sa 2% hitozanom i 6% Zelatinom sa dodatkom
etarskih ulja

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 26) moze se uociti da se pocetni broj L.
monocytogenes ATCC 19112 u kupusu poveéava za 3,4 log;p CFU/g u toku 6 dana
skladistenja, na temperaturi od 4°C. U uzorcima kupusa koji su skladisteni u prisustvu 2%
filma hitozana utvrdeno je statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje brojnosti populacije
tokom celog perioda ispitivanja. Upotrebljeni film 2% hitozana izaziva smanjenje pocetnog
broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 od 0,9 logip CFU/g za period od 48h,
odnosno 1,7 logio CFU/g za period od 72h. Sam film Zelatina pripremljen sa sir¢etnom

kiselinom, izaziva smanjenje pocetnog broja bakterija L. monocytogenes ATCC 19112 u
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kupusu od 1,2 logio CFU/g za 48h odnosno 2 logig CFU/g za period od 72h. Na osnovu
prikazanih rezultata, moze se uociti da sam 2% hitozan, nije efikasan u inhibiciji rasta

ispitivanog soja bakterija u kupusu na temperaturi od 4°C.

Vrednosti korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 na kupusu u prisustvu 2% kompozitnog filma hitozana
(r=0.99), ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivna zavisnost.
Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna

razlika izmedu ispitivanih populacija na nivou znacajnosti 0,05.

5.5. Prezivljavanje sojeva L. monocytogenes u majonezu sa dodatkom hitozana

Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti rasta L. monocytogenes ATCC 19115 u

majonezu u prisustvu 0,25% i 0,5% hitozana prikazani su u Tabeli 32 (Grafik 27).

Tabela 32. Broj L. monocytogenes ATCC 19115 u majonezu sa dodatkom 0,25% i
0,5% hitozana

Broj L. monocytogenes ATCC 19115 (log,o CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Majonez 4.41+0.04° 3.50+0.02°  2.42+0.04°  1.30+0.24% ND ND ND
0,25% hitozan 3.70+0.03"  3.10+0.09°  1.90+0.06®  0.70+0.60*°  ND ND ND
0,5% hitozan 3.50+0.03° 2.78+0.03°¢  1.22+0.17° ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmeticka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05),
ND — ne moze se detektovati.

Na pocetku ispitivanja je utvrdena znacajna razlika u prose¢nom broju bakterija L.
monocytogenes ATCC 19115 u svim ispitivanim uzorcima majoneza. Razlika u brojnosti
populacije L. monocytogenes ATCC 19115, koja je ostvarena nakon prvog dana
skladistenja izmedu majoneza (kontrola) i uzoraka sa dodatim hitozanom iznosila je 0,4
logip CFU/g za 0,25% hitozan, odnosno 0,7 log;o CFU/g za 0,5% hitozan. Tokom naredna
dva dana skladistenja, utvrdeno je da je prosecan broj bakterija L. monocytogenes ATCC
19115 u majonezu bio znacajno veci (p<0,05) u odnosu na broj bakterija u uzorcima sa
dodatim hitozanom u koncentraciji od 0,25 ili 0,5%. Nakon 96h skladistenja, ispitivana

bakterijska vrsta se nije viSe mogla detektovati ni u jednom od uzoraka majoneza.
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Grafik 27. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19115 u majonezu
uz dodatak 0,25% i 0,5% hitozana

Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 27), moze se zapaziti da se pocetni broj L.
monocytogenes ATCC 19115 u majonezu smanjio za 0,9 log;p CFU/g za period od 24h
odnosno za 2 logip CFU/g za 48h. Rezultati pokazuju da obe upotrebljene koncentracije
hitozana znacajno uti€u na smanjenje prose¢nog broja ispitivanih bakterija u poredenju sa
kontrolom (majonez). Potpuna inhibicija L. monocytogenes ATCC 19115 u majonezu uz

dodatak hitozana, ostvarena je nakon 72h u majonezu sa dodatkom 0,5% hitozana.

Rezultati dobijeni ispitivanjem sposobnosti rasta L. monocytogenes ATCC 19112 u
majonezu u prisustvu 0,25% i 0,5% hitozana prikazani su u Tabeli 33 (Grafik 28).

Tabela 33. Broj L. monocytogenes ATCC 19112 u majonezu sa dodatkom 0,25% i

0,5% hitozana

Broj L. monocytogenes ATCC 19112 (log,, CFU/g)

Tretman

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
Majonez 431+0.05° 3.70+0.03*  2.60+0.12° 1.43+0.10% ND ND ND
0,25% hitozan 3.68+0.03" 3.19+0.10°  1.90+0.13°  1.00+0.00*° ND ND ND
0,5% hitozan 3.47+0.03°  2.90+0.08°  1.37+0.10°¢ ND ND ND ND

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeticke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05), ND — ne moze se

detektovati.
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Na osnovu prikazanih rezultata (Grafik 28), moze se zakljuciti da obe upotrebljene
koncentracije hitozana znacajno uti¢u na smanjenje prose¢nog broja ispitivanih bakterija u
poredenju sa kontrolom (majonez). Potpuna inhibicija pocetnog broja L. monocytogenes
ATCC 19112 postize se nakon 72h skladiStenja i to sa filmom 0,5% hitozana.
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Grafik 28. Promena populacije L. monocytogenes ATCC 19112 u majonezu
uz dodatak 0,25% i 0,5% hitozana

Vrednosti korelacionog koeficijenta za rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L.
monocytogenes ATCC 19112 u majonezu (r=0.99), ukazuju da izmedu ispitivanih sojeva
postoji jaka pozitivna zavisnost. Ispitivanjem znacajnosti koeficijenta korelacije, utvrdeno

je da postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu ispitivanih populacija.

5.6. Uticaj filmova hitozana na pH vrednost povréa

U ovom delu rada prikazani su rezultati ispitivanja uticaja siréetne kiseline iz
filmova hitozana na osobine uskladiStenog povréa. Rezultati promene pH vrednosti kod
uzoraka crne rotkve koji su skladiSteni u prisustvu filmova hitozana, prikazani su na
Grafiku 29.

Pocetna pH vrednost netretirane rotkve iznosila je 6.4. Tokom prvih 24h
skladiStenja utvrdeno je smanjenje pH vrednosti u kontrolnom uzorku rotkve za 9,4% u

odnosu na pocetnu vrednost.
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Grafik 29. Promena pH vrednosti u rotkvi u prisustvu filmova hitozana

Ukupno smanjenje pH vrednosti kod kontrolnog uzorka rotkve iznosilo je 14,1%,
nakon 120h skladiStenja. Kod seenog povrca koje je skladiSteno u prisustvu filmova
hitozana, uocena je znaCajna promena pH povréa. Kod uzoraka koji su skladiSteni u
prisustvu 0,5% hitozan filma, utvrdeno je smanjenje pH vrednosti od 25% ve¢ nakon prvih
24h skladistenja dok je ukupno smanjenje pH iznosilo 28,2%, nakon 120h skladistenja.
Kod uzoraka koji su skladisteni u prisustvu 1% filma hitozana, smanjenje od 25% uoc¢eno
je u toku prvih 24h, a ukupno smanjenje pH je iznosilo 26,9%. Najmanji uticaj na promenu
pH u povréu imao je 2% film hitozana kod koga je nakon prvih 24h skladiStenja utvrdeno
smanjenje pH od 21,9% dok je ukupna promena nakon 120h skladistenja iznosila 23,4%.

Iz prikazanih rezultata (Grafik 29), moze se videti da utvrdene pH vrednosti kod
povréa koje je skladiSteno u prisustvu filmova hitozana, ostaju prakticno nepromenjene
tokom celog perioda skladistenja (120h).

Rezultati promene pH vrednosti kod uzoraka Sargarepe koji su skladiSteni u
prisustvu filmova hitozana, prikazani su na Grafiku 30. Pocetna pH vrednost Sargarepe
iznosila je 6.7. Tokom prvih 24h skladiStenja utvrdeno je znacajno smanjenje pH vrednosti

u kontrolnom uzorku Sargarepe za 4.5% u odnosu na pocetnu vrednost.
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Grafik 30. Promena pH vrednosti u $argarepi u prisustvu filmova hitozana

Ukupno smanjenje pH vrednosti kontrolnog uzorka Sargarepe iznosilo je 18%,
nakon 120h skladiStenja. Kod secenog povréa koje je skladiSteno u prisustvu filmova
hitozana, uoceno je znacajno smanjenje pH povréa. Kod uzoraka koji su skladisteni u
prisustvu 0.5% hitozan filma, utvrdeno je smanjenje pH vrednosti od 28.4% ve¢ nakon

prvih 24h skladistenja.

Kod uzoraka Sargarepe koji su skladisteni u prisustvu 1% filma hitozana, smanjenje
od 25.4% uoceno je za prvih 24h, dok je ukupno smanjenje pH iznosilo 26.9%. Najmanji
uticaj na promenu pH u povréu imao je 2% film hitozana kod koga je nakon prvih 24h
skladistenja utvrdeno smanjenje pH od 22.4%. Ukupna promena pH vrednosti kod 2%

filma hitozana iznosila je 23.9%, nakon 120h skladistenja.

Rezultati promene pH vrednosti kod uzoraka kupusa koji su skladisteni u prisustvu

filmova hitozana, prikazani su na Grafiku 31.

Pocetna pH vrednost kupusa (6.7) opada tokom skladiStenja u svim uzorcima
kupusa. Kod uzoraka kupusa je nakon prvih 24h skladistenja zabeleZeno smanjenje pH od

9%, dok je ukupno smanjenje nakon 120h skladiStenja iznosilo 22.4%.
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Grafik 31. Promena pH vrednosti u kupusu u prisustvu filmova hitozana

Smanjenje pH kupusa za 32.8% u toku prvih 24h, uoceno je u prisustvu 0.5% 1 1%
filma hitozana. Kod uzoraka kupusa koji su skladiSteni u prisustvu 2% filma hitozana,
smanjenje od 28.4% uoceno je prvih 24h, dok je ukupno smanjenje pH, nakon 120h

skladistenja, iznosilo 23.9%.

5.7. Uticaj razli¢itih koncentracija filmova hitozana na sadrzaj suve materije povréa

Sve komponente hemijskog sastava povrcéa koje nisu voda, ¢ine suvu materiju. Suva
materija se sastoji iz rastvorljivih (Seceri, kiseline i druge rastvorljive materije) i1
nerastvorljivih materija (skrob, celuloza, hemiceluloza, protopektin i dr.). Zato se sadrzaj u
vodi rastvorene suve materije, pre svega odnosi na sadrzaj ugljenih hidrata odnosno Secera,

koji obicno ¢ine vise od 95% suve materije.

Odredivanje suve materije je jedna od najvaznijih 1 najvise koriS¢enih hemijskih
metoda u ispitivanju kvaliteta voéa 1 povréa. Kod svih vrsta voca i vecine povréa, sadrzaj
suve materije je primarna karakteristika koja pruza znacajne podatke o kvalitetu proizvoda.
Rezultati ispitivanja sadrzaja suve materije u povréu koje je skladiSteno u prisustvu filmova

hitozana, prikazani su u Tabeli 34.
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Tabela 34. Suva materija rastvorljiva u vodi

Sadrzaj suve materije (%) u povréu

Tretman oh 24h 48h 72h 96h 120h

Rotkva kontrola 7.80+0.38°  7.25+0.25°  7.03+0.06° 7.10+0.11° 7.00+0.25°  6.80+0.29°
0.5% hitozan 7.80+0.38°  5.23+0.25° 5.11+0.13° 5.23+0.25" 5.33+0.29°  5.40+0.53°
1% hitozan 7.80+0.38°  553+0.06° 5.16+0.29° 5.16+0.15°  5.46+0.06°  5.50+0.25"
2% hitozan 7.80+0.38°  550+0.25° 5.25+0.25° 5.25+0.00° 5.30+0.16°  5.40+0.15°
Kupus kontrola 6.90+0.38%  5.43+0.51° 4.75+0.25° 3.30+0.38%  3.20+0.09°  2.80+0.25°
0.5% hitozan 6.90+0.38°  4.80+0.14°  4.73+0.03° 4.16+0.28°  4.40+0.26°  3.90+0.19°
1% hitozan 6.90+0.38°  4.70+0.26°  4.48+0.63% 4.50+0.25°  4.60+0.12°  3.90+0.42°
2% hitozan 6.90+0.38°  4.75+0.25°  4.60+0.43% 4.26+0.25°  4.28+0.20°  4.30+0.26"
Sargarepa kontrola 8.80+0.25°  8.42+0.14*  7.60+0.36° 7.76+0.25°  7.70+0.20°  7.70+0.20°
0.5% hitozan 8.80+0.25° 558+0.45° 5.66+0.52° 5.60+0.31° 5.90+0.26"  5.43+0.20°
1% hitozan 8.80+0.25°  6.48+0.36°  6.18+0.16° 6.10+0.19° 6.45+0.18"°  6.10+0.53"
2% hitozan 8.80+0.25°  6.02+0.27° 5.75+0.43° 5.70+0.20° 5.88+0.12"¢ 5.98+0.42°

Vrednosti u tabeli su predstavljene kao aritmetic¢ka sredina tri eksperimentalna merenja + standardna devijacija.
Vrednosti aritmeti¢ke sredine sa razli¢itim slovima u superskriptu u istoj koloni znacajno se razlikuju (p < 0.05)

Sadrzaj SeCera u netretiranim uzorcima povréa kre¢e se u rasponu od 6.9+0.4
(kupus) do 8.8+0.3 (Sargarepa). U svim uzorcima povrca evidentirano je smanjenje sadrzaja
suve materije, u toku 120h skladistenja. Ukupno smanjenje sadrzaja suve materije, nakon
120h skladistenja, iznosilo je kod kupusa 59.4%, dok je kod Sargarepe i rotkve smanjenje

sadrzaja suve materije iznosilo 12.5% odnosno 12.8%.

Kod uzoraka rotkve koji su skladiSteni u prisustvu filmova hitozana nije zabelezeno
znacajno variranje sadrzaja suve materije. Ostvareno smanjenje sadrZaja suve materije u
poredenju sa kontrolnim uzorkom krece se u rasponu od 29.5% (za 1% film hitozana) do
30.8% (za 0.5% 1 2% film). Kod uzoraka kupusa koji su skladiSteni u prisustvu 0.5% 1 1%

hitozana, ostvareno je smanjenje sadrzaja Se¢era od 43.5%.

5.8. Senzorna analiza

Senzorna analiza sveze seCenog, minimalno preradenog povréa obuhvatila je ocenu
slede¢ih karakteristika: ukus, miris, boja i svezina. Boja i izgled povréa imaju najveéi uticaj
na ukupan kvalitet proizvoda i odluku potrosaca o njegovoj prihvatljivosti (Barrett et al.,
2010). Tek nakon procene boje i izgleda povréa, potrosaci procenjuju i druge karakteristike
kao S§to su ukus, miris 1 svezina. Senzorna ocena sveze secene rotkve u prisustvu filmova

hitozana prikazana je na Grafiku 32.
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Grafik 32. Senzorna analiza rotkve nakon Cetiri dana skladiStenja na 4°C

Miris povréa je karakteristican kod svih uzoraka skladiStenih u prisustvu filmova
hitozana, dok je kod uzoraka sa dodatkom etarskog ulja mente izraZen i tipican za
upotrebljeno etarsko ulje. Miris uzoraka sa dodatkom mente je ocenjen 73,3% od
maksimuma, dok su uzorci sa dodatkom timijana ocenjeni kao neprihvatljivi. Ukus povréa
u prisustvu 0,5% i 1% filma hitozana ocenjen je 75.5% odnosno 71.1% od maksimuma.
Dodatak etarskog ulja mente ocenjen je 80% od maksimuma kod uzoraka rotkve koji su
c¢uvani u prisustvu 0,5% filma sa mentom. Etarsko ulje timijana imalo je potpuno
neprihvatljiv uticaj na ukus skladiStenog povréa. Kod svih uzoraka osim rotkve skladiStene

u prisustvu 0.5% filma hitozana, evidentirana je promena boje.

Senzorna ocena sveze seCene Sargarepe u prisustvu filmova hitozana prikazana je na
Grafiku 33.

Na osnovu rezultata senzorne analize moze se videti da su boja 1 sveZina Sagrarepe
tipicne 1 nepromenjene tokom celog perioda ispitivanja. Miris uzoraka sa 0,5% filmom
hitozana i dodatkom mente je ocenjen 84,4% od maksimuma, dok su uzorci sa 1% filmom
hitozana 1 dodatkom mente ocenjeni 82,2% od maksimuma. Ukus uzoraka Sargarepe koji su
skladisteni u prisustvu ispitivanih filmova hitozana je ocenjen 73,3% od maksimuma. Miris
1 ukus uzoraka Sargarepe koji su skladisteni u prisustvu filmova sa etarskim uljem timijana

imao je neprihvatljiv uticaj na senzorne karakteristike povrca.
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Grafik 33. Senzorna analiza Sargarepe nakon ¢etiri dana skladiStenja na 4°C

Senzorna ocena sveze secenog kupusa u prisustvu filmova hitozana prikazana je na
Grafiku 34.

Analizirani uzorci sveze sefenog kupusa pokazali su znacajnu promenu boje i
svezine u toku Cetiri dana skladiStenja na 4°C. Miris povrca u prisustvu 0,5% 1 1% filma
hitozana ocenjen je 75,5% odnosno 73,3% od maksimuma. Dodatak etarskog ulja mente

uticao je znacajno na poboljSanje mirisa kod uskladistenog povréa.
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Grafik 34. Senzorna analiza kupusa nakon Cetiri dana skladi$tenja na 4°C
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Najvece ocene dobili su uzorci kupusa koji su skladisteni u prisustvu 0,5% hitozana
sa dodatkom mente i oni su ocenjeni 82,2% od maksimuma. Na osnovu rezultata senzorne
analize moze se zakljuciti da je ukus kupusa koji je skladisten u prisustvu 0,5% i 1% filma
hitozana ocenjen 73,3% od maksimuma dok je dodatak etarskog ulja mente imao

prihvatljiv uticaj na ovu senzornu karakteristiku povréa.

Uzorci kupusa koji su skladiSteni u prisustvu filmova hitozana sa dodatkom
etarskog ulja timijana, ocenjeni su najnizim ocenama za ukus i miris. Kod netretiranog
uzorka kupusa evidentirane su najve¢e promene senzornih karakteristika, u poredenju sa

kontrolom.
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6. DISKUSIJA

6.1. Antimikrobna aktivnost etarskih ulja

Antimikrobna aktivnost etarskih ulja na rast L. monocytogenes dobro je proucena od
strane veceg broja autora. Smatra se da antimikrobna aktivnost etarskih ulja moze biti
rezultat ometanja fosfolipidnog sloja c¢elijske membrane, S$to dovodi do povecane
propustljivosti i gubitka Celijskih sastojaka ili se moze povezati sa promenama i oSte¢enjem
genetskog materijala ¢elije. Takode, antimikrobna aktivnost etarskih ulja moze biti rezultat
ometanja razli¢itih enzimskih sistema koji su povezani sa proizvodnjom energije u ¢eliji ili
sintezom njenih strukturnih komponenti (Chi, 2004).

Dobijeni rezultati pokazuju da etarska ulja timijana i mente ispoljavaju najsnazniju
antimikrobnu aktivnost na oba testirana soja bakterija. Ispitujuci efekat etarskih ulja prema
razli¢itim mikroorganizmima, i drugi autori su zabelezili da timijan ima izraZeno
antimikrobno dejstvo. Prema rezultatima Klaus et al. (2008) etarska ulja timijana, zalfije,
ruzmarina i majorana ispoljavaju znac¢ajnu antimikrobnu aktivnost i mogla bi se koristiti u
kontroli rasta patogenih mikroorganizama u hrani. Rezultati Duduk et al. (2010), pokazuju
da etarsko ulje timijana moze biti veoma efikasno u sprecavanju rasta patogene gljive
Colletotrichum acutatum koja je jedan od najznacajnijih prouzrokovaca oboljenja jagoda.
Prema rezultatima ovih autora, procenat inhibicije zavisio je od primenjene koli¢ine
etarskog ulja timijana. Jaka inhibicija porasta Colletotrichum acutatum uocena je pri
koncentracijama od 46 pl/l vazduha i visim (94,5-100%). Medutim, dejstvo etarskog ulja je
bilo fungicidno ili fungistati¢no. Minimalna inhibitorna koncentracija etarskog ulja timijana
je pri koncentraciji 76 pl/l vazduha, a minimalna fungicidna koncentracija pri koncentraciji
od 107 pl/l vazduha. Smanjivanjem koncentracije etarskog ulja opadao je i inhibitorni
efekat. Etarsko ulje timijana izgubilo je antifungalno dejstvo pri koncentracijama od 3,82
ul/l vazduha. Ispitivanjem uticaja etarskih ulja timijana, cimeta i origana na rast bakterija,
kvasaca 1 plesni koji se javljaju kao uzroc¢nici kvarenja hrane, rezultati Lopez et al. (2007)
su pokazali da etarsko ulje timijana ima najsnazniju antimikrobnu aktivnost. Ovi autori
ukazuju da antimikrobna aktivnost etarskog ulja timijana znacajno zavisi od koncentracije

timola u njemu. Literaturni podaci ukazuju da razliCite komponente koje ulaze u sastav
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etarskih ulja mogu doprineti njihovoj antimikrobnoj aktivnosti i da ona ne zavisi samo od
najzastupljenije komponente etarskog ulja (Santana-Rios et al., 2001; Faleiro et al., 2003;
Hoet et al., 2006).

Ispitivanjem antimikrobne i antioksidativne aktivnosti etarskih ulja Mentha piperita,
Mentha longifolia i Mentha aquatica, Duki¢ et al. (2003.), nalaze da sva etarska ulja
pokazuju snaznu antimikrobnu aktivnost, naroCito protiv vrste Escherichia coli.
Najsnaznije dejstvo imalo je etarsko ulje Mentha piperita i to prema multirezistentnim
vrstama Shigella sonei i Micrococcus flavus ATTC 10240. Ispitivana etarska ulja su
pokazala znacajnu fungicidnu i fungistatiénu aktivnost, pri ¢emu su etarska ulja Mentha
piperita i Mentha longifolia bila mnogo efikasnija od etarskog ulja Mentha aquatica.
Ispitujuéi efekat etarskog ulja Mentha longifolia L. i Mentha viridis, Mkaddem et al. (2009)
nalaze da je najzastupljeniji sastojak etarskog ulja Mentha longifolia pulegon (54,41%) a
Mentha viridis karvon (50,47%). Najsnazniju antimikrobnu aktivnost ova etarska ulja su
ispoljila prema vrstama L. monocytogenes i Klebsiella pneumonia, dok je najmanja
osetljivost uocena kod E. coli. Snaznu aktivnost etarska ulja su ispoljila i prema kvascima i
plesnima. Prema rezultatima Shailendra i Ruchi (2013), etarsko ulje Mentha spicata
ispoljava antimikrobnu aktivnost protiv Salmonella enterica enterica, Escherichia coli i
Pasturella multocida.

Nekoliko nauc¢nih studija je pokazalo da je etarsko ulje bosiljka manje efikasno u
inhibiciji L. monocytogenes i Pseudomonas aeruginosa u poredenju sa drugim Gram (+) i
Gram (-) bakterijama. Medutim, rezultati Hossain et al. (2010), pokazuju da etarsko ulje
bosiljka kao i ekstrakt bosiljka sa metanolom, ispoljava znacajnu antibakterijsku aktivnost
protiv L. monocytogenes i ostalih testiranih bakterija. Istrazivanja inhibitornog efekta
etarskih ulja aromati¢nih biljaka na sojeve L. monocytogenes, L. innocua i S. aureus. L.
innocua su pokazala da su tri soja L. monocytogenes osetljivija na etarsko ulje izolovano iz
Ocimum gratissimum nego na ulje iz Ocimum basilicum dok je jedan soj L. monocytogenes
bio otporan na etarsko ulje izolovano iz Ocimum basilicum (Nguefack et al., 2004). Nasi
rezultati pokazuju da etarsko ulje perSuna ispoljava veoma slabu antimikrobnu aktivnost na
oba ispitivana bakterijska soja. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora
(Boucinha Teixeira, 2013).
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na delovanje etarskih ulja, u poredenju sa G (-) negativnim bakterijama. Dobijeni rezultati
su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Ceylan i Fung, 2004; Al-Bayati, 2008).

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti meSavine etarskih ulja pokazalo je da kod oba
soja L. monocytogenes najveca zona inhibicije je ostvarena sa meSavinom timijana i
bosiljka. Nasi rezultati pokazuju da dodatak etarskog ulja timijana znacajno povecava
antimikrobnu aktivnost drugih ispitivanih etarskih ulja. Medutim, ni jedna ispitivana
kombinacija etarskih ulja nije omogucila povecanje antimikrobne aktivnosti etarskog ulja
timijana.

I rezultati drugih autora ukazuju da meSavine etarskih ulja, ekstrakata ili
kombinacije razli¢itth osnovnih sastojaka etarskih ulja mogu ispoljiti odgovarajuci
antimikrobni efekat prema mikroorganizmima (Ribar et al., 2000).

Gutierrez et al.,, (2009) su ispitivali sinergisticki efekat razli¢itih kombinacija
etarskih ulja u modelu sa listovima zelene salate i izrazavaju ga kao indeks frakcione
inhibitorne koncentracije (FIC). Indeks frakcione inhibitorne koncentracije je izratunat kao
odnos izmedu minimalne inhibitorne koncentracije dobijene za komponente u meSavini 1
minimalne inhibitorne koncentracije za Cistu komponentu. Rezultat je predstavljen kao
sinergija (FIC<0,5), dopuna (0,5<FIC<1), indiferentnost (1<FIC<4) ili antagonizam
(FIC>4). Rezultati ovih autora pokazuju da nikakav sinergisticki efekat nije uocen kod
razli¢itih meSavina etarskih ulja, dok je dopunski efekat ispoljen kod ve¢eg broja meSavina.
Veca ucestalost dopunskog efekta je pronadena kod mesavina etarskih ulja protiv sojeva
Listeria. Kombinacije origana sa timijanom ili mati¢njakom bile su najefikasnije protiv L.
monocytogenes.

Za uspe$nu primenu etarskih ulja u razli¢itim modelima hrane, neophodno je
utvrditi moguce interakcije izmedu etarskih ulja i komponenata hrane. Postoje brojni
primeri u kojima neke studije ukazuju da su biljni ekstrakti korisni u smanjenju patogena u
nekim prehrambenim proizvodima, dok drugi pokazuju veoma slabu ili neznatnu
antimikrobnu aktivnost kada se ista etarska ulja primenjuju na neki drugi proizvod. Zbog
toga primena etarskih ulja zahteva procenu njihove efikasnosti u okviru prehrambenih

proizvoda ili u model sistemima koji su po svom hemijskom sastavu sli¢ni hrani u kojoj ¢e
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se primenjivati, jer efikasnost mnogih antimikrobnih sredstava moze biti smanjena zbog
odredenih komponenata hrane. Primena etarskih ulja u razli¢itim modelima hrane nalazi
opravdanje i sa zdravstvenog aspekta jer su pojedini njihovi sastojci kao S§to su
cinamaldehid, timol i karvakrol prepoznati od strane US FDA kao GRAS i bezbedni su za
upotrebu (Cocchiara et al., 2005; Bickers et al., 2005).

6.2. Antimikrobna aktivnost povréa na rast L. monocytogenes

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti sveze seCenog kupusa, Sargarepe i crne rotkve,
kao i njihovih razli¢itih meSavina dobijeni rezultati pokazuju da kupus predstavlja dobar
supstrat za rast oba soja L. monocytogenes. U toku Sest dana skladiStenja kupusa na
temperaturi od 4°C, brojnost populacije L. monocytogenes ATCC 19115 povecala se za 1,9
logio CFU/g, dok je kod soja L. monocytogenes ATCC 19112 zabelezeno povecanje od 3,1
logip CFU/g. Ovi rezultati su sli¢ni rezultatima drugih autora koji nalaze da je kupus dobra
osnova za razvice L. monocytogenes (Sant’Ana et al., 2012). Ovo se moze objasniti
prisustvom vecih koli¢ina fermentabilnih Secera od kojih je najzastupljenija glukoza koju L.
monocytogenes veoma lako moze da koristi u ishrani (Beauchat et al., 1986; Dogbe, 2010).

Eksperimentalni rezultati pokazuju da se L. monocytogenes ATCC 19115 nije
mogla detektovati u uzorcima Sargarepe nakon cetiri dana skladiStenja, dok se soj L.
monocytogenes ATCC 19112 u uzorcima Sargarepe nije mogao detektovati nakon sedam
dana skladiStenja. Ovakvi rezultati ukazuju da secena Sargarepa ispoljava antimikrobnu
aktivnost na rast oba bakterijska soja, $to je u skladu sa rezultatima drugih autora.

Beuchat i Brackett (1990 a) su ispitivali opstanak dva soja L. monocytogenes na
sveze seCenoj i kuvanoj Sargarepi na temperaturi od 5 i 15°C. Uoceno je da se brojnost
populacije ne moze detektovati kod sveze Sargarepe, na obe ispitivane temperature. Kod
kuvane Sargarepe, ovakav antilisterijski efekat nije uocen, $to ukazuje na to da ovaj efekat
poti¢e od termolabilnih komponenata koje su prisutne samo u svezem soku Sargarepe.
Prema rezultatima istog autora, prisustvom svezeg soka od Sargarepe u triptoznom
fosfatnom bujonu, u koncentracijama od 1%, ostvareno je maksimalno smanjenje brojnosti
populacije L. monocytogenes veé¢ za 24h na temperaturi od 30°C. Nguyen-The i Lund

(1991) takode su ispitivali antilisterijski efekat sveze rendane i se€ene Sargarepe. Ovi autori
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uocavaju veoma brzo opadanje pocetnog broja Listeria u Sargarepi koja je skladiStena na
temperaturi od 8°C. Antilisterijski efekat je ispoljilo pet sorti Sargarepe, medutim posle
nedelju dana skladiStenja, veoma brzo dolazi do povecanja brojnosti L. monocytogenes.
Prema Harris i sar., (2003) antilisterijski efekat soka od Sargarepe pripisuje se fitoaleksinu.
Fitoaleksini su toksi¢ne antimikrobne supstance male molekulske teZine koje nastaju u
biljkama posle napada patogena ili usled hemijskih i mehanic¢kih oSte¢enja. Stvaraju ih
zdrave celije koje se nalaze u blizini oStecenih ili nekrotiranih, pri ¢emu taj proces indukuje
materije koje difunduju iz napadnutih ¢elija. Otpornost se javlja kada jedan ili viSe
fitoaleksina dostigne dovoljnu koncentraciju da ogranici razvoj patogena. Vecéina poznatih
fitoaleksina je mikotoksi¢na, a neki su toksicni i za bakterije. Sintezu fitoaleksina izazivaju
fitoaleksin-elicitori. To su termolabilna jedinjenja velike molekulske mase, a nastaju
degradacijom celijskog zida biljke (Agrios, 1997).

Eksperimentalni podaci pokazuju da dodatak Sargarepe u koncentracijama od 50%
ili 70% u kupus, znacajno smanjuje prosecan broj L. monocytogenes ATCC 19115 u
kupusu. Kod soja L. monocytogenes ATCC 19112 dodatak dodatak Sargarepe u
koncentraciji od 50% u kupus izaziva smanjenje brojnosti populacije za period od $est dana
od 3 logip CFU/g u poredenju sa uzorkom samog kupusa. Kod oba bakterijska soja je
uoceno da sve upotrebljene mesSavine kupusa 1 Sargarepe ispoljavaju antimikrobnu aktivnost
u poredenju sa samim kupusom.

SveZe sefana crna rotkva predstavlja najnepovoljniji supstrat za razvice ispitivanih
bakterija. Eksperimentalni podaci pokazuju da se soj L. monocytogenes ATCC 19115 u
rotkvi nije viSe mogao detektovati, nakon Cetvrtog dana skladiStenja. Soj L. monocytogenes
ATCC 19112 nije se mogao detektovati u rotkvi nakon petog dana skladistenja. Dodatak
crne rotkve Sargarepi, omogucio je brze i efikasnije odumiranje oba ispitivana bakterijska

soja, u poredenju sa Cistom Sargarepom.

6.3. Antimikrobna aktivnost omotaca hitozana na rast L. monocytogenes u povréu

Eksperimentalni rezultati su pokazali da sve upotrebljene formulacije hitozana
imaju potencijal da inhibiraju razvice ispitivanih bakterijskih sojeva u povréu ukoliko su

primenjene u obliku omotaca. Pri tom je najizrazenija inhibitorna aktivnost uocena kod
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omotaca koji su pripremljeni sa siréetnom kiselinom i hitozanom u koncentraciji od 1%. U
zavisnosti od vrste povréa na kojoj su omotaci hitozana primenjeni, zabelezena je ve¢ u
toku prvog dana inhibicija poc¢etnog broja L. monocytogenes ATCC 19115 od 3,1 logio
CFU/g kod crne rotkve, 3,2 logig CFU/g kod $argarepe odnosno 3 log;g CFU/g kod kupusa.
Za L. monocytogenes ATCC 19112, 1% omotaci hitozana pripremljeni sa dodatkom
sirCetne kiseline, ostvarili su inhibiciju pocetnog broja bakterija od 2,8 logig CFU/g kod

svih ispitivanih vrsta seCenog povrca.

Uocena antimikrobna aktivnost omotac¢a hitozana na L. monocytogenes nije novina.
Hitozan i njegovi derivati bili su ranije prepoznati kao antimikrobni agensi (Bordenave et
al., 2010; Kanatt et al., 2013;).

Aktivnost hitozana uprkos tome §to nije u potpunosti rasvetljena, moze se objasniti
promenama u celijskoj propustljivosti, interakcijom izmedu amino grupa hitozana 1
elektronegativnog naelektrisanja na povrsini ¢elije §to dovodi do curenja unutaréelijskih
elektrolita i proteina (Muzzarelli et al., 1990; Rabea et al., 2003). Osim toga, kod nekih
gljiva hitozan moze proizvesti poremecaj funkcija membrane interakcijom sa
elektronegativnom povr§inom mikroorganizama, §to dovodi do promena u propustljivosti,
poremecaja metabolizma i na kraju do smrti (Fang et al., 1994). Prema Brodelius et al.
(1989) visoke koncentracije hitozana mogu izazvati smrt Celije, usled permeabilizacije
membrane.

Durango et al. (2006) su ispitivali jestive premaze hitozana i skroba u cilju
odredivanja njihove antimikrobne sposobnosti na koluti¢ima Sargarepe. Pripremljena
Sargarepa je potapana u film hitozana i skroba i skladiStena na 15°C. U pripremljenim
uzorcima odreden je ukupan broj mezofilnih aerobnih bakterija, koliformnih bakterija, E.
coli, S. aureus, kvasaca, gljiva i bakterija mle¢ne kiseline. Prema podacima ovih autora,
omotaci sa 0,5% hitozana imaju sposobnost da kontroliSu rast mezofilnih aerobnih vrsta,
kvasaca i gljiva samo u toku prvih pet dana skladiStenja. Omotaci sa 1,5% hitozanom
ispoljavaju smanjenje mezofilnih aerobnih vrsta, kvasaca i gljiva za 1,34 odnosno 2,5
logaritamska ciklusa u odnosu na kontrolu koja nije bila tretirana jestivim premazom. Sa
druge strane, ukupan broj bakterija mlecne kiseline je inhibiran sa primenjenom

koncentracijom od 1,5% hitozana na osnovu ¢ega ovi autori preporucuju jestive premaze od
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hitozana i skroba kao alternativu za kontrolu mikrobioloske aktivnosti u minimalno
preradenom povrcu.

Prema podacima Sanchez-Gonzalez et al. (2011), jestivi omotaci dobijeni od
hitozana sa ili bez dodatog etarskog ulja bergamota predstavljaju dobru alternativu za
cuvanje grozda, spre¢avanje gubitka tezine 1 o€uvanje ¢vrstine ploda tokom skladiStenja.

Proucavanjem antimikrobne aktivnosti omotaca hitozana uz dodatak etarskog ulja
mandarine na rast L. innocua u boraniji, Severino et al. (2014) uocavaju da se kod uzoraka
koji su tretirani hitozanom ve¢ u toku prvog dana skladiStenja moglo uociti smanjenje
pocetnog broja bakterija od 2 log u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Osim toga,
antimikrobni efekat omota¢a hitozana obogaéenog etarskim uljem pokazuje snaznu
antimikrobnu aktivnost na L. innocua u toku 15 dana skladiStenja §to je rezultovalo u
smanjenju brojnosti bakterijske populacije od 4 log u poredenju sa kontrolnim uzorkom
koji nije tretiran hitozanom.

Dobijeni rezultati pokazuju da kod upotrebe 0,25% hitozana kao omotaca, kod
sveze seCenog Kupusa i Sargarepe dolazi do povecanja brojnosti obe ispitivane populacije
ve¢ nakon 48h. Kod omotaca pripremljenih sa 0,5% hitozanom, porast ispitivanih
bakterijskih vrsta uoéen je u uzorcima kupusa i Sargarepe nakon 72h. Ova ¢injenica ukazuje
na to da postoji bakteriostaticki efekat primenjenog tretmana, verovatno zbog subletalnog
oStecenja bakterijskih celija koji uzrokuje da bakterije ne mogu da se razvijaju tokom
skladistenja. Dobijeni rezultati ispitivanja mogu se tumaciti i kao opadanje antimikrobne
aktivnosti hitozana tokom vremena. Ovakve osobine omotaca na bazi hitozana su uocene
od strane drugih autora i objasnjene su opadanjem njegove antimikrobne aktivnosti, koja
nastaje zbog smanjene dostupnosti amino-grupa u molekulu hitozana.

Kod ispitivanja antimikrobne aktivnosti hitozana u vidu omotaca na sveze secenoj
rotkvi, uoceno je da sve primenjene koncentracije hitozana ispoljavaju izrazenu
baktericidnu aktivnost. Nasi rezultati pokazuju da se kod ovog povrca, ispitivani bakterijski
sojevi nisu mogli detektovati u uzorcima crne rotkve, pocevsi od prvog dana skladistenja,
pa sve do kraja ispitivanja. Ovakvi rezultati se mogu objasniti prisustvom antimikrobnih

materija u rotkvi koje su delovale sinergisticki sa upotrebljenim hitozanom.
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6.4.  Antimikrobna aktivnost kompozitnih filmova hitozana i Zelatina sa dodatkom
etarskih ulja na rast L. monocytogenes u povréu

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti kompozitnh filmova na bazi hitozana i
zelatina su pokazali da sve upotrebljene formulacije hitozana imaju potencijal da inhibiraju
razvi¢e ispitivanih bakterijskih sojeva u povréu. Nasi rezultati su pokazali da sa
povecanjem koncentracije hitozana raste i njegova antimikrobna aktivnost. Medutim, kod
oba bakterijska soja je uoc¢eno da 2% film hitozana ispoljava manju antimikrobnu aktivnost
nego 1% film.

Osim toga, rezultati istrazivanja su pokazali da etarska ulja doprinose poveéanju
antimikrobne aktivnosti svih upotrebljenih filmova hitozana. Najizrazeniju aktivnost su
pokazali filmovi sa dodatkom 0,2% etarskog ulja timijana. Ovakav efekat filmova sa
etarskim uljima je bio i o¢ekivan jer su rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti samih
etarskih ulja pokazali da upravo etarsko ulje timijana ima najizrazeniji efekat na ispitivane
bakterijske vrste.

Prema podacima Perdones et al. (2012), hitozan obogaéen dodatkom etarskih ulja
moze spreciti pojavu sive plesni na jagodama. Istrazivanja Vu et al. (2011), takode su
pokazala da jestivi omotaci od hitozana sa dodatkom etarskog ulja timijana, limonena i
peperminta mogu biti veoma efikasni u spreavanju kvarenja jagoda u period od 14 dana,
na temperaturi od 4°C.

Ispitivanjem antilisterijskog efekta modifikovanog hitozana sa dodatkom etarskih
ulja limuna, mandarine, bergamota ili karvakrola na brokoliju, Severino et al. (2014) nalaze
da se najbolji efekat u smanjenju L. monocytogenes postiZze sa hitozanom pripremljenim sa
uljem mandarine.

Takode i rezultati Chi (2004), pokazuju da primena filma hitozana smanjuje
brojnost patogena u salami, od 1 do 3 log. Film hitozana obogacen dodatkom 1% i 2%
etarskog ulja origana omogucio je 4 log redukcije L. monocytogenes i E. coli O157:H7 u
komadima salame koji su skladisteni na 10°C tokom 5 dana.

Vasilatos i Savvaidis (2013), su ispitivali antimikrobnu aktivnost hitozana uz
dodatak etarskog ulja ruzmarina u koncentraciji od 0,25% (v/w) na rast razliCitih

mikroorganizama na c¢ure¢im filetima. Rezultati ovih autora takode ukazuju da hitozan
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ispoljava snaznu antimikrobnu aktivnost. Samo etarsko ulje ruzmarina ispoljava slabiju
antimikrobnu aktivnost od hitozana, dok kombinacija hitozana sa dodatkom etarskog ulja
ruzmarina ima najsnazniju antimikrobnu aktivnost Sto samo ukazuje da etarsko ulje
ruzmarina i hitozan u koncentraciji od 1,5% (w/v) ispoljavaju sinergisticki efekat na
inhibiciju rasta Lactobacillus spp., Br. thermosphacta, Pseudomonas spp.,
Enterobacteriaceae, kvasaca i plesni.

Prema podacima Petrou et al. (2012), hitozan primenjen pojedina¢no ili u
kombinaciji sa etarskim uljem origana, moze produziti rok trajanja pile¢ih fileta
upakovanih u modifikovanoj atmosferi za 6 odnosno 14 dana.

Kombinacija prirodnih antimikrobnih komponenata kao §to su hitozan i etarska ulja,
moze obezbediti poboljSana antimikrobna svojstva materijala za ¢uvanje sveze secenog
povréa. Zbog direktnog uticaja dodatih etarskih ulja na senzorne karakteristike hrane,
dodatak etarskih ulja u filmove moZze naéi znacajnu primenu u pakovanju minimalno
preradenog povréa. Pored izrazene antimikrobne aktivnosti i poboljSane bezbednosti
upakovanog povrc¢a, upotrebom filmova hitozana sa dodatkom etarskih ulja mogu se postici
1 ogovarajua senzorna svojstva upakovanog svezeg proizvoda, naroCito po pitanju

spreavanja potamnjivanja i formiranja arome.

6.5. Antimikrobna aktivnost hitozana u majonezu

Pojedine vrste salata pored odredenih vrsta povréa pripremaju se i uz dodatak
manjih ili ve¢ih koli¢ina majoneza. Majonez usled toga moZe imati znaajan uticaj na
sudbinu mikroorganizama u pripremljenim salatama. Eksperimentalni rezultati su pokazali
da sve upotrebljene formulacije hitozana imaju potencijal da inhibiraju razvice ispitivanih
sojeva L. monocytogenes u komercijalnom majonezu. Uoc¢eno je da sam majonez dovodi do
brzog propadanja ispitivanih bakterijskih vrsta, na osnovu ¢ega se moze re¢i da sam
majonez nije pogodna sredina u kojoj je mogu¢ opstanak L. monocytogenes. Dobijeni
rezultati pokazuju da se potpuna inhibicija ove bakterijske vrste u majonezu bez dodatog
hitozana postize za Cetiri dana skladistenja. Dodatak 0,5% hitozana majonezu, omogucava
brze odumiranje bakterija pa se potpuna inhibicija L. monocytogenes ATCC 19115 u

majonezu postize za tri dana skladistenja. Na osnovu vrednosti korelacionog koeficijenta za
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rast L. monocytogenes ATCC 19115 i L. monocytogenes ATCC 19112 u majonezu, moze
se videti da izmedu ispitivanih sojeva postoji jaka pozitivna zavisnost (r = 0.99). L.
monocytogenes ATCC 19112 potpuno je inhibirana u majonezu sa dodatkom 0,5%
hitozana za 72 h skladistenja.

Brzo odumiranje ispitivanih sojeva L. monocytogenes u komercijalnom majonezu
moze se objasniti prisustvom siréetne kiseline koja se koristi u proizvodnji majoneza.
Ovakvi rezultati su u skladu sa podacima drugih autora koji pokazuju da pH vrednost i
dodatak sircetne kiseline majonezu uti¢u na smanjenje broja ¢elija L. monocytogenes u
ovom komercijalnom proizvodu (Glass i Doyle, 1991; Hwang i Tamplin, 2005; Erickson,
2010). Medutim, salate koje se pripremaju od povréa sa dodatkom majoneza mogu da
sadrze razliCite sastojke koji variraju po svom hemijskom sastavu, fizickim svojstvima i
mikrobioloskim karakteristikama. Zbog toga i opstanak patogenih mikroorganizama u
salatama sa majonezom moze znacajno varirati. Rezultati Ericksona (2010), pokazuju da u
kupus salati i krompir salati sa dodatkom majoneza, broj L. monocytogenes se smanjuje
tokom skladiStenja dok je u salati sa Sunkom zabeleZeno povecanje ovih patogenih
bakterija.

Deo siréetne kiseline u majonezu moze biti apsorbovan od strane tkiva povréa $to
moze izazvati njeno smanjeno antimikrobno dejstvo (Radford i Board, 1993). Zbog toga bi
dodatak hitozana u majonez imao veoma pozitivan efekat na brze postizanje mikrobioloske

stabilnosti u salatama sa majonezom.

6.6. Uticaj filmova hitozana na pH vrednost povrca

Rezultati prikazani u ovom poglavlju pokazuju da se pH vrednosti ispitivanog
povréa nalaze u intervalu od 6,4 do 6,7. Dobijene vrednosti su u skladu sa rezultatima
drugih autora (Barry-Ryan et al. 2007). Kod svih ispitivanih uzoraka sveze se¢enog povrca,
uocava se smanjenje pocetne pH vrednosti, tokom skladistenja. Prema podacima Uzeh i
Adepoju (2013), ovakve promene pH vrednosti netretiranog povrca, tumace se razvicem
mikroorganizama koji stvaraju organske kiseline 1 izazivaju pogorSanje kvaliteta povréa.

Tokom perioda skladistenja dolazi do znacajnog opadanja pH vrednosti povréa koje

je skladiSteno u prisustvu filmova hitozana. Ve¢ nakon prvih 24h skladistenja, ostvareno
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smanjenje u uzorcim povréa se kre¢e u rasponu od 32,8% (kod kupusa) do 22,4% (kod
Sargarepe). Ukupno ostvareno smanjenje pH u svim vrstama povréa u prisustvu 0,5%
hitozana iznosilo je 28,4% (kupus 1 Sargarepa) odnosno 28,2% kod rotkve. U prisustvu 1%
hitozana, ukupno smanjenje pH, u odnosu na pocetnu vrednost iznosilo je 26,9% kod
kupusa i Sargarepe, odnosno 26,6% kod rotkve. Najmanje smanjenje od 23,9% (kupus i
Sargarepa) odnosno 23,4% (rotkva), uoCeno je kod 2% hitozana. Dobijene vrednosti su
priblizno ujednacene tokom celog ispitivanja, Sto ukazuje da filmovi hitozana mogu imati
uticaj na minimiziranje ovih promena u uskladistenom povréu. Sli¢ne zakljucke izneli su i
Wardy et al. (2014), koji isticu da omotaci hitozana mogu smanjiti promene pH kod
belanca jajeta. Takode i rezultati Di Pierro et al. (2011) pokazuju da se nakon primene
filmova hitozana u Ricotta siru uo¢ava naglo smanjenje pH vrednosti koja ostaje konstantna
tokom 30 dana skladiStenja.

Dobijeni rezultati ukazuju da siréetna kiselina koja je prisutna u filmovima,
difunduje u povrée i izaziva Smanjenje njegove pH vrednosti. Difuzija kiseline iz filmova je
najizrazenija na pocetku ispitivanja, usled Cega je najve¢i pad pH vrednosti u povréu
registrovan u toku prvih 24h skladistenja. Ispitivanjem kinetike oslobadanja organskih
kiselina iz filmova hitozana, Ouattara i Simard (2000) su utvrdili da je difuzija kiselina u
vodeni rastvor najbrza na pocetku i da postepeno opada. Teorijski, ovi autori objasnjavaju
prelazak siréetne kiseline iz filma hitozana, prodiranjem vode u matriks hitozana,
rastvaranjem kiseline i njenim oslobadanjem. Medutim, situacija je mnogo kompleksnija jer
pri tom dolazi do brojnih interakcija izmedu polimera i tecnosti. Najveca promena pH
vrednosti povréa je utvrdena kod filmova koji sadrZze manje koncentracije hitozana. Ovakve
promene mogu biti objaSnjene vec¢im Vviskozitetom hitozana koji je uocen kod vecih
koncentracija hitozana.

Osim toga, rezultati ukazuju da sircetna kiselina iz filmova hitozana moze znacajno
uticati na formiranje prihvatljivijeg ukusa povrca ali i da moze poboljsati antimikrobnu
aktivnost hitozana. Nekoliko autora je pokazalo da antimikrobna aktivnost filmova hitozana
raste sa opadanjem pH (Mohy Eldin, 2008; Aider, 2010). Rhoades i Roller (2000), ovakav

efekat smatraju sinergistickim jer kiseline stvaraju jaci stres na bakterijske celije.
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6.7. Senzorna analiza

Sveze seeno povrée mora imati atraktivan izgled, prihvatljivu aromu,
karakteristiénu boju i konzistenciju, kako bi privuklo potencijalne potrosace. PotroSaci
mogu probati novi proizvod samo ukoliko ih on privla¢i svojim izgledom, ili odustati od
njega ukoliko ne ispoljava specificna senzorna svojstva (Barrett et al., 2010). Rezultati
senzorne analize pokazuju da su senzorne karakteristike povréa odmah nakon primene
filmova hitozana bile tipi¢ne za odredenu vrstu povréa. Na osnovu prikazanih rezultata
moze se videti da primenjeni filmovi hitozana poboljSavaju senzorne karakteristike sveze
seCenog povréa. Kod 0,5% filma hitozana nije registrovana nikakva promena boje kod
uzoraka rotkve i Sargarepe. Osim toga, svi uzorci povréa koji su skladisteni u prisustvu
potpuno razli¢iti. Prema rezultatima Di Pierro et al. (2011) primena hitozan filmova kod
Ricotta sira nije znacajno uticala na izgled, ukus i miris ovog proizvoda. Sa druge strane,
upotreba filmova hitozana moze doprineti poboljSanju kvaliteta kriski tikvica (Ponce et al.,
2008) ili li¢ija (Dong et al., 2003). Medutim, rezultati senzorne analize Vargas et al. (2006),
pokazali su da primenjeni omotaci hitozana umanjuju kvalitet svezih jagoda jer izazivaju
promenu ukusa i pojavu adstrigencije.

Dodatak etarskih ulja filmovima hitozana, ima opravdanja zbog postizanja
izrazenijeg ukusa i mirisa. Rezultati senzorne analize su pokazali da se filmovi sa etarskim
uljem mente veoma povoljno odrazavaju na miris i ukus svih ispitivanih vrsta povréa, a
narocito kupusa. Dodatak timijana ocenjen je kao potpuno neprihvatljiv, bez obzira na vrstu
povréa koje je analizirano. U literaturi se moze naci odreden broj podataka o primeni
etarskih ulja u hrani, koja su zasnovana na njihovim aromati¢nim i antimikrobnim
svojstvima (Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Petrou et al., 2012; Perdones et al., 2012).
Medutim, treba ista¢i da primena etarskih ulja u hrani zahteva obaveznu senzornu procenu
u modelima hrane koji su priblizni sastavu hrane u kojoj ¢e se oni primenjivati. Ovo je
neophodno pre svega zbog razlicitog slaganja sastojaka hrane i etarskih ulja, kao i njihove

moguce reakcije.
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ZAKLJUCCI

Na osnovu izvrSenih ispitivanja i prikazanih rezultata mogu se izneti slede¢i zakljucci:

1.

Sve ispitivane vrste etarskih ulja ispoljavaju antimikrobnu aktivnost na rast oba
ispitivana soja L. monocytogenes. Najsnazniju antimikrobnu aktivnost na oba
ispitivana soja ispoljilo je etarsko ulje timijana. Najslabiju aktivnost na oba
ispitivana soja ispoljilo je etarsko ulje perSuna. Izmedu ispitivanih sojeva ne postoji
znacajna razlika u osetljivosti prema etarskom ulju perSuna i timijana.

Sve ispitivane meSavine etarskih ulja ispoljavaju antimikrobnu aktivnost na rast oba
ispitivana soja. Najsnaznije dejstvo, na oba ispitivana soja, ispoljile su mesSavine
koje sadrze etarsko ulje timijana. Dodatak ostalih etarskih ulja, smanjuje
antimikrobnu aktivnost etarskog ulja timijana. Za soj L. monocytogenes ATCC
19112 procenat smanjenja zona inhibicije za meSavinu timijan-ruzmarin iznosi
57,8%, u odnosu na etarsko ulje timijana.

Kupus kao povrée predstavlja veoma pogodan supstrat za razvi¢e oba ispitivana
soja bakterija. Sargarepa i crna rotkva ispoljavaju inhibitorni efekat na razvice
ispitivanih  sojeva bakterija jer uti¢u na brzo smanjenje brojnosti njihovih
populacija. NajsnaZnije inhibitorno dejstvo na rast ispitivanih sojeva imala je crna
rotkva. Izmedu ispitivanih sojeva postoji statisticki znacajna razlika u ponasanju
ovih bakterija na svim ispitivanim vrstama povrca, na temperaturi od 4°C.

Dodatak Sargarepe sveze seCenom kupusu, u toku Sest dana, moze znacajno smanjiti
brojnost oba ispitivana soja L. monocytogenes. Veca inhibicija postize se sa ve¢im
upotrebljenim koncentracijama Sargarepe. Pri tom, dodatak Sargarepe kupusu u
koncentracijama od 50% ili 70% doprinosi znaajnom smanjenju oba ispitivana
bakterijska soja.

Sama crna rotkva ispoljava snaznu antimikrobnu aktivnost na oba ispitivana
bakterijska soja, izazivajuci potpunu inhibiciju soja L. monocytogenes ATCC 19115
za Cetiri dana, odnosno L. monocytogenes ATCC 19112 za pet dana. Dodatak
seCene crne rotkve Sargarepi, takode ispoljava snaznu antimikrobnu aktivnost na

oba ispitivana soja L. monocytogenes, u svim primenjenim koncentracijama.
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6.

10.

Uspesnost primene hitozana u obliku omotaca za Cuvanje sveze secenog povréa
zavisi od koncentracije hitozana, vrste povréa i vrste kiseline koja je upotrebljena za
rastvaranje hitozana. Kod sveze seCene rotkve, sve upotrebljene koncentracije
omotaca hitozana imale su efikasno dejstvo na inhibiciju ispitivanih sojeva tokom
pet dana skladistenja na temperaturi od 4°C.

Kod sveze seCene Sargarepe, inhibicija oba ispitivana soja postignuta je samo sa 1%
omota¢em hitozana tokom pet dana skladiStenja na temperaturi od 4°C. Ostale
koncentracije hitozana imale su slabiji efekat na rast ispitivanih sojeva bakterija.

Za Cuvanje sveze secenog kupusa, upotrebljene koncentracije hitozana nisu bile
efikasne. Omotaci hitozana koji su pripremljeni uz upotrebu siréetne kiseline kao
rastvaraCa imaju snaznije dejstvo na ispitivane sojeve bakterija, od omotaca
hitozana iste koncentracije koji su pripremljeni sa mle¢nom kiselinom.
Antimikrobna aktivnost kompozitnih filmova hitozana zavisi od koncentracije
hitozana. Veée koncentracije hitozana ispoljavaju vecu antimikrobnu aktivnost;
kompozitni film 1% hitozana je efikasniji od 0,5% kompozitnog filma hitozana
medutim 2% kompozitni film hitozana ima manju efikasnost od 1% kompozitnog
filma hitozana. Ovakvi rezultati mogu se obrazloziti visokim viskozitetom 2% filma
hitozana.

Postoji znacajna razlika u ostvarenoj inhibiciji ispitivanih sojeva bakterija na
razli¢itim vrstama povréa sa istim koncentracijama kompozitnih filmova hitozana.
Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da vrsta povréa i njen hemijski
sastav mogu znacajno uticati na antimikrobnu aktivnost kompozitnih filmova.

Na osnovu ponaSanja ispitivanih sojeva L. monocytogenes u komercijalnom
majonezu sa dodatkom hitozana moze se zakljuciti da primena hitozana uspesno
moze eliminisati prisustvo ovih bakterija u gotovim salatama, u slucaju kada bi se u
pripremi proizvoda Koristilo povrée koje je kontaminirano malim koli¢inama L.
monocytogenes.

Upotreba hitozana u majonezu u cilju spre¢avanja razvica L. monocytogenes zavisi

od upotrebljene koncentracije hitozana. Vece koncentracije efikasnije uti¢u na
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11.

12.

13.

14.

15.

odumiranje ispitivanih bakterija u majonezu. Izmedu ispitivanih bakterijskih sojeva
postoji statisticki znacajna razlika u majonezu, u prisustvu hitozana.

Pored antimikrobne aktivnosti, filmovi hitozana uslovljavaju zna¢ajnu promenu pH
vrednosti uskladiStenog povréa. Najveéa promena je zabelezena nakon prvih 24h
skladiStenja, u uzorcima kupusa koji su skladiSteni u prisustvu 0,5% hitozana (od
32,8%) dok je najmanja promena pH (od 22,4%) uocena kod uzoraka Sargarepe koji
su skladiSteni u prisustvu 2% hitozana. Ne postoji znacajna razlika izmedu uzoraka
koji su skladisteni u prisustvu filmova sa razli¢itim koncentracijama hitozana.
Rezultati senzorne analize pokazuju da ukupna promena senzornih karakteristika
tokom Cetiri dana skladiStenja zavisi od vrste povréa i primenjenog tretmana
(koncentracija hitozana 1 etarskih ulja). Ukupna promena boje Sargarepe tokom
Cetiri dana skladiStenja u prisustvu filmova hitozana, racunata u odnosu na sveze
pripremljen uzorak povréa, pokazuje najmanje odstupanje kod svih uzoraka
Sargarepe, skladiStenih u prisustvu hitozana. Kod rotkve nije uocena znacajna
promena boje u prisustvu 0,5% filma hitozana, tokom cetiri dana skladistenja, dok
je znacajna razlika konstatovana kod netretiranih uzoraka rotkve i onih koji su
skladiSteni u prisustvu 1% hitozana. Kod uzoraka kupusa utvrdena je znacajna
razlika u ukupnoj promeni boje, tokom cetiri dana skladistenja kod svih uzoraka
kupusa, u odnosu na sveze pripremljen uzorak.

Kod svih vrsta povréa, najvece promene senzornih karakteristika (ukusa i mirisa),
konstatovane su u uzorcima koji su skladiSteni u prisustvu filmova sa etarskim
uljem timijana. Bez obzira na upotrebljene koncentracije timijana, svi uzorci povrca
koji su skladisteni u prisustvu ovih filmova bili su neprihvatljivi za potroSace.
Konstatovano je da svi uzorci povréa koji su skladiSteni u prisustvu 0,5% 1 1%
filmova hitozana, ispoljavaju poboljSanje ukusa i mirisa, usled ¢ega su rado
prihvaceni od strane ocenjivaca.

Generalno se moze zakljuCiti da filmovi hitozana mogu doprineti postizanju
zdravstvene ispravnosti sveze secenog povréa 1 spreCavanju pojave L.
monocytogenes u njima. Upotrebom ovih filmova, takode se postize i poboljsanje

organoleptickih svojstava minimalno preradenog, sveze secenog povrca.
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Mr Gordana D. Jovanovi¢ je rodena 26. 05. 1975. godine u Beogradu, Republika Srbija.
Srednju hemijsku skolu “17. Oktobar” =zavrsila je u Grockoj 1993. godine. Na
Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu, diplomirala je 2001. godine. Iste
godine upisala je poslediplomske studije na Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u
Beogradu, smer Prehrambena tehnologija, uza oblast istrazivanja Tehnoloska
mikrobiologija. Magistarsku tezu pod naslovom: "Uticaj etarskih ulja na rast Listeria
monocytogenes u povréu” odbranila je 2007. godine na Poljoprivrednom fakultetu,
Univerziteta u Beogradu.

Zaposlena je u Visokoj tehnoloskoj $koli strukovnih studija u Sapcu. Za predavada za uzu

nauénu oblast Prehrambena tehnologija, izabrana je 2007. godine.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisana: Gordana D. Jovanovi¢

Broj indeksa ili prijava doktorske disertacije

Izjavljujem

Da je doktorska disertacija pod naslovom:

Ispitivanje antimikrobnih osobina hitozana na rast Listeria monocytogenes u povréu

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena doktorska disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za
dobijanje bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih
ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krgila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 10.03.2016. Thbumbut,



Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske
verzije doktorske disertacije

Ime i prezime autora: Gordana D. Jovanovié

Broj indeksa ili prijave doktorske disertacije :

Studijski program: Prehrambena tehnologija

Naslov doktorske disertacije: Ispitivanje antimikrobnih osobina hitozana na rast Listeria

monocytogenes u povréu

Mentor : dr Anita Klaus. docent, Poljoprivredni fakultet

Potpisana: Gordana D. Jovanovi¢

Izjavljujem da je Stampana verzija moje doktorske disertacije istovetna elektronskoj verziji koju
sam predala za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.
Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom

katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda
U Beogradu, 10.03.2016. %%&woéu‘f




Prilog 3.

Izjava o koris¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum

Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Ispitivanje antimikrobnih osobina hitozana na rast Listeria monocytogenes u povréu

koja je moje autorsko delo.
Disertaciju sa ovim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje. Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji posStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo — nekomercijalno

@ Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 10.03.2016. Tptasotut




