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Sorbinska kiselina - aditiv s
antimikrobnim djelovanjem u

hrani zivotinjskog podrijetla

N. Kudumija*, A. Vuli¢, T. Lesi¢, L. Dergestin Bacun,

Z. Dugonji¢ Odak i ]. Pleadin

Sazetak

Sorbinska kiselina i njezine soli, kalijev i
kalcijev sorbat prehrambeni su aditivi, odno-
sno konzervansi s antimikrobnim djelovanjem
koji inhibicijski djeluju na plijesni i kvasce, ali
i na neke bakterije. Sorbinska kiselina, zbog
navedenih svojstava, ima Siroku primjenu u
prehrambenoj industriji, a narocito za konzer-
viranje mlijecnih proizvoda, slasticarskih i pe-
karskih proizvoda, majoneza, namaza, suhog
voca, vina te za povrsinsku obradu preradenih
mesnih proizvoda. Mehanizan antimikrobnog
djelovanja sorbata jos nije u potpunosti istra-
Zen. Preporuceni dnevni unos sorbinske kise-
line iznosi 25 mg/kg tjelesne mase te se sma-
tra najmanje tosicnim konzervansom, iako u
kombinaciji s drugim aditivima moZze stvarati
spojeve stetne za zdravlje. Kako bi se utvrdilo
moguce prekoracenja najvece dopustene koli-

Uvod

Sigurnost i zdravstvena ispravnost
hrane jedno je od vodecih pitanja danas-
njice s javnozdravstvenog, ali i ekonom-
skog aspekta. Pocetkom 20. stoljeca, kada
je utvrdeno da pojedine kemijske tvari
inhibicijski utje¢u na rast mikroorgani-

¢ine (NDK) sorbinske kiseline u proizvodima
zZivotinjskog podrijetla, tijekom petogodisnjeg
razdoblja (2018. - 2022.) s hrvatskog trZista pri-
kupljeno je i analizirano 725 uzoraka, od cega
445 uzoraka mlijecnih proizvoda i 280 uzoraka
mesnih proizvoda. Od ukupnog broja uzoraka,
sorbinska kiselina detektirana je u 37 uzoraka.
Koli¢ina sorbinske kiseline u mesnim proi-
zvodima kretala se u rasponu 6-73 mg/kg te
u mlije¢nim proizvodima 6-797 mg/kg. U niti
jednom od analiziranih uzoraka nije odredena
koli¢ina ovog aditiva ve¢a od NDK definira-
ne zakonodavstvom. Medutim, u cilju zastite
zdravlja potrosaca nuzna je daljnja sustavna
kontrola ovog prehrambenih aditiva.

Kljucne rijeci: prehrambeni aditivi, sorbin-
ska kiselina, sorbati, mlijecni proizvodi, mesni pro-
izvodi

zama, a time i na odZivost prehrambenih
proizvoda, zapocela je uporaba aditiva
(Janssen, 1997.). Globalizacija, razliciti
suvremeni tehnoloski procesi proizvod-
nje hrane s ciljem produljenja trajnosti,
uz zadrzavanje pozeljnih organoleptickih
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svojstva tijekom rukovanja i skladiste-
nja, idu u prilog sve znacajnijoj uporabi
aditiva (Pleadin i sur., 2009., Persi i sur.,
2010., Coban, 2020.). Prema Uredbi EZ
1333/2008 prehrambeni aditivi su tvari
koje se obicno ne trose kao hrana vec se
namjerno u tehnoloske svrhe dodaju hra-
ni. No, ukoliko su postigli svoj tehnoloski
ucinak i nisu se razgradili, postaju jedna
od sastavnica hrane. Na nivou Europske
Unije aditivi se oznacavaju E-brojevnim
sustavom, koji je ujedno potvrda njihvo-
ve klasifikacijske i toksikoloske evaluacije
(EZ 1333/2008 i EZ 2018/98).

Sorbinska kiselina je mononezasic¢ena
masna kiselina (2,4-heksadienolna kiseli-
na) za koju su prvom polovicom proslog
stoljeca utvrdena i antimikrobna svoj-
stva. Sorbinska kiselina (E 200) i njezine
soli kalij sorbat (E 202) i kalcij sorbat (E
203) su konzervansi koji imaju inhibitor-
na svojstva te djeluju na plijesni, uklju-
¢ujudi i plijesni producente mikotoksina
(Penicillium patulum, Penicillium roqueforti,
Aspergillus flavus) i neke bakterije iz rodo-
va Salmonelle, Clostridium i Staphylococccus
(Davidson i sur., 2002., Emerton i Choi,
2008.). Mehanizam antimikrobnog dje-
lovanja sorbinske kiseline jo$ nije u pot-
punosti razjasnjen, no pretpostavlja se da
otapa stanicne membrane mikroorgani-
zama, prodire i zadrzava se u stanicama
te djeluje inhibitorno na enzime uklju-
Cene u metabolizam (Davidson i sur.,
2002.). Neutralan okus i miris vazna je
karakteristika sorbata, bududi da njihov
dodatak u proizvod dodatno ne utjece na
senzorska svojstva (Bajci¢ i sur., 2021.).

Stabilnost sorbata u hrani ovisi o vise
faktora, a najznacajniji su: pH, aktivitet
vode, koncentracija mikroorganizama,
nutritivni sastav te prisutsvo drugih adi-
tiva (EFSA, 2019.). Sorbati se kao kon-
zervansi koriste u razli¢itim granama
prehrambene industrije, narocito indu-
striji mlijecnih i slastic¢arskih proizvoda,

dijetalnih napitaka, dresinga za salate,
majoneze, za povrsinsku obradu mesnih
proizvoda (Davidson i sur., 2002.), suhog
voca te u proizvodnji vina, bududi da zau-
stavljaju fermentacijske procese izazvane
aktivnoséu kvasaca (Pongsavee i Mishra,
2021.). Vrlo se Cesto koriste i u kombina-
ciji s drugim konzervansima (Emerton i
Choi, 2008.). Kovacevic¢ (2014.) navodi da
u cilju sprjecavanja prekomjerne pljesni-
vosti ovitka u tehnoloskom procesu proi-
zvodnje kulena, nakon mehanickog ukla-
njna plijesni, uzorak kulena treba tretirati
uranjanjem ili rasprsivanjem 5%-tnom
vodenom otopinom kalijevog sorbata
koji sprijec¢ava rast kvasaca i plijesni. Lite-
raturni podatci navode da kalijev sorbat
u kombinaciji s vakuum pakiranjem zna-
¢ajno utjeCe na produzetak roka trajanja
proizvoda (Ackar i Rot, 2019.).
Preporuceni dnevni unos za sorbin-
sku kiselinu iznosi 25 mg/kg tjelesne mase
(EFSA 2015.). Smatra se da je sorbinska
kiselina jedan od najmanje toksi¢nih an-
timikrobnih konzervansa koji se koriste u
prehrambenoj industriji (Davidson i sur.,
2002.). Istrazivanja su pokazala da sorbati
u kombinaciji s nitritima i askorbinskom
kiselinom u gastrointenstinalnom traktu
mogu stvarati spojeve s karcinogenim
potencijalom (Kraemer i sur., 2021.). Pon-
gsavee i Mishra (2021.) navode da kalijev
sorbat mozZe prouzrociti kromosomske
aberacije te da dogorocno izlaganje moze
negativno utjecati na zdravlje. Kitano i
sur. (2002.), Hoang i Vu (2016.), Piper i
Piper (2017.) ukazuju da kalijev sorbat
u kombinaciji s askorbinskom kiselinom
(vitamin C) u prisutnosti iona Zzeljeza
utjee na mutagenost i ostecenje DNK.
Zbog navedenih razloga nuzna je sustav-
na kontrola prisutnosti ovog aditiva, ¢ija
uporaba treba biti tehnoloski opravdana.
Ovaj rad daje pregled rezultata odre-
divanja sadrzaja sorbinske kiseline u pro-
izvodima Zivotinjskog podrijetla s hrvat-
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skog trzista tijekom petogodisnjeg razdo-
blja (2018. - 2022.) i usporedbu utvrdenih
koli¢ina s najve¢im dopustenim kolicina-
ma (NDK) definiranih zakonodavstvom.

Materijali i metode

Uzorci

Uzorkovanje finalnih proizvoda zi-
votinjskog podrijetla provedeno je u in-
dustrijama i supermarketima na trzistu
Republike Hrvatske tijekom petogodis-
njeg razdoblja od 2018. do 2022. godine.
Uzorkovani finalni proizvodi pripadali
su razlic¢itim vrstama, odnosno katego-
rijama mlije¢nih i mesnih proizvoda ra-
zli¢itih domacih i stranih proizvodaca.
Svaki uzorak nabavljen je u kolicini od
minimalno 500 grama. Prikupljeno je
ukupno 725 uzoraka, od cega 445 uzora-
ka mlije¢nih proizvoda i 280 uzoraka me-
snih proizvoda.

Priprema uzoraka

Svi uzorci su pripremljeni prema
normi HRN ISO 9231 Mlijeko i mlije¢ni
proizvodi - Odredivanje udjela benzojeve
i sorbinske kiseline (ISO 9231:2008). Fer-
mentirani mlije¢ni proizvodi homogeni-
zirani su zagrijavanjem u vodenoj kupe-
lji pri 40 °C uz lagano mijeSanje. Nakon
homogenizacije, odvagano je 20 g (+0,1
g) homogenog fermentiranog uzorka u
odmjernu tikvicu od 100 mL. Nadalje,
mesni proizvodi i ostale vrste mlije¢nih
proizvoda homogenizirani su u labora-
torijskom homogenizatoru (Grindomix
GM 200, Retsch, Njemacka) te je 3 grama
(£0,1 g) proizvoda odvagano u odmjernu
tikvicu od 100 mL uz dodatak 20 mL de-
mineralizirane vode. Nakon toga, u sve
uzorke dodano je 25 mL otopine natrij
hidroksida (0,1 mol/L) te je odmjerna ti-
kvica uronjena u ultrazvu¢nu kupelj (So-
norex, Bandelin, Njemacka) tijekom 15
minuta. Nakon ultrazvucne ekstrakcije

pH uzoraka podeSen je na 8+1 dodatkom
sulaftne kiseline (0,5 mol/L). Slijedilo je
dodavanje 2 mL otopine kalij heksanoci-
janoferat (II) i 2 mL otopine cink acetata
uz muckanje, kako bi se istalozile masti
i bjelancevine. Nakon taloZenja u uzorke
je dodano oko 40 mL metanola; uzorci su
hladeni do sobne temperature te su na-
dopunjeni metanolom do oznake. Uzorci
su potom filtrirani kroz filtar papir (Crna
vrpca, Machenerey-Nagel, Njemacka) te
dodatno kroz filtar od regenerirane ce-
luloze velic¢ine pora 0,45 um (RC mem-
brane, 0,45 um, Phenomenex, Njemacka)
direktno u vijalu.

Reagensi i standardi

Standard sorbinske kiseline visoke
Cistoce nabavljen je od tvrtke Supelco
(Bellefonte, Pennsylvania, SAD); ultra
Cista voda elektroliticke provodljivosti <
0,05 uS/cm dobivena je uredajem Direct-
Q 3 UV (Merck, Darmstadt, Njemacka).
Metanol, kalij dihidrogen fosfat i kalij
hidrogen fosfat trihidrat bili su visoke ¢i-
stoce, a kalij-heksanocijanoferat (II) trihi-
drat, cink acetat, octena kiselina i sulfatna
kiselina p.a. Cistoce.

Instrumentalna analiza

Sorbinska kiselina analizirana je me-
todom tekucinske kromatografije ultra
visoke djelotvornosti (UHPLC) s UV-Vis
detekcijom. Tekudinski kromatograf sa-
stojao se od kvaterne pumpe, odjeljka za
kolonu, automatskog uzorkovaca i UV-
Vis detektora (1260 Infinity, Agilent Tech-
nologies Lake Forest, SAD). Analiticka
kolona bila je ZORBAX Eclipse Plus C18
dimenzija 2,1 x 50 m veli¢ine cestica 1,8
um (Agilent Technologies Lake Forest,
SAD). Mobilna faza sastojala se od fosfat-
nog pufera pH=6,7 i metanola u omjeru
90/10. Analiza je provedena pri sobnoj
temperaturi uz izokratni protok mobilne
faze 0,3 mL/min, volumen injektiranja od
2 uL te valnu duljinu UV-Vis detektora
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od 250 nm. Prema normi, kalibracijska
krivulja sastojala se od dvije tocke.

Verifikacija i validacija metode

Verifikacija metode provela se
dokazivanjem parametra istinitosti uz
uporabu sirove kobasice kao referentnog
materijala (DRRR-Proficiency testing,
Kempten, Njemacka). Uzorak referen-
tnog materijala analizirala su dva anali-
ticara u 6 replika. Na temelju dobivenih
rezultata izracunato je iskoristenje (%).
U cilju validacije metode, limit detekcije
(LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) odre-
deni su i izracunati prema International
Conference on Harmonisation (ICH, 2014.).
Linearnost metode provjerena je odredi-
vanjem koeficijenta korelacije kalibracij-
skog pravca.

Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza provedena je pri-
mjenom racunalnog programa Statistica
Ver. 7 software (StatSoft Inc.Tulsa, OK,
SAD, 1994-2004). Za testiranje statisticki
znacajnih razlika u koli¢inama sorbinske
kiseline koriSten je ANOVA test na razini
znacajnosti p=0,05.

Rezultati i rasprava

Rezultati odredivanja verifikacijskih i
validacijskih parametara metode te uspo-
rednog testiranja odredivanja sorbinske
kiseline prikazani su u Tabeli 1. Metoda
se s obzirom na dobivene vrijednosti ve-
rifikacijskih i validacijskih parametara
te rezultate usporednog testiranja (,z”
vrijednost), smatra prikladom za odred:i-
vanje sorbinske kiseline u hrani zivotinj-
skog podrijetla.

Sorbinska kiselina detektirana je u
5,10 % uzoraka, a sadrzaj sorbinske kise-
line odreden u proizvodima zivotinjskog
podrijetla s hrvatskog trziSta prikazan je
u Tabeli 2. Vidljivo je da su odredene ma-
nje koli¢ine sorbinske kiseline u mesnim
proizvodima u odnosu na mlijecne proi-
zvode, a kretale su se u rasponu od 6 do
73 mg/kg. U kategoriji mesnih proizvoda
odredena je i najniZa frekvencija uzoraka
sa sadrzajem sorbinske kiseline ve¢im od
LOQ vrijednosti, a iznosila je 3,32 %. U
skupini mlije¢nih proizvoda, sorbinska
kiselina odredena je u 6,29 % uzoraka, a
koli¢ine su se kretale u rasponu od 6-797

mg/kg.

Tabela 1. Verifikacijski i validacijski parametri metode odredivanja sorbinske kiseline

LOD

Loa

(mg/kg) (mg/kg) (%)

Iskoristenje

.2 vrijednost

0,43 1,30 99,69

1,56 0,999 0,02

Tabela 2. Sadrzaj sorbinske kiseline u proizvodima Zivotinjskog podrijetla s hrvatskog trzista

Frekvencija

Broj Broj ozitivnih Sorbinska Min Max
Proizvod analiziranih pozitivnih puzoraka kiselina? SD (ma/ka) (ma/ka)
uzoraka uzoraka' (%) (mg/kg) 9/kgl Imgrkg

';";ISZ”V'O § 280 9 3.32 24,78 21,41 6 73
'F:"rgjésgéi 445 28 6.29 173.481 26649 6 797

'uzorci sa sadrzajem sorbinske kiseline ve¢im od LOQ; ?srednja vrijednost rezultata vecih od LOQ
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Sadrzaj sorbinske kiseline u razli-
¢itim kategorijama mesnih proizvoda
prikazan je na slici 1. Polutrajne kobasi-
ce sadrzavale su prosjecno 12,38 mg/kg
sorbinske kiseline, trajne kobasice 29,22
mg/kg i obarene kobasice 42,45 mg/kg.
Izmedu ovih kategorija proizvoda nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u
sadrzaju sorbinske kiseline (p=0,271).

Rezultati istrazivanja sorbinske kise-
line u mesnim i mlije¢nim proizvodima
iz europskih zemalja nisu objavljivana te
time podatkeiz ovogistrazivanjasanjima
nije moguce usporediti. U svijetu Hoang
i Vu (2016.) detektirali su kalijev sorbat
u 22 od 90 analiziranih uzoraka mesnih
proizvoda te je 2,2 % analiziranih uzora-
ka sadrzavalo koli¢inu sorbata vecu od
NDK vrijednosti (1000 mg/kg) propisa-
nu vijetnamskim zakonodavstvom. Ko-
li¢ina sorbata u navedenom istrazivanju
kretala se u rasponu od 5,5-1814,0 mg/
kg u kobasicama i 9,92-163,44 mg/kg

u Sunkama, dok u pasStetama sorbati
nisu detektirani. Rezultati spomenu-
tog istrazivanja razlikuju se od nasih
i s obzirom na frekvenciju pozitivnih
uzoraka (24,4 % vs. 3,32 %) i s obzirom
na koli¢inu sorbinske kiseline. Nadalje,
u istrazivanju koje su proveli Do i Choi
(2001.), prosjecna kolicina sorbinske ki-
seline u Sunkama iznosila je 0,32 g/kg, a
u kobasicama 0,44 g/kg te ni u jednom
uzorku nije dektektirana koli¢ina veda
od NDK (2,0 g/kg) propisana korean-
skim zakonodavstvom. Koli¢ina sorbata
u uzorcima mesnih proizvoda s brazil-
skog trzista kretala se u rasponu od 54,0
- 440,4 mg/kg u kobasicama, 76,9 - 328,0
u hrenovkama te 378,7 - 976,4 mg/kg u
mortadeli. Nadalje, u svakoj od analizi-
ranih skupina mesnih proizvoda neke
od detektiranih vrijednosti prelazile su
NDK vrijednosti (200 mg/kg) propisane
brazilskim zakonodavstvom (Mesquita i
sur., 2018.).

Udio sorbinske kiseline (mg/kg)
= N w iy (9] ()] ~ (0] O
o o o o o o o o o o

Trajne kobasice

Polutrajne kobasice

Obarene kobasice

Slika 1. Srednje vrijednosti sadrzaja sorbinske kiseline u mesnim proizvodima s hrvatskog

trzista
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NDK polutvrdi i tvrdi sirevi

Udio sorbinske kiseline (mg/kg)

500 T
300 I .l.l
Qa
Jogurt Topljenisir Polutvrdi sir Tvrdisir

Slika 2. Srednje vrijednosti sadrZaja sorbinske kiseline u mlijeénim proizvodima s hrvatskog

trzista sa prikazanim NDK vrijednostima

Europsko zakonodavstvo ne propisu-
je NDK vrijednosti za sorbinsku kiselinu
za mesne proizvode, osim za pastete i as-
pik. Opcenito, uporaba sorbinske kiseline
u mesnoj industriji vrlo je ogranicena te
se ista ne koristi za tretiranje neprerade-
nog mesa, a primjenjuje se u toplinski
obradenom preradenom mesu (pastete,
aspik) u koli¢ini do 1000 mg/kg, za treti-
ranje crijeva i ovoja za mesne proizvode
(do 1000 mg/kg) te u tretiranju vanjske
povrsine suhomesnatih proizvoda u ko-
licini quantum satis (EZ 1333/2008 i EZ
2018/98).

Zbog dobrih antimikrobnih svojstava,
u kombinaciji s rezistencijom na bakterije
mlijecne kiseline (Robach i Sofos, 1982.,
Mroueh, 2008.), u odnosu na mesnu in-
dustriju, znacajnija je uporaba sorbata u
mlijecnoj industriji. Zbog same prirode
tehnoloskog procesa proizvodnje tvrdih
sireva, tijekom dozrijevanja, a ovisno o
relativnoj vlaznosti zraka, trajanju zre-

nja, higijenskim uvjetima u prostoriji, sir
obrastaju plijesni te se primjenjuju fungi-
cidni premazi na bazi sorbinske kiseline
i njezinih soli (Kalit, 2015.). Slika 2. pri-
kazuje srednje vrijednosti sadrzaja sor-
binske kiseline detektirane u pojedinim
kategorijama mlije¢nih proizvoda.
Najnize srednje vrijednosti koncentra-
cije sorbinske kiseline u mlije¢nim proi-
zvodima odredene su u jogurtu (10,50 mg/
kg) i polutvrdim sirevima (14,33 mg/kg),
dok su znacajno vecée odredene u tvrdom
siru (184,80 mg/kg), a posebice u toplje-
nom siru (260,93 mg/kg). Udio sorbinske
kiseline u jogurtu kretao se u rasponu od
7 do 14 mg/kg, u topljenim sirevima od 7
do 797 mg/kg, polutvrdim sirevima od 9
do 23 mg/kg, te u tvrdim sirevima od 6 do
605 mg/kg. Visoke koncentracije sorbinske
kiseline u jugurtima, u rasponu od 89,3 do
3719,1 mg/kg 126,33 do 186,0 mg/kg, navo-
de Mroueh i sur. (2008.) i Koyuncu i Uyla-
ster (2009.). Nadalje, Koyuncu i Uylaster
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(2009.) su odredili koncentracije sorbin-
ske kiseline u sirevima u rasponu od 2,09
do 393 mg/kg, a Ozdemir i sur. (2020.) u
rasponu 21,30-511,3 mg/kg. U ovom istra-
zivanju, od svih analiziranih uzoraka Zi-
votinjskog podrijetla, u topljenom siru
odredena je maksimalna koncentracija od
797 mg/kg sorbinske kiseline. Svi uzorci
mlijecnih proizvoda obuhvaceni ovim
istrazivanjem udovoljavali su s obzirom
na najvece dopustene kolic¢ine sorbinske
kiseline, propisane zakonodovastvom
(EZ 1129/2011 1 EZ 2018/98).

Zakljucak

Uporaba sorbinske kiseline te njezinih
kalijjevih i kalcijevih soli u proizvodima
zivotinjskog podrijetla s hrvatskog trzista
najzastupljenija je u kategoriji topljenih i
polutvrdih sireva. Sadrzaj sorbinske ki-
seline u svim ispitivanim vrstama i ka-
tegorijama mlijecnih i mesnih proizvoda
iz ovog istrazivanja nije prelazio najvecu
dopustenu koli¢inu definiranu zakono-
davstvom. Zbog potencijalno Stetnog
ucinaka sorbinske kiseline, kao i siner-
gistickog djelovanja s drugim aditivima,
nuzna je sustavna kontrola ovog aditiva,
uz primjenu validiranih analitickih me-
toda, a s ciljem proizvodnje zdravstveno
ispravne hrane i sigurnosti potrosaca.
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Sorbic acid - an additive with antimicrobial action in foods of

animal origin
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Sorbic acid and its salts, potassium and calcium
sorbate are food additives, i.e., preservatives, that
have an antimicrobial, inhibitory effect on moulds
and yeasts, but also on certain bacteria. Due to the
above-mentioned properties, sorbic acid is widely
used in the food industry, especially for the preser-
vation of dairy products, confectionery and bakery
products, mayonnaise, spreads, dried fruit, wine,
and for the surface treatment of processed meat
products. The mechanism of antimicrobial action
of sorbate has not yet been fully elucidated. The
recommended daily intake for sorbic acid is 25 mg/
kg of body weight and is considered the least toxic
preservative, although in combination with other
additives it can create compounds harmful to hu-

man health. In order to determine possible exceed-
ances of the maximum permissible limit (MRL) of
sorbic acid in food of animal origin, over a five-year
period (2018-2022), 725 samples (445 dairy and 280
meat products) were obtained from the Croatian
market and analysed. Sorbic acid was detected in 37
of the 725 samples analysed. The content of sorbic
acid in meat products ranged from 6-73 mg/kg and
in dairy products from 6-797 mg/kg. None of the
analysed samples exceeded the MRL defined by the
legislation. However, in order to protect consumer
health, further systematic control of this food addi-
tive is necessary.

Key words: food additives; sorbic acid; sorbates
dairy products; meat products
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