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1. UVOD

Problem nakupljanja polimernog plasti¢cnog otpada predstavlja rastuc¢u zabrinutost u
pogledu ekoloskih i1 klimatskih promjena na nasem planetu. Kako bi se umanjio negativan
utjecaj odlaganja tesko razgradive plastike u prirodne ekosustave, sa stajaliSta prehrambene
industrije, nastoji se pribjeci prirodnim alternativama koje ¢e se implementirati kod operacija
pakiranja hrane. Jedna takva alternativa ukljucuje primjenu jestivih ambalaznih materijala, kao
Sto je kitozan, u svrhu o¢uvanja kvalitete i produzenja roka trajanja proizvoda. Za razliku od
plastike, kitozan je prirodni polisaharid (biopolimer) koji nije toksic¢an i koji je lako razgradiv
te time doprinosi zastiti okolisa (Elgadir i Mariod, 2023; Zhao i sur., 2021; Motelica i sur.,
2020). Svoju najvecu primjenu kitozan je pronaSao kao jestivi ambalazni materijal prisutan na

vocu (Adiletta i sur., 2021; Diaz-Montes i Castro-Mufoz, 2021; Philibert i sur., 2017).

Voce je bogat izvor nutrijenata te igra vaznu ulogu u prehrani ljudi. Redoviti unos vocéa
u organizam povezan je sa smanjenjem pojave razlicitih kroni¢nih bolesti (Adiletta i sur., 2021).
Nakon naranca, banane su voce koje se najvise konzumira na svjetskoj razini, a uz to se i svake
godine biljezi porast njihove potrosSnje (FAO, 2020). Generalno, voce spada u skupinu lako
kvarljivih namirnica pa su i gubici voéa znacajni. Da bi se produzila njihova trajnost, na njih se
mogu nanijeti jestivi ambalazni materijali koji ¢e osigurati modificiranu atmosferu unutar
pakovine. Dodatkom bioaktivnih spojeva kao $to su antioksidansi, proteini i sl., ambalaza
postaje funkcionalna. Zbog potreba ¢ovjecanstva za izvorom biljnih proteina u nedostatku onih
zivotinjskog podrijetla, kao funkcionalni sastojci mogu se koristiti proteini konoplje. Oni
predstavljaju izvrstan izvor esencijalnih aminokiselina, a uz to ih krase i visoka probavljivost

te niska alergena svojstva (Burton i sur., 2022).
Ciljevi ovog diplomskog rada bili su:

Priprema otopine kitozana i proteina konoplje
Nanosenje otopine kitozana i proteina konoplje na banane

SkladiStenje banana s jestivim premazom pri odredenim uvjetima

AR NEENEEN

Odredivanje parametara kvalitete banana s jestivim premazom i bez jestivog

premaza te usporedba dobivenih rezultata



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JESTIVA AMBALAZA

Trend kojeg primjenjuju suvremeni potroSaci ukljucuje smanjenje upotrebe polimernih
plasti¢nih ambalaznih materijala obzirom da njihovo neadekvatno odlaganje vodi do znacajnih
ekoloskih problema u svijetu. Prema Europskoj agenciji za okoli$, nakupljanje plasticnog
otpada, osim $to vodi do nastajanja sve vec¢ih ekoloskih problema, utje¢e nepovoljno i na
klimatske uvjete (EEA, 2023). Kako bi se sprijecilo zagadenje ekoloskih sustava uzrokovano
nakupljanjem teSko razgradivih ambalaznih materijala, prvenstveno plasti¢nih, ponudeno je
jedno od mogucih rjeSenja koje ukljucuje primjenu lako razgradive jestive ambalaze Ciji su

glavni sastojci biopolimeri (Elgadir i Mariod, 2023; Zhao i sur., 2021; Motelica i sur., 2020).

Jestiva ambalaza definirana je kao tanki sloj materijala kojeg potroSa¢ moze
konzumirati, a osigurava barijeru prema plinovima (kisik, ugljikov dioksid) i vodenoj pari
(Gali¢, 2009). Prema tome, jestiva ambalaza, kao i1 nejestiva ambalaZa, ima ulogu u o¢uvanju
sigurnosti i kvalitete hrane, odnosno proizvodu upakiranom u jestivu ambalazu produzuje se
njegova trajnost. Najveca prednost upotrebe jestive ambalaze lezi u tome Sto doprinosi zastiti
okolisa obzirom da nema otpadnih materijala nakon konzumacije. U slu¢aju da ipak postoje
otpadni materijali nakon konzumacije, to su onda lako razgradivi materijali koji se ne¢e dugo
zadrzavati u okolisu kao §to ¢e se, na primjer, polimerna plasticna ambalaza (Baldwin i
Hagenmaier, 2012). Unatoc¢ navedenim prednostima, jestiva ambalaZza ipak pruza slabiju zastitu
proizvoda nego li nejestiva pa je onda prema tome i manje zastupljena u komercijalnoj upotrebi
(Gali¢, 2009).

Suprotno misljenju suvremenih potrosaca, koristenje jestivih ambalaznih materijala ne
smatra se inovacijom modernog doba, a sama inspiracija dolazi od prirodno prisutnih zastitnih
omotaca koji se nalaze na vocu i povrcu, kao §to je na primjer kora narance (Robertson, 2013).
Naime, prva primjena jestive ambalaZe datira iz 12. stoljeca kad je u Kini krenulo nanoSenje
voska na citruse kako bi im se umanjio gubitak vlage, a kasnije u Engleskoj zapocinju s
primjenom masti (eng. larding) na mesne proizvode, sve u svrhu produzivanja njihove trajnosti

(Kumari i sur., 2017; Baldwin i Hagenmaier, 2012).



Jestiva ambalaza se, prema Avena — Bustillos i McHugh (2012), dijeli na jestive filmove
1 jestive premaze. Osnovna razlika izmedu tih dviju struktura lezi u na¢inu njihovog nanosenja
na proizvod. Jestivi filmovi predstavljaju samostojece, suhe strukture koje su formirane zasebno
suSenjem otopine na supstratu. Nakon susenja se odvajaju od supstrata te stavljaju na proizvod
kojeg se zeli zastititi. Nasuprot tome, jestivi premazi predstavljaju tanke slojeve jestivog
materijala formiranog direktno na povrsini proizvoda kojeg se nastoji zastititi pri ¢emu se jestivi
materijal na proizvod moze nanijeti postupkom uranjanja, prskanja ili premazivanja nakon ¢ega
slijedi susenje. Shematski prikaz formiranja jestivog premaza na proizvodu prikazan je na slici
1.

Premazivanje ‘\<
[pomocu razmaziva

J
4

| Premazivanje ‘ é :
pomocu kista Visak otopine
Prskanje t ‘) Sugenje

g 2 3 Proizvod s
Otopina jestivog premaza /

jestivim
premazom

Uranjanje

Slika 1. Shematski prikaz formiranja jestivog premaza na proizvodu (prema Zhao i
sur., 2021)

2.2. JESTIVE KOMPONENTE KOJE ULAZE U SASTAV JESTIVE
AMBALAZE

Obzirom da dolaze u neposredan kontakt s hranom te, izmedu ostalog, postaju sastojci
hrane, jestive komponente moraju biti odobrene za ljudsku konzumaciju od strane sluzbenih
institucija koje su zaduzene za sigurnost hrane i materijala u dodiru s hranom. U Europskoj
Uniji sluzbena institucija za sigurnost hrane i materijala u dodiru s hranom je Europska agencija
za sigurnost hrane (eng. European Food Safety Authority, EFSA), dok u Americi tu funkciju
obnasa Agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) (Bionda,
2021).



Jestive komponente koje ulaze u sastav jestive ambalaze prikazane su u tablici 1 pri
¢emu glavninu sastava jestivih filmova i prevlaka, prema Robertson (2013), ¢ini najmanje jedna
komponenta koja je prema svojoj strukturi polimer visoke molekulske mase. Najcesce
zastupljeni polimeri visokih molekulskih masa koji grade jestivu ambalazu jesu biopolimeri,
odnosno polisaharidi, lipidi i proteini porijeklom iz biljaka i Zivotinja. Osim pojedinacno,
navedeni biopolimeri se mogu nalaziti i u kombinaciji pa se u tom slu¢aju radi o kompozitima,
odnosno slozenim jestivim ambalaznim materijalima u kojima se uklanjaju ili smanjuju
negativna svojstva pojedina¢nih komponenata (Baldwin i Hagenmaier, 2012). Biopolimeri su
Siroko rasprostranjeni u prirodi $to ih ¢ini lako dostupnim i jeftinim komponentama te nisu
toksi¢ni $to ispunjava osnovni zahtjev kod formiranja jestive ambalaze (Soliva— Fortuny i sur.,
2012). Jestiva ambalaza na bazi polisaharida i proteina ima hidrofilna svojstva pa sukladno
tome predstavlja dobru barijeru prema plinovima, ali slabiju barijeru prema vlazi. Nasuprot
tome, jestiva ambalaza na bazi lipida ima hidrofobna svojstva te kao takva predstavlja dobru
barijeru za vlagu, ali slabiju barijeru za plinove. Izuzetak su smole koje uz izuzetno dobra

barijerna svojstva prema vlazi pruzaju i dobra barijerna svojstva za plinove.

Funkcionalna, senzorska, nutritivna, barijerna i mehanicka svojstva jestivih ambalaznih
materijala mogu biti izmijenjena dodatkom razli¢itih tvari u niskim koncentracijama. Prema
tome, uz biopolimere kao osnovne komponente, u sastav jestive ambalaze dodaju se i aditivi
kao $to su plastifikatori, emulgatori, antimikrobna sredstva, antioksidacijska sredstva i sredstva
protiv posmedivanja (Robertson, 2013). Prema Pravilniku o prehrambenim aditivima (2010),
,prehrambeni aditiv jest svaka tvar koja se sama po sebi ne konzumira kao hrana, niti je
prepoznatljiv sastojak odredene hrane bez obzira na hranjivu vrijednost, a ¢ije je dodavanje
hrani namjerno zbog tehnoloskih razloga u proizvodnji, preradi, pripremi, obradi, pakiranju,
prijevozu ili skladiStenju 1 ima za posljedicu, ili se moZe ocekivati da ¢e imati za posljedicu, da
¢e aditiv ili njegov derivat postati izravno ili neizravno sastojak hrane‘. Prema tome, aditivi se
inkorporiraju u jestive materijale u svrhu pospjesivanja mikrobioloSke stabilnosti, izgleda i
teksture proizvoda na kojeg se oni nanose §to vodi ocuvanju kvalitete i sigurnosti tog proizvoda
(Avena — Bustillos i McHugh, 2012).

Otapala, kao $to su voda, vodena otopina etanola, vodena otopina octene kiseline i sl.,
potrebna su za formiranje jestivih ambalaznih materijala, odnosno predstavljaju medij koji sluzi

za otapanje jestivih komponenti.



Tablica 1. Jestive komponente koje mogu uéi u sastav jestive ambalaze i njihove karakteristike (Robertson, 2013)

JESTIVE KOMPONENTE KOJE MOGU
UCI U SASTAYV JESTIVE AMBALAZE

OSNOVNE KARAKTERISTIKE
JESTIVIH KOMPONENTI

celuloza i derivati celuloze (CMC, MC, HPC, HPMC?*),

Hidrofilne komponente koje pruzaju dobru

POLISAHARIDI Skrob i derivati §kroba (dekstrin), pektini, alginati, karagenan, barijeru prema plinovima, ali slabu barijeru
agar, gume (guma arabika), kitozan prema vlazi
BIOPOLIMERI kolagen, zelatina, pSeniéni gluten, zein, proteini soje, proteini Hidrofilne komponente koje pruzaju dobru
PROTEINI sirutke, kazein, proteini pamuka barijeru prema plinovima, ali slabu barijeru
prema vlazi
prirodni i umjetni voskovi (pcelinji vosak, karnauba vosak, Hidrofobne komponente koje pruzaju dobru
LIPIDI parafinski vosak), mineralna i biljna ulja, smole (Selak), barijeru prema vlazi, ali slabu barijeru prema
acetogliceridi plinovima
PLASTIFIKATORI glukoza, glukozno — fruktozni sirup, saharoza, glicerol, Tvari koje pospjesuju fleksibilnost i izdrzljivost
sorbitol, polietilen glikoli, fosfolipidi, masne kiseline, voda jestivih materijala
lecitin, glicerol monopalmitat, glicerol monostearat, Amfipatske tvari koje omogucuju sjedinjavanje
EMULGATORI polisorbat 60, polisorbat 65, polisorbat 80, natrijev lauril i stabilnost smjese ¢ije komponente se po
sulfat svojoj prirodi ne mijeSaju
ADITIVI . - . ... . . - -
ANTIMIKROBNA organske kiseline, kitozan, nisin, biljni ekstrakti i njihova Tvari koje inhibiraju ili prekidaju rast i razvoj
SREDSTVA esencijalna ulja nezeljenih mikroorganizama
ANTIOKSIDACIJSKA
SREDSTVA limunska kiselina, askorbinska kiselina, askorbil palmitat, Tvari koje odgadaju pocetak ili usporavaju
I tartari¢na kiselina, tokoferol, fenolni spojevi ekstrahirani iz odvijanje nezeljenih oksidacijskih i
SREDSTVA PROTIV biljaka kao $to su ruzmarin, kadulja, timijan i sl. degradacijskih reakcija te reakcija diskoloracije
POSMEDIVANJA
OTAPALA voda, etanol, octena kiselina Tvari koje omogucuju formiranje jestivih

materijala

*CMC — karboksimetil celuloza, MC — metil celuloza, HPC — hidroksipropil celuloza, HPMC — hidroksipropilmetil celuloza




2.2.1. Polisaharidni jestivi ambalazni materijali

Polisaharidi su slozeni ugljikohidrati gradeni od monosaharidnih jedinica medusobno
povezanih glikozidnim vezama. Iako mnogi polisaharidi posjeduju slicnu monomernu strukturu
Sto je vidljivo na slici 2, konfiguracija polimernog lanca, vodikove veze i supstituenti igraju
klju¢nu ulogu u oblikovanju specifi¢nih svojstava svakog pojedina¢nog biopolimera (Motelica
i sur., 2020). Vrlo su rasprostranjeni u prirodi obzirom da predstavljaju energetske rezerve
biljaka (8krob) ili sluze kao osnovni strukturni element biljnih stani¢nih stijenki (celuloza),

odnosno Zivotinjskih vanjskih oklopa (hitin) (Robertson, 2013).

OH OH

R =HO - celuloza
0 O R =NH, - kitozan
R = NHCOCHj - hitin
HO R HO R
L —'n

Slika 2. Usporedba struktura razli¢itih polisaharida (prema Motelica i sur., 2020)

Zbog svoje velike rasprostranjenosti, niske cijene, netoksic¢nosti, lakog rukovanja i
posjedovanja dobrih svojstava potrebnih za formiranje jestivih filmova i premaza, polisaharidi
su naj¢esci biopolimeri koji se rabe za izradu jestive ambalaze (Zhao i sur., 2021; Motelica i
sur., 2020; Avena — Bustillos i McHugh, 2012). U svrhu formiranja jestivih ambalaznih
materijala najviSe su koriSteni idu¢i polisaharidi: celuloza 1 derivati celuloze, Skrob 1 derivati
Skroba, pektini, alginati, karagenan, agar, gume (guma arabika) i kitozan (Zhao i sur., 2021;
Motelica i sur., 2020; Robertson, 2013). U samim pocecima primjene jestivih ambalaznih
materijala na proizvode, od polisaharida su se najvise koristili derivati $kroba i celuloze, a
proteklih godina, zahvaljujuci brojnim istrazivanjima na tu temu, drugi polisaharidi preuzeli su
ulogu vodecih sastojaka za formiranje jestivih ambalaznih materijala (Soliva — Fortuny i sur.,
2012).

Naime, Soliva — Fortuny i sur. (2012) navode da polisaharidni jestivi ambalazni
materijali imaju dobra mehanicka svojstva te izrazito dobra barijerna svojstva za plinove uz
sposobnost selektivne propusnosti za kisik i ugljikov dioksid. Krase ih i dobra barijerna svojstva
prema uljima i mastima pa shodno tome doprinose usporavanju oksidacije masti kod proizvoda

s vi$im udjelima masti (npr. meso i mesni proizvodi). S druge strane, zbog njihove hidrofilne



prirode, njihov nedostatak su slaba barijerna svojstva prema vlazi pa su u skladu s time njihova
funkcionalna svojstva uvelike ovisna o vlaznosti zraka. Takoder, Robertson (2013) navodi da
su se polisaharidni jestivi ambalazni materijali pokazali u¢inkovitima pri zadrzavanju hlapljivih
spojeva boje i arome $to doprinosi oCuvanju izgleda i okusa proizvoda, a sluze i kao nosioci

razli¢itih aditiva koji se mogu dodati u jestivu ambalazu.

Neki polisaharidi koji se koriste kao glavne komponente u izradi jestive ambalaze (npr.
kitozan) sami po sebi imaju antimikrobna i antioksidativna svojstva (Motelica i sur., 2020). No,
polisaharidni jestivi materijali mogu posluziti i kao nosioci bioaktivnih spojeva ¢ijim dodatkom
se moze formirati aktivna jestiva ambalaza s antimikrobnim i antioksidativnim svojstvima.
Bioaktivni spojevi koji se koriste u tu svrhu ukljucuju neke prirodno prisutne komponente
(bakteriocini, esencijalna ulja, prirodni ekstrakti biljaka i sl.), ali i sinteticke komponente (Ag,
ZnO, TiO,, nanomaterijali, sintetski antibiotici i sl.). Jedna od glavnih prednosti aktivne jestive
ambalaze ukljucuje sporo i kontrolirano otpustanje bioaktivnih komponenti iz jestivog
materijala u proizvod (Mufioz — Tebar i sur., 2023; Poldan, 2022; Ke i sur., 2021; Zhao i sur.,
2021; Motelica i sur., 2020).

Zbog svoje raznolikosti, polisaharidi postaju temom istrazivanja brojnih stru¢njaka iz
podru¢ja pakiranja hrane koji na dnevnoj bazi dolaze do novih spoznaja vezanih uz strukturu i
funkcionalnost polisaharidnih jestivih ambalaZznih materijala. Jedan polisaharid koji se pokazao
izuzetno korisnim prilikom formiranja jestivih ambalaznih materijala jest kitozan (Soliva —

Fortuny i sur., 2012).

2.2.1.1 Kitozan

U posljednjih dvadesetak godina zabiljezen je veliki porast broja znanstvenih
publikacija koje se odnose na kitozan kao sastojak jestivih ambalaznih materijala $to zorno

prikazuje slika 3.
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Slika 3. Prikaz broja znanstvenih publikacija u Scopusu vezanih za jestivu ambalazu

na bazi kitozana u periodu od 2002. do 2022. godine (prema Poldan, 2022)



Kitozan je polisaharid koji se dobiva iz hitina, a hitin je, nakon celuloze, drugi
najrasprostranjeniji polisaharid prirodno prisutan u okolisu (Synowiecki i Al-Khateeb, 2010).
Nalazi se u vanjskom oklopu ¢lankonozaca te u stani¢nim stijenkama gljiva i pojedinih algi
(Van den Broek i sur., 2015). Prema kemijskom sastavu, hitin i kitozan su linearni polisaharidi
gradeni od N-acetil-2-amino-2-deoksi-D-glukoznih i 2-amino-2-deoksi-D-glukoznih ostataka
povezanih B-1,4 glikozidnim vezama (Munoz — Tebar i sur., 2023; Aranaz i sur., 2021).
Djelomi¢nom deacetilacijom, odnosno uklanjanjem acetilnih skupina s monomernih jedinica
hitina uz prisustvo luzina dobiva se kitozan pri ¢emu komercijalno dostupan kitozan ima stupanj
deacetiliranja 85 % (Robertson, 2013). Stupanj deacetiliranja definira se kao postotak primarnih
amino (-NH2) skupina u strukturi polimera, a uz molekulsku masu jedan je od najvaznijih
faktora koji utjeCe na topljivost kitozana i svojstva jestivog materijala (Aranaz i sur., 2021;

Perak, 2018). Proces dobivanja kitozana iz hitina prikazan je na slici 4.

CH,OH CHhOH

NaOH

deacetilacija

Slika 4. Prikaz kemijske reakcije nastajanja kitozana iz hitina uz djelovanje natrijeve

luzine (prema Perak, 2018)

Kitozan je hidrofilni polisaharid koji se na trZiStu moZe pronaci u obliku otopine, praha,
kuglica ili vlakana (Martinac i Filipovi¢ — Gr¢i¢, 2002), a ima iznimno dobra svojstva
formiranja jestivih filmova i premaza (Mufioz — Tebar i sur., 2023; Motelica i sur., 2021; Zhao
i sur., 2021; Shiekh i sur., 2013; Baldwin i Hagenmaier, 2012). Samo formiranje jestivih
materijala se postize otapanjem kitozana (stupnja deacetiliranja 85 %) koji se nalazi u
praskastom obliku u blago kiseloj vodenoj otopini (Martinac i Filipovi¢ — Gr¢i¢, 2002) pri cemu
koncentracija kitozana varira od 1 do 3 % (w/v), a koncentracija octene ili mlijecne kiseline
takoder od 1 do 3 % (v/v) (Mufioz — Tebar i sur., 2023). Za otapanje kitozana se koristi blago
kisela vodena otopina obzirom da prilikom dobivanja kitozana postupkom deacetilacije dolazi
do nastajanja glukozaminskih ostataka iz acetilglukozaminskih ostataka prilikom cega se
dobiva veca koli¢ina protoniranih -NH;> skupina ¢ija je pKa vrijednost 6.5. Kad je otprilike 50

% amino skupina protonirano, onda kitozan postaje topljiv (Aranaz i sur., 2021).



Zbog dobrih svojstava formiranja jestivih filmova i premaza koja kitozan posjeduje,
omoguceno je dobivanje jestivih materijala s dobrim mehani¢kim svojstvima 1 selektivnom
propusnosc¢u za CO2 i O2. Medutim, jestivi materijali na bazi kitozana zbog svojeg hidrofilnog
karaktera vrlo su propusni za vodenu paru $to ograni¢ava njihovu upotrebu kod prehrambenih
proizvoda s visokim stupnjem vlaznosti jer je ucinkovita kontrola prijenosa vlage vazno
svojstvo za oc¢uvanje kakvoce takvih proizvoda (Zhao i sur., 2021; Koren, 2017). Zbog toga je
predlozeno nekoliko strategija za poboljSanje funkcionalnosti svojstava ovih materijala. Na
primjer, modifikacije stupnja deacetilacije, prilagodavanje pH vrijednosti, adekvatan odabir
otapala ili dodatak plastifikatora. Takoder, mijeSanje kitozana s drugim sastojcima kao Sto su
proteini ili polisaharidi moze poboljsati funkcionalna svojstva kitozanskog filma (Mufloz —
Tebar i sur., 2023; Poldan, 2022). Muiioz — Tebar i sur. (2023) istaknuli su da je kitozan prirodni
kationski polimer dok je ve¢ina polisaharida ili neutralnog ili anionskog karaktera, a upravo
ovo svojstvo kitozanu omogucuje formiranje viSeslojnih struktura ili elektrostatskih kompleksa

s drugim sintetickim ili negativno nabijenim prirodnim polimerima.

Kitozan se smatra i potencijalnim prirodnim konzervansom obzirom da posjeduje
antimikrobnu i antioksidativnu aktivnost prema velikom broju patogenih mikroorganizama
ukljucujudi gljive (kvasce i plijesni), gram negativne i gram pozitivne bakterije (Mufoz — Tebar
i sur., 2023; Aranaz i sur., 2021; Ke i sur., 2021). Jestivi ambalazni materijali na bazi kitozana
mogu zastititi proizvod pomoc¢u nekoliko mehanizama prikazanih na slici 5. Ke i sur. (2021) i
Motelica i sur. (2020) navode da mogu blokirati prelazak mikroorganizama iz okoline u
proizvod posto djeluju kao fizicka barijera, a uz to im onemogucavaju i dostupnost nutrijentima
(mehanizam I). Mehanizam 1l se odnosi na sposobnost materijala na bazi kitozana da ometa
respiratornu aktivnost mikroorganizama blokirajuci im dostupnost kisika. Nadalje, zbog svoje
strukture kitozan djeluje kao keliraju¢i agens pri ¢emu moze kelirati razli¢ite nutrijente potrebne
mikroorganizmima za njihov rast i razvoj (mehanizam III). Takoder, u vanjskoj stani¢noj
membrani mikroorganizama prisutnih na povrSini hrane moze do¢i do promjena u
permeabilnosti zbog elektrostatskih interakcija izmedu pozitivno nabijenih amino grupa
kitozana 1 negativno nabijenih fosfatnih skupina stanicne membrane mikroorganizama §to
posljedi¢no vodi do otezanog transporta nutrijenata u stanice mikroorganizama (mehanizam
IV). Sve navedeno doprinosi dodatnom stresu kojeg mikroorganizmi moraju svladavati.
Antimikrobna aktivnost kitozana moze biti i rezultat ostec¢enja stanicne membrane koji vodi do
istjecanja unutarstani¢nih elektrolita (mehanizam V). Jednom kad polimerni lanci kitozana

difundiraju kroz stani¢cnu membranu u unutarstanic¢ni prostor mikroorganizama, onda se moze



odviti nekoliko razli¢itih puteva koji vode do odumiranja mikroorganizama. Mehanizam VI
odnosi se na kelatiranje nutrijenata ili esencijalnih iona metala iz plazme stanice. Kitozan moze
utjecati i na ekspresiju gena (mehanizam VII) ili moze prodrijeti u jezgru i tamo se vezati na
DNA Sto negativno utjeCe na proces replikacije DNA, a ¢ime sprjecava sintezu proteina

(mehanizam VIII).
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Slika 5. Mehanizmi pomoc¢u kojih jestivi filmovi na bazi kitozana manifestiraju svoju

antimikrobnu aktivnost (prema Motelica i sur., 2020)

2.2.2. Prah proteina konoplje kao jestiva komponenta jestive ambalaze

Jos§ jedan trend koji je posljedica rasta svjetske populacije (UN, 2022) ukljucuje potrebu
za dodatkom proteina hrani. Razlog se krije u sve viSe ograni¢enim zalihama proteina
zivotinjskog podrijetla koje nisu dovoljne za prehranu brzorastuce populacije. Alternativni
izvori proteina biljnog podrijetla, kao §to su proteini mahunarka, zitarica, uljarica, oraSastih
plodova 1 sl., privukli su paznju u tom segmentu zbog njihove cijene, pozitivnih utjecaja na
zdravlje, ali i etickih i vjerskih aspekata. U prehrambenoj industriji, karakteristike biljnih
proteina potrebne za njihovu konzumaciju ili ugradnju u jestivu ambalazu moraju ukljucivati:
dobar nutritivni profil (aminokiselinski profil 1 probavljivost), dobru funkcionalnost i poZeljan
okus (Shen i sur., 2021).
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Konoplja je biljka iz roda Cannabaceae koji ukljucuje tri vrste: industrijsku konoplju
(Cannabis sativa), indijsku konoplju (Cannabis indica) i ruderalnu konoplju (Cannabis
ruderalis). Zajednic¢ko svojstvo svih navedenih vrsta jest prisutnost sekundarnih metabolita —
kanabinoida (Schilling i sur., 2020), a najpoznatiji kanabinoidi su tetrahidrokanabinol (THC)
koji ima psihoaktivno djelovanje i kanabidiol (CBD) koji se koristi u medicinske svrhe obzirom
da pomaze u lijeCenju epilepsije, anksioznosti i nesanice te ublazava kroni¢nu bol (Burton,
2022; Grinspoon, 2021). Industrijska konoplja sadrzi THC u veoma niskoj koncentraciji (<1,0
%) te se zbog svojeg iznimnog sastava makro — i mikro — nutrijenata sve vise upotrebljava u
prehrambenoj industriji kao funkcionalni sastojak hrane (Burton i sur., 2022; Shen i sur., 2021;
Mamone i sur., 2019). Naime, makronutrijente u sjemenkama konoplje predstavljaju proteini,
masti i prehrambena vlakna. Proteini konoplje predstavljaju izvrstan izvor esencijalnih
aminokiselina, a uz to ih krasi i visoka probavljivost i niska alergenost. Uz proteine, sjemenke
konoplje sadrze i znaajan udio ulja bogatog ®-3 i ®-6 esencijalnim masnim kiselina. U
mikronutrijente sjemenki konoplje se ubrajaju minerali (P, K, Mg, Ca, Na, Fe, Mn, Zn, Cu), a
znacajan je i udio antioksidativnih spojeva (tokoferoli, steroli i karotenoidi) (Burton i sur., 2022;
Mamone i sur., 2019).

Shen i sur. (2021) u svom istrazivanju prikazuju da sjemenke konoplje, iako im kemijski
sastav varira izmedu vrsta, sadrze otprilike 25 — 30 % ulja, 20 — 30 % proteina, 30 — 40 %
vlakana te vitamine i minerale u nizim udjelima. Isti autori navode da se iz ulja konoplje moze
ekstrahirati visok sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina (>80 %), a uz to, ulje obiluje i
antioksidansima kao S§to su tokoferoli, steroli 1 polifenoli. Nakon preSanja, uz ulje konoplje
dobiva se i jedan nusproizvod procesa — pogaca konoplje koja je bogata proteinima. 1z ovog
nusproizvoda daljnjom obradom mogu se ekstrahirati proteini konoplje. Tri su glavne vrste
proteina konoplje, a to su: koncentrat proteina konoplje, izolat proteina konoplje i hidrolizat
proteina konoplje. Kao izvor proteina moze se koristiti i prah proteina konoplje dobiven
susenjem i finim mljevenjem pogace konoplje. Nutritivna kvaliteta proteina ovisi o sastavu
aminokiselina te probavljivosti proteina (Burton i sur., 2022). Sastav aminokiselina kod
proteina konoplje ovisi o genotipu i agrotehnickim uvjetima, ali u svakom slucaju ukljucuje
prisutnost svih esencijalnih aminokiselina uz glutamin, asparagin i arginin kao najzastupljenije.
Probavljivost proteina ovisna je o molekularnoj strukturi proteina, prisutnosti antinutritivnih
spojeva te uvjetima procesiranja. Prema Shen i sur. (2021), proteini konoplje manje su
probavljivi nego li animalni proteini, ali viSe u odnosu na proteine mahunarki ili proteine

zitarica. Jedan od nacina pospjeSivanja probavljivosti proteina konoplje ukljucuje ljustenje
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sjemenki konoplje prije mljevenja. Uz to Sto sadrze sve esencijalne masne kiseline i imaju
visoku probavljivost, proteini konoplje imaju i nisku alergenu aktivnost. Zbog svojih nutritivnih
vrijednosti, bioloSke aktivnosti, funkcionalnosti i aromatskog profila, proteini konoplje koriste
se kao funkcionalni sastojci u prehrambenoj industriji. Shematski prikaz dobivanja proteina
konoplje vidljiv je na slici 6.
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vlakna konoplje
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< 1,0 % THC prehrambenim vlaknima proizvodima od konoplje proteina

Slika 6. Shematski prikaz dobivanja proteina konoplje iz sjemenki konoplje (prema
Burton i sur., 2022)

Ogranicavajuéi ¢cimbenik kod dodatka biljnih proteina u proizvode je, prema Shen i sur.
(2021) prisutnost odredenih antinutritivnih spojeva koji mogu negativno utjecati na
probavljivost proteina i organolepti¢ka svojstva te na biodostupnost ostalih nutrijenata. U
sjemenkama konoplje uoc¢eno je nekoliko antinutrijenata kao Sto su inhibitor tripsina, fitinska

kiselina, cijanogeni glikozi, tanini i saponini.

Okus 1 miris vazna su senzorska svojstva proizvoda koja utjecu na prihvacanje
odredenog proizvoda od strane potroSaca. Problem koji se javlja kod koriStenja biljnih proteina
u prehrambenoj industriji ukljucuje njihov neprijatan miris koji je posljedica enzimske ili
neenzimske oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina. To nije sluc¢aj kod proteina konoplje
obzirom da konoplja ima prijatnu i jedinstvenu aromu zbog prisutnosti terpena u cvjetovima
konoplje. Kao takvi, proteini konoplje mogu se bez problema koristiti u prehrambenoj industriji
(Mamone i sur., 2019).
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2.3. PRIMJENA JESTIVE AMBALAZE NA VOCU

U prehrambenoj industriji, za pakiranje voc¢a (svjezeg ili minimalno procesiranog),

veliku vaznost imaju jestivi materijali na bazi polisaharida, konkretno kitozana (Elgadir i
Mariod, 2023; Adiletta i sur., 2021; Diaz-Montes i Castro-Muiioz, 2021; Motelica i sur., 2020).

Ovi materijali koriste se u svrhu ocuvanja kvalitete i produzivanja trajnosti voca §to se postize

smanjenjem stupnja respiracije i dehidratacije, odgadanjem enzimskog posmedivanja ili lipidne

oksidacije te inhibicijom rasta patogenih mikroorganizama i mikroorganizama kvarenja (Zhao

i sur., 2021; Baldwin i Hagenmaier, 2012). Na slici 7 dan je shematski prikaz zastite proizvoda

jestivim filmovima ili prevlakama kao “aktivnim slojevima”, i to u uvjetima pocetka kvarenja

proizvoda koji je rezultat respiracije, otpuStanja ili vezanja vlage, odnosno razvoja

mikroorganizama i pojava procesa oksidacije na povrsini hrane (Gali¢, 2009).

A) BEZ AKTIVNOG SLOJA
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Slika 7. Shematski prikaz zaStite hrane u prisutnosti i bez prisutnosti zastitnog jestivog

filma ili prevlake, kao aktivnog sloja, pri prvoj pojavi kvarenja uzrokovanog (a) respiracijom;

(b) otpustanjem ili vezanjem vode te (c¢) razvojem mikroorganizama ili procesa oksidacije na

povrsini hrane (prema Gali¢, 2009)
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Baldwin 1 Hagenmaier (2012) opisuju da jestivi ambalazni materijali potrebni za zaStitu
voc¢a moraju imati adekvatna barijerna svojstva prema plinovima kako bi se sprijecio prelazak
na anaerobni metabolizam, ali takoder moraju osigurati usporavanje zrenja i starenja te umanyjiti
gubitke na vlazi kako bi se sprijecila smezuranost vo¢a. Osim navedenog, jestivi materijali
imaju ulogu 1 u pospjesivanju izgleda voc¢a dajuéi im sjaj te u nekim sluc¢ajevima i boju pri cemu
se novi izgled mora odrzati kroz manipulaciju, skladistenje i1 transport voéa do krajnjeg

potrosaca (Soliva — Fortuny i sur., 2012).

Naime, voce podlijeze metabolickim aktivnostima kao §to su respiracija, proizvodnja
etilena i transpiracija (Shiekh i sur., 2013; Bai i Plottto, 2012; Baldwin i Hagenmaier, 2012;
Soliva — Fortuny i sur., 2012). Respiracija je metaboli¢ki proces koji ukljucuje sposobnost
stanica da koriste Kisik i proizvode ugljikov dioksid. Uz respiraciju, stanice proizvode i etilen
— biljni hormon koji ubrzava zrenje i starenje voca. Transpiracija, s druge strane, predstavlja
metabolicki proces koji ukljucuje isparavanje vode iz medustani¢nih prostora voca u okolinu
Sto rezultira gubitkom vlage (Adiletta i sur., 2021). Bai i Plotto (2012) navode da se gubitak
vlage od 5 % i vise lako vizualno uocava na vocu $to posljedi¢no vodi smanjenju vrijednosti
voca. Gubitak vlage iz voca rezultira i gubitkom na masi $to utjeCe na smezuranost voca.
Prilikom gubitka vlage gubi se i na nutritivnoj vrijednosti vo¢a obzirom da se smanjuje udio
spojeva topljivih u vodi. Kod klimakterijskog voca, odnosno voéa koje zrije nakon berbe
(banane, breskve, jabuke), trajnost moze biti produzena skladistenjem tog voca u kontroliranoj
ili modificiranoj atmosferi u kojoj vlada relativno visok udio ugljikovog dioksida te niski udio
kisika §to vodi do usporavanja reakcija zrenja (respiracije i proizvodnje etilena) (Robertson,
2013; Shiekh i sur., 2013).

Jedan od nacina na koji je moguce posti¢i modificiranu atmosferu jest upravo primjena
jestivih premaza obzirom da njithovom primjenom na voce dolazi do promjena u
koncentracijama plinova pri ¢emu se povecava udio ugljikovog dioksida, a smanjuje udio kisika
(Lustriane i sur., 2018). Vazno je pritom primijeniti odgovarajucu formulaciju jestivog premaza
kako ne bi doslo do prevelikog pada udjela kisika ¢ime bi se inicirao anaerobni metabolizam
voca koji bi doveo do proizvodnje etanola Sto bi rezultiralo neodgovaraju¢im okusom. Takoder,
za smanjenje gubitka vode iz voca potrebno je osigurati visoku relativnu vlaznost zraka u
skladisnim prostorima ili pakovini, odnosno moguce je primijeniti i hidrofobne premaze koji

¢e reducirati gubitak vode.
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2.4. PARAMETRI KOJI UTJECU NA KVALITETU VOCA

Ocjena uspjeSnosti primjene jestivih ambalaznih materijala proizlazi iz pracenja
kvalitete voca tijekom skladistenja. Gontard i Guillaume (2010) razlikuju kvalitetu orijentiranu
na proizvod i onu orijentiranu na potrosaca. Kvalitetu orijentiranu na proizvod definiraju kao
skup mjerljivih parametara proizvoda koji vrednuju njegove tehnoloSke karakteristike, a
kvalitetu orijentiranu na potroSaca povezuju s prihvatljivos¢u proizvoda od strane potrosaca pri
¢emu se ona razlikuje ovisno o kulturoloskim i demografskim uvjetima. Na primjer, banane se

mogu konzumirati i zelene 1 zute, ovisno o preferencijama potrosaca.

U tehnoloSkom smislu, vaznija je kvaliteta orijentirana na proizvod pri ¢emu ona
ukljuéuje vrednovanje senzorskih karakteristika proizvoda, mikrobioloske slike i nutritivne
vrijednosti. Senzorska svojstva ukljucuju teksturu, okus, miris i boju kao parametre Kkoji se
razvijaju zrenjem i starenjem proizvoda. Promjene u teksturi ukljuc¢uju meksanje voca $to je
posljedica topljivosti i depolimerizacije pektina djelovanjem pektinoliti¢kih enzima (pektinaze
i pektinesteraze). Degradacija $kroba i dekarboksilacija organskih Kiselina vode do promjena u
okusu, odnosno do prijelaza kiselog u slatki okus. Promjene u boji nastaju zbog: degradacije,
sinteze pigmenata kao $to su antocijani ili karoteni te enzimskog posmedivanja. Drugi
parametar vazan u odredivanju kvalitete voca je mikrobioloska slika svjezeg voca koja je vazna
u pogledu sigurnosti. Mikroorganizmi kvarenja prisutni na vocu uzrokuju degradaciju
proizvoda, ali ne utjecu direktno na ljudsko zdravlje. S druge strane, patogeni mikroorganizmi
naruSavaju zdravlje ljudi u slucaju da se nalaze na vocu koje covjek konzumira. Kao treci
parametar vazan za odredivanje kvalitete upotrebljava se nutritivna vrijednost svjezeg voca koja
je ovisna o vrsti voca i njihovoj zrelosti. Iako je pocetni udio fitonutrijenata vrlo vazan za
nutritivna svojstva voca, jo§ je vaznija biodostupnost tih spojeva koja ovisi o koli¢ini
fitonutrijenata apsorbiranih u organizam tijekom digestije. Svi navedeni parametri podlozni su
fizioloskim promjenama koje se javljaju kod ubranih plodova, a koje su pod utjecajem

temperature i sastava plinova u atmosferi (Gontard i Guillaume, 2010).

Temperatura je jedan od glavnih ¢imbenika koji utjecu na kvalitetu svjezeg voca pa
mora biti strogo kontrolirana tijekom rukovanja, skladiStenja i transporta voca. PoviSenjem
temperature povecava se 1 respiracija, a sniZenjem temperature se respiracija i enzimske

reakcije smanjuju.
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Jos jedan kljucni faktor koji utjece na brzinu respiracije svjezeg voca, a samim time i na
kvalitetu voca je sastav plinova. Smanjenjem udjela kisika postize se smanjenje respiracije, no
pozeljno je smanjenje kisika do odredene granice da ne bi doslo do prelaska na anaerobni
metabolizam 1 nastanka etanola koji daje nepoZeljan okus. Visoka koncentracija ugljikovog
dioksida (>10 %) takoder utjeCe na smanjenje respiracije te ogranicava proizvodnju etilena. Uz
navedeno, visoka koncentracija ugljikovog dioksida ima bakteriostatska svojstva prema
aerobnim bakterijama, no moze voditi do razvoja anaerobnih bakterija. Nadalje, moze do¢i i do
degradacije dijelova voc¢a ukoliko je koncentracija ugljikovog dioksida previsoka (Gontard i
Guillaume, 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za provedbu eksperimentalnog dijela koriStene su 32 banane sorte Cavendish
porijeklom iz Kolumbije koje su nabavljene u lokalnom supermarketu. Odabir banana temeljio
se na boji kore i prisustvu fizickih oSte¢enja na bananama. Na temelju ovih kriterija odabrane
su one banane cija je kora vise zelena nego li zuta te one koje nemaju vidljivih fizickih

ostecenja.

Kao jestivi premaz koristen je prirodni polisaharid kitozan (Chitin, Francuska, tip 652,
molekulske mase 165 kDa, stupanj deacetiliranja iznad 85 %) otopljen u otapalu za ¢iju
pripremu su upotrijebljene octena kiselina (ledena octena kiselina 100 %, Merck, Darmstadt,
Njemacka) i destilirana voda u omjeru 1:100. U otopinu kitozana haknadno su dodani i otopljeni
proteini konoplje u obliku praha (100 % proteini konoplje dobiveni iz hladnih organskih
sjemenki konoplje proizvodaca Bonatura, Bostjan Rudolf s.p., Makedonska ulica 45, 2000
Maribor, Slovenija).

3.2. PRIPREMA OTOPINE KITOZANA S PROTEINIMA KONOPLJE

Za pripremu otopine kitozana s proteinima konoplje, kojom ¢e se prskati odabrane

banane, bio je potreban sljedeci laboratorijski pribor:

o Analiticka vaga (KERN KB 2000-2N)

o Staklena ¢asa (200 mL)

o Pipeta (100 mL) i propipeta

o Magnetska mijesalica i magnet (Witeg ms-mp8, Njemacka)
o Ladice za vaganje

o Spatula

o Boca namijenjena za ru¢no prskanje

o Plasti¢ni podlosci

o Ventilirana klima komora (HPP110, Memmert, Njemacka)

Proces pripreme otopine kitozana zapoceo je otapanjem 2 g kitozanau 1 % (v/v) vodenoj
otopini octene kiseline. Obzirom da je kitozan netopljiv u vodi, koristila se 1 % (v/v) vodena
otopina octene kiseline ¢ija niska koncentracija nema utjecaj na senzorska svojstva otopine.

Sam proces otapanja kitozana proveden je na nacin da se 100 mL 1 % (v/v) vodene otopine
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octene kiseline dodalo u staklenu ¢aSu u kojoj se nalazio magnet te se CaSa postavila na
magnetsku mijesalicu pri ¢emu se broj okretaja podesio na 545 rmp. Prethodno se pomocu
ladice za vaganje izvagalo 2 g (+ 0,001 g) kitozana na analitickoj vagi. Izvagana koli¢ina
kitozana se postepeno dodavala u vodenu otopinu octene kiseline kako ne bi doSlo do
prezasic¢enja, odnosno kako bi se omogucilo $to bolje otapanje polimera. Staklena ¢asa se zatim
zastitila parafinskim filmom i ostavila 24 h pri sobnoj temperaturi na magnetskoj mijesalici
kako bi se kitozan u potpunosti dispergirao. Iduca faza pripreme ukljucivala je dodatak proteina
konoplje u pripremljenu, homogenu otopinu kitozana. To se postiglo vaganjem 0,1 g (+ 0,001
g) praha proteina konoplje na ladicu za vaganje pomocu analiticke vage te njegovim
prebacivanjem u staklenu ¢asu u kojoj se nalazila otopina kitozana. Prah proteina konoplje se
takoder dodavao polagano kako bi se on potpuno dispergirao u otopini. Nakon dodatka proteina
konoplje u otopinu kitozana uslijedilo je mijesanje na magnetskoj mijesalici u trajanju od 40
min. Radi boljeg razumijevanja, postupak pripreme otopine kitozana s proteinima konoplje

shematski je prikazan na slici 8.

100 mL 1 % (v/v) vodene otopine octene kiseline
+
2 g kitozana

Magnetska mijesalica,
24 h, 545 rmp

+ proteini konoplje
(0,1g)

Otopina kitozana s proteinima konoplje

Slika 8. Shematski prikaz pripreme otopine kitozana s proteinima konoplje

3.3. NANOSENJE OTOPINE KITOZANA S PROTEINIMA KONOPLJE
NA BANANE

Dobivena otopina kitozana s proteinima konoplje prebacena je iz Staklene case u
plasti¢nu bocu namijenjenu za ru¢no prskanje pomocu koje su bile prskane banane. 32 banane
su prethodno ocijedene 1 osuSene na sobnoj temperaturi, a potom je 16 banana poprskano

otopinom kitozana s proteinima konoplje po cijeloj svojoj povrSini pri ¢emu je volumen otopine
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potreban za prskanje jedne banane iznosio 3,2 + 0,1 mL. Preostalih 16 nepoprskanih banana
predstavljalo je kontrolnu grupu kako bi se omogucila usporedba banana koje su poprskane
otopinom kitozana s proteinima konoplje i banana koje nisu poprskane. Obje grupe banana,
banane poprskane otopinom Kkitozana s proteinima konoplje (BKK) i banane koje nisu
poprskane otopinom kitozana s proteinima konoplje (BK), c¢uvale su se na plasticnim

podloscima u ventiliranoj klima komori na 25 °C i pri relativnoj vlaznosti zraka od 80 %.

Tijekom 15 dana, od dana nanosenja otopine kitozana s proteinima konoplje na izabrane
banane, radile su se analize pomocu kojih se pratila kvaliteta banana (sve do trenutka kad
banane nisu postale prezrele). Svaki uzorak raden je u dvije paralele pri ¢emu su prilikom svake

analize uzete 2 banane iz grupe BK te dvije banane iz grupe BKK.

3.4. METODE POMOCU KOJIH JE PRACENA KVALITETA BANANA

Metode koje su koristene u svrhu pracenja kvalitete banana iz grupe BK i BKK odnose
se na odredivanje: gubitka na masi, boje (promjene boje), vlage te udjela invertnih Sec¢era. Udio
invertnih SeCera odredivao se pomo¢u 2 metode od kojih jedna ukljucuje upotrebu

refraktometra, a druga NIR spektrofotometar.

3.4.1. Gubitak na masi

Gubitak na masi odreden je vaganjem banana (BK i BKK) unutar vremenskog perioda
od 15 dana. U svrhu vaganja koriStena je analiticka vaga (KERN KB 2000-2N) pri ¢emu su
banane izvagane prije skladiStenja (Mo) te svaki drugi, odnosno tre¢i dan tijekom skladiStenja

(M)). Kao 1 kod Hu i sur. (2022), gubitak na masi (GM) izracunat je prema sljedecoj formuli:
GM (%) = [%] -100 % [1]

gdje je:

GM — gubitak na masi (%)

Mo — masa banana prije skladistenja (g)

Mi — masa banana tijekom skladistenja (g)
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3.4.2. Bojabanana

Boja banana te promjene u boji do kojih dolazi tijekom njihovog skladistenja mogu se
kvantitativno odrediti pomocu CIELAB sustava boja koji je standardiziran od strane
Commission Internationale de [’Eclairage (CIE). CIELAB sustav boja sluzi za odredivanje
svjetline boje, intenziteta crvene, odnosno zelene boje te intenziteta zute, odnosno plave boje
preko L*, a* i b* vrijednosti. Naime, CIELAB sustav boja predstavlja kvantitativnu vezu boja
pomocu tri osi u koordinatnom sustavu boja: L* predstavlja svjetlinu, a a* i b* su kromatske
koordinate. Vertikalna os u koordinatnom sustavu boja predstavlja parametar L* pri ¢emu se
vrijednosti kre¢u od 0 (crno) do 100 (bijelo). Os koja se odnosi na parametar a* u pozitivnom
dijelu koordinatnog sustava boja predstavlja intenzitet crvene boje, a u negativnom dijelu
intenzitet zelene boje. S druge strane, os koja oznacava parametar b* u pozitivnom dijelu
koordinatnog sustava boja predstavlja intenzitet zute boje, a u negativnom dijelu intenzitet
plave boje. IshodiSte koordinatnog sustava boja predstavlja neutralno ili akromatsko podrucje.

(Ly isur., 2019). CIELAB koordinatni sustav boja prikazan je na slici 9.

L=100
Bijelo

= | =T
Zeleno Plavo
- a ol
\\ ! —"
L=0
Crno

Slika 9. CIELAB koordinatni sustav boja (Ly i sur., 2019)

U svrhu odredivanja parametara CIELAB sustava boja koristen je kolorimetar Konica
Minolta Spectrophotometer CM — 700d, SAD. Mjerenje je provedeno na 3 razli¢ita mjesta na
svakoj pojedinoj banani, a kao konacni rezultat mjerenja uzete su srednje vrijednosti L*, a* i
b* koje su graficki prikazane. Iz L*, a* i b* vrijednosti izracunata je i ukupna razlika u boji,
odnosno kolorimetrijska razlika koja prikazuje odstupanje reflektirane boje od kontrole (Grigi¢,

2014), a racuna se prema sljedecoj formuli:
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AE = [(Ly — LD? + (ay — a})? + (b — bi‘)zﬁ [2]
gdje je:
AE — kolorimetrijska razlika
Ly, ag, by - vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje
L;,a;, b; - vrijednosti ispitivanog uzorka boje

3.4.3. Vlaga

Odredivanje udjela vlage u uzorcima banana zapocelo je vaganjem 1g (+0,01g) jestivog
unutrasnjeg dijela banane (bez kore) pomocu analiticke vage (KERN KB 2000-2N, Njemacka)
na ladicu za vaganje. Izvagani uzorak se potom prebacio na aluminijsku pliticu uredaja za
mjerenje vlage (PMB 53 Adam Equipment, SAD). Zatvaranjem gornjeg poklopca uredaja i
pokretanjem zagrijavanja na temperaturu od 105 °C doslo je do spaljivanja uzorka pri ¢emu je
isparila slobodna voda. Mjerenje je provedeno tri puta za svaki uzorak, a izmjereni udio vlage
u uzorku ocitan je sa zaslona uredaja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost uz

standardnu devijaciju za svaku paralelu pojedina¢no.

3.4.4. Invertni Seceri

Za odredivanje udjela invertnih Secera koriStene su dvije metode od kojih jedna
ukljucuje upotrebu refraktometra, a druga NIR spektrofotometar (eng. near — infrared
spectroscopy, NIRS).

3.4.4.1. Odredivanje udjela invertnih secera pomocu refraktometra

Pomocu analiticke vage (KERN KB 2000-2N) izvagano je 1g (+ 0,01g) unutrasnjeg
jestivog dijela banane (bez kore) na ladicu za vaganje. [zvagani uzorak se usitnio pomocu noza
kako bi se povecala specificna dodirna povrSina uzorka te time omogucilo bolje otapanje
sastojaka iz uzorka u vodi. Usitnjeni uzorak kvantitativno je prenesen u epruvetu u koju se zatim
pomocu pipete dodala destilirana voda u kolic¢ini od 10 mL. SadrZaj epruvete promijesan je na
vrtloznom mikseru (IKA MS2 minishaker) kako bi se postigao $to veci stupanj homogenizacije.
Nakon homogenizacije sadrzaj epruvete je profiltriran u drugu epruvetu pomocu staklenog
lijevka 1 filter papira. Dobivena je bistra otopina koja se pomocu kapaljke stavila u utor
refraktometra (ATAGO Refractometer PAL-3). Vrijednost dobivena na zaslonu uredaja

prikazana je u stupnjevima Brix pri ¢emu 1 stupanj Brix oznacava 1 gram saharoze na 100
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grama otopine. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dviju paralela pri ¢emu je na svakoj

paraleli mjerenje provedeno tri puta.

3.4.4.2. Odredivanje udjela invertnih Secera pomocu NIR spektrofotometra

Uzorci banana namijenjeni za NIR spektrofotometriju pripremljeni su na nacin da se
pomocu noza odrezala ploska od svakog uzorka. Pripremljene ploske banana snimljene su
pomocu sonde NIR-128-1.7-USB/6.25/50um skenirajuéeg monokromatora (Control
Development, SAD) s instaliranim pripadaju¢im softwareom Spec32 (Control Development,
SAD) u podruéju valnih duljina od 904 do 1699 nm (slika 10). Svaka ploska snimljena je deset
puta na razli¢itim mjestima unutrasnjeg jestivog dijela banane (ne ukljucujuc¢i koru), a
neobradeni spektri bliskog infracrvenog zracenja pohranjeni su kao .xlIs datoteke u softwareu

Microsoft Office Excel te su kasnije koristeni za obradu podataka PCA metodom.

Slika 10. NIR spektrofotometar povezan s rac¢unalom. (1 — NIR uredaj, 2 — racunalo s
instaliranim Spec32 softverom, 3 — izvor zraenja, 4 — opticki kablovi, 5 — mjesto za snimanje

uzoraka) (prema Radman, 2018)

3.4.5. Obrada podataka
Obrada podataka provedena je analizom varijance (ANOVA) pomoc¢u Xlstat-Pro (win)
7.5.3. (Addinsoft, New York). U svim sluc¢ajevima, vrijednost p < 0,05, pri intervalu

pouzdanosti od 95 %, smatra se statisticki zna¢ajnom.

Za obradu podataka NIR spektrofotometrije koristena je kemometrijska metoda analize
glavnih komponenti (PCA). Analiza glavnih komponenti koristi se kako bi se izdvojile

specifi¢ne informacije iz velike baze podataka, kao i radi lakSeg uocavanja sli¢nosti, odnosno
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razlike medu podacima na temelju njihovog medusobnog razdvajanja i grupiranja (Skef, 2021).
Za analizu podataka NIR spektra PCA metodom koriSten je software Statistica 13.0 (StatSoft,
USA).

Umjetne neuronske mreze (eng. Artificial Neural Network, ANN) koristene su kako bi
se na temelju podataka iz NIR spektra predvidjele vrijednosti udjela invertnih Secera i vlage
kod banana. Koriste¢i software Statistica v.13 (StatSoft, USA) razvijene su mreze s 8 — 13
neurona u skrivenom sloju. Za ulazne varijable kori$teno je prvih deset faktora dobivenih
analizom glavnih komponenti koji su bili odgovorni za 99,9 % varijabilnosti u podacima. Kao
izlazne varijable postavljene su Seceri i vlaga. U¢enje umjetnih neuronskih mreza provedeno je
podjelom podataka u skupove za ucenje, test i validaciju u omjeru 60:20:20. Najbolje umjetne

neuronske mreZe odabrane su na temelju najvise R? vrijednosti i najmanje pogreske.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu praceni su parametri kvalitete banana na kojima se nalazi jestivi premaz
od kitozana i proteina konoplje. Kako bi se usporedio utjecaj tog jestivog premaza na rok
trajanja banana praceni su i parametri kvalitete banana na kojima nema jestivog premaza.
Parametre kvalitete banana, u ovom istrazivanju, predstavljaju: gubitak na masi, boja, vlaga i
udio invertnih Secera. Rezultati koji su dobiveni prikazani su tabelarno i graficki. Osim
izmjerenih vrijednosti za navedene parametre kvalitete, tijekom istrazivanja pratio se i izgled
obje grupe banana obzirom da on uvelike ovisi o tome hoce li potrosa¢ kupiti navedeni proizvod
ili ne.

Na slici 11 prikazane su banane bez jestivog premaza, a na slici 12 banane s jestivim
premazom tijekom skladiStenja u trajanju od 15 dana. Osim vanjskog izgleda banana, pracen je
i presjek obiju vrsta banana $to prikazuju slike 13 i 14. Izmjerene vrijednosti koje se ti¢u gubitka
na masi banana prikazane su u tablici 2, a vrijednosti koje se odnose na udio vlage u bananama
nalaze se u tablici 3. Boja banana odredena je CIE L*a*b* prostornim modelom, a rezultati
mjerenja prikazani su graficki $to je vidljivo na slikama 15, 16 i 17. Kolorimetrijska razlika
(AE) prikazana je graficki na slici 18. Udjeli invertnih Se¢era dobiveni upotrebom
refraktometra, a koji su izmjereni kod obje grupe banana, prikazani su graficki na slici 19.
Odredivanje udjela invertnih Sec¢era NIR spektrofotometrijom za obje grupe banana prikazano
je naslikama 20 i 21 gdje se nalaze podaci dobiveni PCA analizom, dok tablice 4 i 5 prikazuju
rezultate najboljih neuronskih mreZa razvijenih za predvidanje udjela invertnih Secera 1 vlage.
Tablice 6 i 7 daju uvid u rezultate predvidanja udjela invertnih Secera i vlage na temelju

odabranog najboljeg modela umjetne neuronske mreze.

4.1. IZGLED KORE | PRESJEKA BANANA

Ono §to je vazno za potroSaca prilikom odabira banana za kupnju jest upravo njihov
izgled. Banane, kao klimakterijsko voce, nakon branja nastavljaju sa zrenjem S§to vodi do
promjena u izgledu, to¢nije do promjena u boji i teksturi $to ima za posljedicu kratak rok trajanja
banana. Promjene u boji kod banana bez jestivog filma od kitozana i proteina konoplje prikazuje
slika 11, a promjene u boji kod banana s jestivim filmom od kitozana i proteina konoplje

prikazuje slika 12.
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Slika 11. Pracenje izgleda kore banana bez jestivog premaza tijekom 15 dana (vlastita
fotografija)
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Slika 12. Pracenje izgleda kore banana s jestivim premazom tijekom 15 dana (vlastita

fotografija)
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Usporedujuci izgled banana bez jestivog premaza (kontrolna grupa) te izgled banana s
jestivim premazom, moze se uociti da do pojave smedih mrlja na njihovoj kori dolazi $esti dan
skladiStenja. Daljnjim skladiStenjem posmedivanje kore nastavlja se kod obje grupe banana, a
nesto je vise izrazeno kod kontrolne grupe. Izrazenije posmedivanje kore kod kontrolne grupe
banana slaze se sa rezultatima istraZivanja koje su proveli Lustriane i sur. (2018). Navedeni
autori takoder su usporedivali utjecaj jestivog premaza od kitozana na rok trajanja banana te su
ustanovili da jestivi premazi s koncentracijama kitozana od 1,15 i 1,25 % odgadaju
posmedivanje kore banana i zadrzavaju njihovu kvalitetu sve do sedmog dana skladiStenja. S
druge strane, kod banana bez jestivog premaza do posmedivanja je doSlo petog dana
skladiStenja i1 ono je dalje bilo sve izraZenije. Suseno i sur. (2014) takoder su promatrali utjecaj
jestivog premaza od kitozana na izgled kore banana pri ¢emu su koncentracije kitozana varirale
od 1 preko 1,5 do 2 %. Pri navedenim koncentracijama uocili su da je do posmedivanja kore
doslo sedmog dana skladisStenja, dok je kod kontrolne grupe posmedivanje kore uoceno cetvrtog
dana skladistenja. Hu i sur. (2022) u jestivi premaz od kitozana inkorporirali su ekstrakt kore
japanske jabuke te uocili da banane premazane takvim premazom duze zadrZavaju prvobitni
izgled u odnosu na one premazane premazom od isklju¢ivo kitozana. Ekstrakt kore japanske
jabuke sa kitozanom ¢ini kompaktniji premaz koji posljedi¢no vodi do boljih barijernih
svojstava. Osim utjecaja na izgled banana, jestivi premaz od kitozana utjecao je i na o¢uvanje
izgleda kod manga (Kumar i sur., 2021; Chien i sur., 2005), krusaka (Sanchez i sur., 2015),
jagoda (Gol i sur., 2013) i kivija (Kumarihami i sur., 2022). Razlog tome leZi u sposobnosti
kitozana da djeluje kao barijera za kisik pri ¢emu uz niZze koncentracije kisika i viSe
koncentracije ugljikovog dioksida unutar pakovine dolazi do usporavanja degradacije klorofila

u kori voca te usporavanja proizvodnje etilena ¢ime se odgada zrenje.

Tijekom eksperimentalnog dijela rada pratio se i izgled presjeka banana. Presjek banana
iz kontrolne grupe prikazan je na slici 13, a presjek banana s jestivim premazom na slici 14.
Moze se uociti da kod banana iz kontrolne grupe posmedivanje pulpe zapoc¢inje osmog dana, a
kod banana sa jestivim premazom trinaestog dana. Takoder, vidljiva je 1 promjena u omjeru
pulpe i kore banana pri ¢emu je kod banana iz kontrolne grupe znacajno vidljivo povecanje
omjera pulpe i kore osmog dana skladistenja, a kod banana s jestivim premazom desetog dana
skladiStenja. Povecanje omjera pulpe i kore banana tijekom skladiStenja uocili su 1 Lustriane 1
sur. (2018). Kod banana bez jestivog premaza uocili su zna¢ajni porast omjera pulpe i kore ve¢
tre¢eg dana skladiStenja, a kod banana koje su tretirali jestivim premazom od kitozana (1,25 %)

porast je zabiljezen petog dana skladiStenja. Ovakva pojava pripisuje se djelovanju osmotskog
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tlaka. Naime, tijekom zrenja dolazi do brze konverzije Skroba u Secer unutar pulpe banana §to

vodi do promjena u osmotskom tlaku.

0.dan 1.dan
.6 dan”

15.dan

OO

Slika 13. Presjeci banana bez jestivog premaza tijekom 15 dana skladistenja (vlastita

fotografija)

m.dan‘
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: @
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¢
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Slika 14. Presjeci banana s jestivim premazom tijekom 15 dana skladistenja (vlastita

fotografija)



4.2. GUBITAK NA MASI

Gubitak na masi koji je izracunat na temelju vrijednosti masa banana iz kontrolne grupe
I masa banana s jestivim premazom tijekom njihovog skladistenja prikazan je u tablici 2.
Tijekom procesa zrenja, odnosno tijekom skladiStenja, kod obje grupe banana dolazi do
povecanja postotka gubitka na masi. Prvih deset dana skladiStenja zabiljezen je veci gubitak na
masi kod obje paralele iz grupe banana s jestivim premazom. Kod banana iz kontrolne grupe,
medutim, trinaestog dana paralela 2 ima nesto veéi gubitak na masi U 0dnosu na onu s jestivim
premazom, dok petnaestog dana obje paralele iz kontrolne grupe banana imaju veci gubitak na
masi u odnosu na grupu banana s jestivim premazom (p < 0,05). Takvi rezultati se djelomi¢no
slazu s rezultatima do kojih su dosli Lustriane i sur. (2018) i Gol i Ramana Rao (2011) obzirom
da je gubitak na masi prilikom njihovog istrazivanja bio svakog dana skladistenja veci kod
banana iz kontrolne grupe u odnosu na one tretirane jestivim premazom od kitozana (p < 0,05).
Do istih rezultata dolaze i Hu i sur. (2022) te Suseno i sur. (2014) koji ujedno i navode kako
prilikom skladiStenja banane gube vodu zbog procesa respiracije kao i evaporacije vode $to
posljedi¢no vodi do njihove smezuranosti koja utjece na smanjenje kvalitete. S druge strane,
nanosSenjem jestivog premaza od kitozana koji djeluje kao barijera prema vanjskim okolisnim
uvjetima postize se smanjenje evaporacije vode i respiracije. U slu¢aju dodatka proteina
prilikom pripreme jestivog premaza od kitozana, razli¢iti znanstvenici dolaze do razlicitih
spoznaja pa su tako Muley i Singhal (2020) otopini kitozana dodali izolat proteina sirutke te su
dobiveni jestivi premaz nanijeli na jagode uz pracenje gubitka na masi pri ¢emu su ustanovili
da jagode s navedenim premazom tijekom skladistenja imaju manji gubitak na masi U odnosu
na one bez premaza. Abugoch i sur. (2015) su na borovnice nanijeli jestivi premaz od kitozana
i proteina kvinoje uz dodatak suncokretovog ulja te ustanovili da je gubitak na masi tijekom
njihovog skladiStenja vec¢i upravo kod borovnica s jestivim premazom u odnosu na one bez
premaza. S druge strane, Zhang i sur. (2018) na breskve su nanijeli jestivi premaz od kitozana
i izolata proteina soje pri ¢emu su dosli do rezultata koji ukazuju na manji gubitak na masi kod
breskava sa jestivim premazom tijekom skladistenja u odnosu na one bez premaza. Rezultati
dobiveni u ovom radu, obzirom da se ne slazu u potpunosti s rezultatima navedenih autora,
mogu biti posljedica krivo upotrijebljene koncentracije kitozana koja nije adekvatna da sluzi
kao jestivi premaz za banane. Takoder, neslaganja u rezultatima mogu biti posljedica dodavanja
proteina konoplje u jestivi premaz od kitozana pri ¢emu proteini svojim hidrofilnim ograncima
aminokiselina doprinose vecoj propusnosti jestivog premaza za vlagu $to u svom istrazivanju
donose Huang i Wang (2023). Nadalje, prilikom prskanja banana otopinom od kitozana i

proteina konoplje mozda nisu bila ravnomjerno poprskana sva mjesta na bananama zbog
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njihovog zakrivljenog izgleda pa bi mozda umjesto prskanja vise odgovaralo uranjanje banana

u otopinu kitozana i lis¢a konoplje.
Tablica 2. Rezultati koji se odnose na gubitak na masi prikazani kao X + SD (n = 4) za
obje paralele iz grupe banana sa i bez jestivog premaza od kitozana i proteina konoplje

Gubitak na masi koji se odnosi na  Gubitak na masi koji se odnosi na banane

Vrijeme banane iz kontrolne grupe / % S jestivim premazom / %
/ dani Paralela 1 Paralela 2 Paralela 1 Paralela 2
1 1,334 £ 0,185 1,366 + 0,084 2,152 +0,159 2,089 + 0,268
3 3,050 £ 0,430 3,057+ 0,164 3,644 £ 0,324 3,799 £ 0,330
6 5,422 40,754 5,588 0,297 5,933 + 0,575 6,222 + 0,479
8 7,366 % 0,864 7,311 + 0,456 7,397 + 0,805 7,851 + 0,613
10 8,619+ 1,018 8,935 + 0,604 9,161 £0,411 9,412 + 0,833
13 10,764 + 1,459 11,711 £ 1,849 10,841 + 0,069 11,687 £ 0,569
15 13,682 + 0,388 13,554 +£ 0,358 12,500 + 0,243 13,548 £ 0,256
4.3. VLAGA

Vlaga kod banana usko je povezana s gubitkom na njihovoj masi, a dobiveni rezultati prikazani
su u tablici 3. Obzirom da je prethodno navedeno kako je gubitak na masi tijekom skladistenja
sve do trinaestog dana veci kod banana s jestivim premazom u odnosu na onaj kod banana iz
kontrolne grupe, za ocekivati je da ¢e veci postotak vlage tijekom skladiStenja imati upravo
banane iz kontrolne grupe sto je slucaj prvog, osmog, desetog, trinaestog i petnaestog dana
skladistenja. Pocetni postotak vlage (0. dan) veci je kod banana s jestivim premazom u odnosu
na banane iz kontrolne grupe. Kao razlog tome moze se pripisati prskanje banana teku¢im
jestivim premazom koji je doprinio dodatnoj koli¢ini vlage banana. Daljnjim skladiStenjem
banana ipak se uo€ava veci postotak vlage kod banana iz kontrolne grupe. Kao $to je vec
spomenuto u potpoglavlju 4.2., kitozan vodi do zadrzavanja vlage u bananama obzirom da
djeluje kao svojevrsna barijera za vlagu te time utjece pozitivno na kvalitetu banana. Medutim,
uz dodatak proteina moguce je da dode do formiranja slabijih barijernih svojstava jestivog
premaza prema vlazi obzirom da proteini mogu svojim hidrofilnim ograncima aminokiselina

doprinijeti povecanoj hidrofilnosti jestivog premaza $to ga €ini viSe propusnim za vodu.
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Tablica 3. Promjena udjela vlage u bananama tijekom njihovog skladistenja prikazana

kao X +SD (n=23)

Vrijeme / dani
Vlaga/ % 0 1 3 6 8 10 13 15

44,62 | 55,57 | 50,32 | 55,35 | 54,80 | 58,15 | 58,13 | 62,16

Banane iz Paralelal |+261 |+214|+537|+151|+0,33|+£1,77 | £1,41|+290
kontrolne

grupe 45,40 | 56,97 | 53,56 | 48,68 | 54,43 | 57,68 | 57,64 | 60,84

Paralela2 |+£261 | +2,14 | +£537 |+£1,51 | £033 | £1,77 | £1,41 | £2,90

59,17 | 52,92 | 58,82 | 55,20 | 54,39 | 56,02 | 56,21 | 58,74

Banane s Paralelal |+0,27 | +£0,73 [ +0,29 | £+0,82 | £0,68 | £3,04 | £3,17 | £0,26

jestivim

remazom

P 59,39 | 52,52 | 59,53 | 59,94 | 53,87 | 57,55 | 57,54 | 56,77

Paralela2 |+0,27 |+0,73 | +£0,30 | £+0,82 | £0,68 | £3,04 | £3,17 | £0,26

4.4. BOJA BANANA

Tijekom skladi$tenja banana iz kontrolne grupe te banana s jestivim premazom pratila
se i njihova boja obzirom da boja takoder uvelike utjeCe na prihvacanje banana od strane
potrosaca. Slike 15, 16 i 17 prikazuju rezultate dobivene na temelju vrijednosti izmjerenih
pomocu kolorimetra te je jasno prikazano da su L*, a* i b* vrijednosti kod banana s jestivim
premazom od kitozana i proteina konoplje vece u odnosu na te vrijednosti kod banana iz
kontrolne grupe. Takoder, a* i b* vrijednosti tijekom skladi$tenja banana iz obje grupe rastu
Sto je isto vidljivo na slikama 16 i 17, dok L* vrijednost prvih dana skladistenja raste, a zatim
pada (slika 15). Rast ovih vrijednosti tijekom skladiStenja banana iz obje grupe je ocekivani
obzirom da tijekom skladistenja dolazi do promjene boje banana iz zelene u sve izrazeniju Zutu
boju sto je posljedica degradacije klorofila (slike 11 i 12). Negativna a* vrijednost kod banana
iz kontrolne grupe izmjerena nulti dan skladiStenja ukazuje na veci intenzitet zelene boje u
odnosu na crvenu, dok pozitivna a* vrijednost kod banana s jestivim premazom ukazuje upravo

na dodatak tog premaza koji je blago smede boje. Rastuca a* vrijednost tijekom skladistenja
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pokazuje da se povecava intenzitet crvene boje u odnosu na zelenu, a to je slu¢aj kod obje grupe
banana. Rastuc¢a b* vrijednost, tijekom skladiStenja, pokazuje da se povecava intenzitet Zute
boje banana u odnosu na plavu, a te vrijednosti su vece kod banana s jestivim premazom iz
istog razloga kao Sto su vece 1 a* vrijednosti. L* vrijednost kod banana iz kontrolne grupe raste
do Sestog dana skladiStenja, a zatim pada. S druge strane, kod banana s jestivim premazom L*
vrijednost raste sve do desetog dana skladistenja te potom pada. Pad L* vrijednosti odnosi se
na pojavu smedih mrlja na bananama koje se pojavljuju tijekom zrenja banana. Navedeni
rezultati slazu se s rezultatima do kojih su dosli Al — Dairi i sur. (2023) prilikom istrazivanja
utjecaja razliCitih uvjeta skladistenja i mehanickih oste¢enja na promjene do kojih dolazi

tijekom zrenja banana.

Takoder, na slici 18 dan je graficki prikaz ukupne razlike u boji do koje dolazi tijekom
skladiStenja obje grupe banana. Vidljivo je da ta razlika tijekom skladiStenja banana iz
kontrolne grupe i banana s jestivim premazom raste §to je i o¢ekivano obzirom da dolazi do

jacanja intenziteta Zute boje i slabljenja intenziteta zelene boje.

44
43
12
41
40

L* vrijednost

39
38
37

36
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Vrijeme / dani

—&—L* (kontrola) L* (jestivi premaz)

Slika 15. Graficki prikaz L* vrijednosti kod banana iz kontrolne grupe (plavo) i

banana s jestivim premazom (naranc¢asto)
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Slika 16. Graficki prikaz a* vrijednosti kod banana iz kontrolne grupe (plavo) i

banana s jestivim premazom (narancasto)
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz b* vrijednosti kod banana iz kontrolne grupe (plavo) i

banana s jestivim premazom (narancasto)

33



14

12

10

AE

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Vrijeme / dani

—&8— AE (kontrola) AE (jestivi premaz)

Slika 18. Graficki prikaz kolorimetrijske razlike tijekom skladiStenja banana iz

kontrolne grupe i banana s jestivim premazom

4.5. INVERTNI SECERI

Udio invertnih Secera prisutan u bananama vazan je faktor koji se odnosi na njihovu
zrelost i okus. Udio invertnih $eéera prisutan u bananama iz kontrolne grupe i bananama s
jestivim premazom dobiven je koriStenjem refraktometra te primjenom NIR
spektrofotometriije. Rezultati dobiveni upotrebom refraktometra nalaze se u potpoglavlju
4.4.1., a rezultati dobiveni primjenom NIR spektrofotometrije nalaze se u potpoglavlju 4.4.2.

4.5.1. Rezultati mjerenja dobiveni upotrebom refraktometra

Vrijednosti invertnih Se¢era izmjerene refraktometrom tijekom eksperimentalnog dijela
ovog rada prikazane su graficki na slici 19. Vidljivo je da je udio invertnih Secera kod kontrolne
grupe banana nizi u odnosu na udio invertnih $eéera kod banana s jestivim premazom tijekom
cjelokupnog skladiStenja, a zajednicko za obje grupe banana je da se taj udio tijekom
skladiStenja povecava. Potrebno je jo$ uociti da je kod kontrolne grupe banana taj porast
zbog konverzije Skroba u Secere na koju utjecu prisutnost CO2 i Oz. Nizi udio O2 i visi udio CO>
utjece na inhibiciju aktivnosti enzima ukljucenih u hidrolizu $kroba. Lustriane i sur. (2018)
vodeni tom pretpostavkom dosli su do rezultata koji govore da kod banana tretiranih s 1,15 %
i 1,25 % kitozana dolazi do smanjenja $kroba za oko 5 %, a kod netretiranih banana to smanjenje

iznosi oko 65 % tre¢eg dana skladiStenja. Usporedno s tim, udio Se¢era u bananama se
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povecava. Navedeni autori zakljucili su da jestivi premaz od kitozana zbog svojih barijernih
svojstava prema plinovima inhibira konverziju $kroba u Secere. Rezultati istrazivanja ovih
autora, kao i drugih autora (Hu i sur., 2022; Gol i Ramana Rao, 2011) podudaraju se s
rezultatima dobivenim tijekom provedbe eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada.
Naime, ono u ¢emu je doslo do podudaranja izmedu rezultata ovog rada i rezultata svih
navedenih autora jest brzi porast invertnih Seéera kod kontrolne grupe u odnosu na grupu
banana s jestivim premazom. Kod banana iz kontrolne grupe nulti dan je izmjereni udio
invertnih Secera iznosio 1,200 + 0,210 °Brix, a petnaesti dan 1,783 + 0,075 °Brix. Prema tome,
razlika u udjelu invertnih Secera izmedu nultog 1 petnaestog dana skladisStenja iznosi 0,583
°Brix. Nasuprot tome, kod banana s jestivim premazom od kitozana i proteina konoplje taj
porast je nizi — 1,300 °Brix, pri ¢emu nulti dan udio invertnih Secera iznosi 1,500 = 0,141, a
petnaesti dan 1,800 = 0,063. Time se ukazuje na to da jestivi film od kitozana zajedno s
proteinima konoplje djeluje kao svojevrsna barijera za plinove $to vodi sporijoj konverziji

skroba u Secere tijekom skladiStenja tretiranih banana.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Udio invertnih $ecera / °Brix

—®—invertni $eceri (kontrola) invertni Seceri (jestivi premaz)

Slika 19. Graficki prikaz udjela invertnih Secera (°Brix) u bananama iz kontrolne

grupe (plavo) i bananama s jestivim premazom (narancasto) tijekom skladiStenja

4.5.2. Rezultati mjerenja dobiveni primjenom NIR spektrofotometrije
Na temelju podataka dobivenih iz spektara banana snimljenih na cijelom blisko-
infracrvenom spektru (904 — 1699 nm) napravljena je analiza glavnih komponenata kako bi se

vidjelo moze 1i se pomocu ove metode dobiti znacajno razdvajanje ovisno o udjelu invertnih
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Secera prisutnih u bananama tijekom njihovog skladistenja. Slike 20 i 21 prikazuju graficki 3D
prikaz PCA analize prva tri faktora koji predstavljaju 99 % varijabilnosti u podacima. 3D prikaz
je koristen zbog toga jer kod 2D prikaza (najc¢esce prva dva faktora) moze do¢i do preklapanja

uzoraka pa na prvi pogled moze izgledati da nije doslo do razdvajanja uzoraka.
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Slika 20. 3D prikaz prva tri faktora analize glavnih komponenata za paralelu 1 (a) i paralelu 2
(b) iz kontrolne grupe banana (zelenom bojom su prikazani podaci za nulti dan, a crvenom za

treci, deseti i petnaesti dan)
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Slika 21. 3D prikaz prva tri faktora analize glavnih komponenata za paralelu 1 (a) i paralelu
2 (b) grupe banana s jestivim premazom (zelenom bojom prikazani su podaci za nulti dan, a

crvenom za treci, deseti 1 petnaesti dan)

Obzirom da je jedan od ciljeva PCA metode postici dobro grupiranje i razdvajanje kako
bi se lakse prepoznale i interpretirale sli¢nosti, 0odnosno razlike medu uzorcima, iz slika 20 i 21
mozemo vidjeti da je t0 u nasem sluc¢aju uglavnom postignuto. Promatraju¢i 3D graficke
prikaze koji se odnose na banane iz kontrolne grupe (slika 20), mozemo vidjeti grupiranje i
razdvajanje uzoraka banana kod obje paralele pri ¢emu je najizrazenije razdvajanje postignuto
petnaesti dan skladistenja gdje se vidi jasno odvajanje uzoraka banana snimljenih nulti dan u

odnosu na petnaesti dan. S druge strane, promatrajuci 3D graficke prikaze koji se odnose na
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grupu banana s jestivim premazom od kitozana i proteina konoplje, moze se uociti slabije
grupiranje i razdvajanje uzoraka tijekom skladistenja. Zbog jasnog grupiranja i razdvajanja
uzoraka banana iz kontrolne grupe, mozemo reci da postoji razlika u udjelu invertnih Secera
tijekom njihovog skladistenja pri ¢emu je ona najizraZenija izmedu banana snimljenih nulti dan
i banana snimljenih petnaesti dan. Ovaj podatak potvrduje istrazivanja drugih autora kao $to su
Hu i sur. (2022), Lustriane i sur. (2018) te Gol i Ramana Rao (2011) koji navode da tijekom
skladistenja banana dolazi do povecanja udjela invertnih Secera zbog hidrolize Skroba. Suprotno
tome, kod obje paralele iz grupe banana s jestivim premazom od kitozana i proteina konoplje
vidljivo je da nema jasno izraZzenog grupiranja podataka, pogotovo kod druge paralele, Sto
upucuje na manje razlike u udjelu invertnih Sec¢era kod ovih banana tijekom skladistenja. Ovi
rezultati ukazuju na to da primjenom kitozana s proteinima konoplje, kao jestivog premaza na
bananama, dolazi do inhibicije enzima odgovornih za hidrolizu $kroba ¢ime se udio invertnih
Secera ne mijenja znacajno tijekom skladistenja. Razlog tome je sposobnost kitozana koji, uz
proteine konoplje, djeluje kao barijera za plinove pri ¢emu se unutar pakovine uspostavlja veci

udio CO2z 1 manji udio Oz $to vodi usporavanju zrenja.

Koristenjem modela umjetnih neuronskih mreza zeljelo se postici precizno predvidanje
dviju izlaznih varijabli u odnosu na direktno izmjerene podatke. Prvih deset faktora dobivenih
PCA metodom koriSteno je kao ulazne varijable, a oni su se pokazali odgovornima za 99,9 %
varijabilnosti u podacima. Ulazne varijable koristene su za predvidanje vrijednosti dviju
izlaznih varijabli — udjela invertnih Secera i vlage. U tablicama 4 i 5 prikazane su ¢etiri najbolje
umjetne neuronske mreze koje su odabrane zbog toga jer imaju najvece koeficijente
determinacije za ucenje, testiranje i validaciju uz najmanje pogreske za ispitivane uzorke.
Crvenom bojom u tablicama 4 i 5 oznacen je model umjetnih neuronskih mreza odabran na
temelju najviSih dobivenih vrijednosti koeficijenta determinacije za preciznost ucenja,
testiranja 1 validacije te najnizih vrijednosti pogresaka, odnosno odabrani model se najvise slaze

s eksperimentalnim podacima. Odabrana umjetna neuronska mreza za banane iz kontrolne
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grupe sastoji se od 10 ulaza, 11 neurona u skrivenom sloju te 2 izlaza, a ona za banane s jestivim premazom od 10 ulaza, 13 neurona u skrivenom

sloju te 2 izlaza.

Tablica 4. Karakteristike odabranih umjetnih neuronskih mreza razvijenih za predvidanje udjela invertnih Secera i vlage kod uzoraka banana

iz kontrolne grupe

Karakteristike | Preciznost | Pogreska | Preciznost | Pogreska | Preciznost | Pogreska Skrivena Izlazna aktivacijska
mreze ucenja ucenja | testiranja | testiranja | validacije | validacije aktivacijska funkcija
funkcija

10-12-2 0,8926 0,0146 0,8639 0,0264 0,8012 0,0374 Tanh Funkcija identiteta
10-9-2 0,8834 0,0160 0,8656 0,0257 0,7770 0,0413 Tanh Eksponencijalna
10-10-2 0,9073 0,0127 0,8984 0,0179 0,8073 0,0388 Logisticka Funkcija identiteta

Tablica 5. Karakteristike odabranih umjetnih neuronskih mreza razvijenih za predvidanje udjela invertnih Secera i vlage kod uzoraka banana

S jestivim premazom

Karakteristike | Preciznost | Pogreska | Preciznost | Pogreska | Preciznost | Pogreska Skrivena | lzlazna aktivacijska
mreze ucenja ucenja testiranja | testiranja | validacije | validacije | aktivacijska funkcija
funkcija
10-11-2 0,8983 0,0158 0,8528 0,0297 0,8474 0,0330 Logisticka | Funkcija identiteta
10-13-2 0,8898 0,0164 0,8652 0,0273 0,8574 0,0308 Logisticka Logisticka

10-8-2 0,8980 0,0160 0,8568 0,0160 0,8407 0,0360

Tanh

Tanh

Iz tablice 4 je vidljivo da su vrijednosti koeficijenta determinacije za ucenje, test i validaciju iznad 0,83 §to odabranu umjetnu neuronsku

mrezu ¢ini dovoljno preciznom u predvidanju udjela invertnih Secera i vlage kod uzoraka banana iz kontrolne grupe, dok je iz tablice 5 vidljivo
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da su te iste vrijednosti iznad 0,85 $to odabranu mrezu ¢ini jo§ preciznijom. Takoder, drugi
bitan faktor je da su pogreske uéenja, testa i validacije vrlo male. Na temelju odabranih umjetnih
neuronskih mreza za banane iz kontrolne grupe i banane s jestivim premazom, u tablicama 6 i

7 mozemo vidjeti rezultate predvidanja pojedinacno za dvije izlazne varijable.

Tablica 5. Rezultati predvidanja dviju izlaznih varijabli na temelju odabranog modela

umjetne neuronske mreze iz tablice 4

Varijabla Preciznost Preciznost Preciznost
uenja testiranja validacije
Invertni 0,9299 0,9320 0,9379
Seleri
Vlaga 0,8794 0,8366 0,7360

Tablica 7. Rezultati predvidanja dviju izlaznih varijabli na temelju odabranog modela

umjetne neuronske mreze iz tablice 5

Varijabla Preciznost Preciznost Preciznost
uenja testiranja validacije
Invertni 0,9106 0,9161 0,8925
Seceri
Vlaga 0,9099 0,8027 0,8259

Iz dobivenih koeficijenata determinacije za obje predvidene varijable zasebno, mozemo
potvrditi uspjeSnost odabrane umjetne neuronske mreze kod obje grupe banana. Umjetna
neuronska mreza koja se odnosi na banane iz kontrolne grupe pokazala se uspjeSnijom za
predvidanje invertnih Se¢era s koeficijentom determinacije za ucenje 0,9299, za test 0,9320 i za
validaciju 0,9379 te manje uspje$nom za predvidanje vlage gdje su dobiveni nizi koeficijenti
determinacije. Umjetna neuronska mreza koja se odnosi na banane s jestivim premazom takoder
se pokazala uspjeSnijom za predvidanje invertnih SeCera s koeficijentom determinacije za
ucenje 0,9106, za test 0,9161 i za validaciju 0,8925, no pokazala se uspjesnijom za predvidanje
vlage u odnosu na onu koja se odnosi na banane iz kontrolne grupe. Dobiveni podaci ukazuju

na generalno dobro predvidanje invertnih Secera i vlage u bananama bez i s jestivim premazom.
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. ZAKLJUCCI

Banane s jestivim premazom od kitozana i proteina konoplje tijekom skladistenja od
petnaest dana pri 25 °C i RH od 80 % imaju o¢uvaniji izgled kore u odnosu na banane bez
jestivog premaza od kitozana i proteina konoplje.

Vec¢i omjer pulpe i kore prije se postize kod banana bez jestivog premaza od kitozana i
proteina konoplje nego li kod banana s jestivim premazom od kitozana i proteina konoplje.
Veci gubitak na masi zabiljezen je kod banana s jestivim premazom od kitozana i proteina
konoplje sve do trinaestog dana skladisStenja, a povecani udio vlage zabiljezen je kod banana
iz kontrolne grupe.

L*, a* 1 b* vrijednosti koje se odnose na boju veée su kod banana s jestivim premazom od
kitozana i proteina konoplje u odnosu na one bez jestivog premaza od kitozana i proteina
konoplje, a tijekom skladiStenja rastu. Kolorimetrijska razlika se tijekom skladiStenja
povecava kod obje grupe banana, a vecéa je kod banana s jestivim premazom.

L* vrijednost raste, kako kod banana s jestivim premazom od kitozana i proteina konoplje
tako i kod banana bez jestivog premaza, a pada prije kod banana bez jestivog premaza.
Banane s jestivim premazom od kitozana i proteina konoplje imaju prisutan veci udio
invertnih Secera izmjeren refraktometrom u odnosu na banane bez jestivog premaza, a
porast udjela invertnih Secera tijekom skladiStenja ve¢i je kod banana bez jestivog premaza.
Na temelju podataka dobivenih iz spektara banana snimljenih na cijelom blisko-
infracrvenom spektru (904 — 1699 nm) napravljena je analiza glavnih komponenata koja
pokazuje jasno grupiranje i razdvajanje uzoraka banana bez jestivog premaza od kitozana i
proteina konoplje nulti 1 tre¢i dan, nulti 1 deseti dan te nulti 1 petnaesti dan ovisno o udjelu
invertnih Secera.

Koristenjem modela umjetnih neuronskih mreza Zeljelo se posti¢i precizno predvidanje
dviju izlaznih varijabli u odnosu na direktno izmjerene podatke, pri ¢emu su dvije izlazne
varijable udio invertnih Secera 1 vlaga. Umjetna neuronska mreza koja se odnosi na banane
1z kontrolne grupe pokazala se uspjesnijom za predvidanje invertnih Secera s koeficijentom
determinacije za ucenje 0,929943, za test 0,932019 i za validaciju 0,937862 te manje
uspjeSnom za predvidanje vlage gdje su dobiveni nizi koeficijenti determinacije. Umjetna
neuronska mreza koja se odnosi na banane s jestivim premazom takoder se pokazala
uspjeSnijom za predvidanje invertnih Secera s koeficijentom determinacije za ucenje
0,910560, za test 0,916143 i za validaciju 0,892515, no pokazala se i boljom za predvidanje

vlage u odnosu na onu koja se odnosi na banane iz kontrolne grupe.
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