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1. UVOD 

Na području Europske unije godišnje se proizvede 89 milijuna tona biomase, odnosno agro-

industrijskog otpada, a sljedeće godine očekuje se porast od 40 %. Potencijal agro-industrijskog 

otpada tek se djelomično iskorištava za proizvodnju bioplina, kompost, stočnu hranu ili gnojivo, 

no, u posljednje vrijeme sve je veći broj znanstvenih istraživanja na temu njegovog bioaktivnog 

sastava i mogućnosti iskorištavanja u razvoju novih prehrambenih proizvoda (Caballero i Soto, 

2019). 

Po količini proizvodnje, banana je, u kategoriji voća, 2017. godine zauzela drugo mjesto, 

odmah poslije lubenice (STATISTA, 2019). Niska cijena u kombinaciji s velikom hranjivom 

vrijednošću pridonosi značajnoj globalnoj konzumaciji banane, nakon koje se generira velika 

količina neadekvatno zbrinutih kora (Puraikalan, 2018) bogatih dušikom, fosforom i 

ugljikohidratima stvarajući neravnotežu u tlu i vodenom okolišu (Cardoso i sur., 2017; Pereira i 

Maraschin, 2015). Uzimajući u obzir dostupne podatke o sastavu, kao i cijenu i dostupnost kore 

banane, prepoznaje se visoki potencijal njenog iskorištenja i ponovnog vraćanja u prehrambeni 

proizvodni lanac. 

Cilj ovog istraživanja je analiza osnovnog i bioaktivnog sastava šest odabranih sekundarnih 

biljnih sirovina: kore banane, kore cikle, ljuske crvenog luka, mahune graška, ljuske oraha i 

ljuske kakaovog zrna, s posebnim težištem na koru banane, kao posebno atraktivnu, a 

nedovoljno istraženu sirovinu, čiji će bioaktivni ekstrakt biti primijenjen u razvoju jestivih 

filmova. Izrada funkcionalnih jestivih filmova u skladu je s porastom svijesti potrošača, kao i 

potrebom prehrambene industrije za uštedom, recikliranjem i zaštitom okoliša te potražnjom za 

jestivom i biorazgradivom ambalažom. U formuliranju jestivih funkcionalnih filmova obogaćenih 

vodenim ekstraktom kore banane, primijenit će se tehnika lijevanja u jednom ili dva sloja, uz 

pektin i/ili alginat kao nosače. Pripremljenim filmovima također će se odrediti fizikalna svojstva i 

bioaktivni sastav. 
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1. Agro-industrijski otpad 

Ljuske, sjemenke, stabljike, kore i drugi organski otpad iz agro-industrije danas 

predstavlja jedno od glavnih izvora onečišćenja okoliša jer se ne obrađuje, nedovoljno iskorištva 

i neplanski odlaže (Sadh i sur., 2018; Mohd, 2017). Stoga su neke države donijele zakonske 

propise koji sadrže glavne definicije i načela o gospodarenju otpadom, naglašavajući da se 

njegovo uklanjanje mora obavljati bez stvaranja negativnih učinaka za vodu, zrak, tlo, floru i 

faunu, te reguliraju uporabu organskog otpada kao gnojiva u poljoprivredi (Mohd, 2017). 

U sastavu agro-industrijskog otpada najvećim dijelom dominiraju polisaharidi, proteini, 

ugljikohidrati, polifenoli te druge hranjive i bioaktivne tvari. Stoga, rješenje ovog ekološkog 

problema znanstvenici pronalaze u tehnološkom pročišćavanju takvog materijala i njegovom 

recikliranju (Mohd, 2017) te iskorištavanju u različitim poljima industrije (Slika 1), posebice 

prehrambene budući da je porasla svijest potrošača u pogledu izravne veze između hrane i 

zdravlja. U tom slučaju posebno su zanimljivi dijelovi voća i povrća bogati antioksidansima koji 

se uklanjaju iz proizvodnog procesa, a potencijalno se mogu iskoristit kao funkcionalni sastojci 

koji će pridonijeti kvaliteti proizvoda i ljudskom zdravlju (Socaci i sur., 2017).  

 

Slika 1. Prikaz mogućih produkata dobivenih preradom biljnog prehrambenog otpada 

(Ravindran i Jaiswal, 2015) 

Biljni 
prehrambeni 

otpad

Ekstrakcija/procesiranje

lipidi, hemiceluloza, bioaktivni 
spojevi/nutraceutici, pektin, škrob,     

fitokemikalije, polifenoli, nanočestice, 
bio-dizel, aktivni ugljen

Anaerobna digestija toplina, energija, bio-gnojivo

Spaljivanje pepeo hidrogel

Predobrada 
i hidroliza

šećer fermentacija
bioetanol/butanol, enzimi, 

biovodik, bioplastika 
(PHA/PHB)
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2.1.1. Kora banane  

Proizvodnja banane (Musaceae) 2017. iznosila je 114 milijuna tona (STATISTA, 2019), a 

najveći proizvođači su Indija, Kina, Filipini, Ekvador i Brazil (FAO, 2019). Za razliku od ostalog 

voća, banana se bere tijekom cijele godine (BananaLink, 2019). Iako postoji više od 1000 

varijeteta banane, na europskom su tržištu većinom prisutne vrsteCavendish (FAO, 2019). Pulpa 

banane koristi se za proizvodnju raznih proizvoda (pire, sok, džem i dr.) (Singh i sur., 2018). 

Zaostala kora, koja čini oko 30 % mase ploda (González-Montelongo i sur., 2010), koristi se za 

ishranu stoke ili gnojivo, a praksa je i odlaganje u rijeke (Pereira i Maraschin, 2015) 

Najveći udjel kore banane čine biopolimeri, kao što su lignin, pektin, celuloza i 

hemiceluloza. Proteini čine 6 – 9 % suhe tvari, a 3,8 – 11 % čine masti. Kora je dobar izvor i 

esencijalnih aminokiselina (Mohapatra i sur., 2010). Od mineralnih tvari, najviše sadrži kalij 

(337 mg/100 g), potom kalcij i magnezij (Happi Emaga i sur., 2007). Ukupni udjel polifenolnih 

spojeva u kori banane je 1,5 – 3 puta veći od udjela u pulpi (Sulaiman i sur., 2011). Među njima 

su najzastupljeniji flavan-3-oli u obliku polimera i monomera (galokatehin, epikatehin, katehin) 

(Rebello i sur., 2014). Od hidroksicimetnih kiselina najzastupljenije su triferuloil-diheksoza, 

ferulinska i sinapinska kiselina, a od flavonola rutin, kempferol i izoramnetin (Passo Tsamo i 

sur., 2015a). Veliku antioksidacijsku aktivnost pokazuju i prisutni katekolamini dopamin i L-dopa 

(González-Montelongo i sur., 2010; Kanazawa i Sakakibara, 2000). Među navedenim spojevima 

ističe se udjel galokatehina (158 mg/g s. tv.) i dopamina (80 – 560 mg/100 g) koji je nekoliko 

puta veći u kori nego u pulpi (Rebello i sur., 2014; Kanazawa i Sakakibara, 2000). Osim 

polifenolnih spojeva, snažni antioksidansi kore banane su i askorbinska kiselina, cijanidini i 

karoteni (Anal i sur., 2012). 

Ekstrakt kore banane može služiti za poboljšanje kvalitete i produljenje roka trajanja hrane 

(ribljeg ulja, mesa peradi, soka naranče) (Anal i sur., 2012; Devatkal i sur., 2011; Ortiz i sur., 

2017), čime bi se zamijenili sintetski konzervansi (Devatkal i sur., 2011; Kurhade i sur, 2015). 

Kora banane može se umjesto pulpe koristiti za ekstrakciju spojeva arome banane koji se 

uveliko koriste u prehrambenoj industriji (Ji i Srzednicki, 2015). Do sada je korištena u 

proizvodnji nekoliko prehrambenih proizvoda, kao što su pogača, žele bomboni, sladoled 

(Kurhade i sur., 2015; Lee i sur., 2010; Yangilar, 2015). Potencijalna primjena kore banane je u 

proizvodnji proizvoda koji uobičajeno sadrže gluten. Međutim, potrebno je provesti daljnja 

istraživanja s ciljem optimiranja parametara proizvodnje takvih proizvoda (Amini Khoozani i sur, 

2019). 
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2.1.2. Ljuska kakaovog zrna  

Proizvodnja kakaovog zrna, ploda kakaovca (Theobroma cacao L.), 2017./2018. iznosila 

je 4,8 milijuna tona (ICCO 2019), a najveći svjetski prozvođači su Obala Bjelokosti, Gana i 

Indonezija (FAO, 2019). Kakaovo zrno sastoji se od klice, kotiledona i ljuske (Okiyama i sur., 

2017), a koristi se za proizvodnju čokolade i drugih proizvoda od kakaa (Martínez i sur., 2012). 

S udjelom 12 – 20 % mase zrna, ljuska godišnje generira 700 000 tona agro-industrijskog 

otpada (Okiyama i sur., 2017). Ljuska kakaovog zrna uglavnom se koristi kao stočna hrana, 

gnojivo ili gorivo u industriji (Jokić i sur., 2018). 

Ljuska kakaovog zrna u značajnom udjelu sadrži proteine (~16 g/100 g s. tv.), 

prehrambena vlakna (51,88 – 56,70 g/100 g s. tv.), od kojih su 35,64 – 42,17 g/100 g s. tv. 

netopiva (Martínez i sur., 2012), i mineralnih tvari (K, P, Ca i Mg) (Campos-Vega i sur., 2018). 

Tijekom procesiranja kakaovog zrna, u ljusku prelaze metilksantini od kojih je najviše zastupljen 

teobromin (1,63 – 4,77 %), a teofilin i kafein su u tragovima (Jokić i sur., 2018). Masti ljuske 

kakaovog zrna su po fizikalnim i kemijskim karakteristikama slične onima kakaovog maslaca pa 

bi se ljuska potencijalno mogla iskorisiti za njihovu ekstrakciju. Prevladavaju palmitinska i 

oleinska masna kiselina, kaprinska i stearinska su u udjelu manjem od 20 %, dok je linolne 

masne kiseline u ljusci dvostruko više nego u kakaovom maslacu (Jokić i sur., 2018; Campos-

Vega i sur., 2018; Okiyama i sur., 2017). Ljuska kakaovog zrna bogata je polifenolima (24,93 –

32,30 mg GAE/g s. tv.) koji migriraju iz kotiledona, a među njima se ističu flavonoli katehin i 

epikatehin te procijanidini u obliku monomera i polimera (Jokić i sur., 2018; Okiyama i sur., 

2017). 

Zahvaljujući sve boljem poznavanju sastava, ljuska kakaovog zrna se sve više 

implementira u funkcionalne prehrambene proizvode. U posljednje vrijeme primjenjuje se i u 

pakiranju hrane (Tran i sur., 2017). Martínez-Cervera i suradnici (2011) ispitali su mogućnost 

primjene ljuske kakaovog zrna u proizvodnji čokoladnih mafina, dok su Öztϋrk i Ova (2018) 

ljusku iskoristili kao zamjenu za biljno ulje u proizvodnji torte. Manzano i suradnici (2017) 

dokazali su povećanu stabilnost ulja za prženje dodatkom ekstrakta ljuske kakaovog zrna. 

Jozinović i suradnici (2018) obogatili su ekstrudirani snack proizvod ljuskom kakaovog zrna. 

2.1.3. Mahuna graška 

Grašak (Pisum sativum L.) je sezonsko povrće koje se uzgaja širom svijeta. U Indiji, kao 
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jednom od vodećih svjetskih proizvođača, godišnje zaostane preko milijun tona mahune graška 

koja se smatra otpadom. Sama mahuna čini oko 30 % mase svježeg ploda (Vinay, 2018), a 

koristi se uglavnom kao stočna hrana (Babbar i sur., 2014). 

Mahunu graška karakterizira visok udjel netopivih prehrambenih vlakana (54,4 g/100 g 

s. tv.) i proteina (10,8 g/100 g s. tv.) te nizak udjel masti (1,3 g/100 g s. tv.). Od ugljikohidrata 

male molekulske mase najzastupljenija je glukoza (11,9/100 g s. tv.), a od mineralnih tvari 

željezo (1,2/100 g s. tv.) (Mateos-Aparicio i sur., 2010). U istraživanju Babbara i suradnika 

(2014) mahuna graška pokazala je dobru antioksidacjisku aktivnost, a ukupni udjel polifenola 

bio je 13,6 mg GAE/g s. tv. Neka istraživanja pokazuju njenu hipoglikemijsku aktivnost te 

bifidogena svojstva (Gupta i Premavalli, 2011; Iwata i sur., 2009).  

Rastući je interes za ovom sirovinom kao izvorom proteina za stočnu hranu i 

intermedijarne proizvode (Ahmad i sur., 2010) te antioksidanasa u medicinske svrhe i za 

funkcionalne proizvode (Jalili i sur., 2016). Mahuna graška je jeftina i lako dostupna biomasa 

koja, prema nekim istraživanjima, može poslužiti kao supstrat za proizvodnju celulaze (Verma i 

sur., 2011), a prikladna je i za poizvodnju bioplina (Ulusoy i sur., 2009). Belghith-Fendri i 

suradnici (2016) ispitali su mogućnost zamjene pšeničnog brašna u kolaču brašnom mahune 

graška i graha u svrhu izbjegavanja sintetskih bojila i obogaćivanja proizvoda prehrambenim 

vlaknima te su zaključili da je takva zamjena moguća u udjelu do 15 %. 

2.1.4. Ljuska crvenog luka 

Luk (Allium cepa, L.) je kultura koja se, nakon rajčica, najviše uzgaja (Griffiiths i sur., 

2002) te je zabilježena proizvodnja od 97,8 milijuna tona u 2017. Najveći proizvođači su Kina, 

Indija i SAD (FAO, 2019). Otpad luka nije pogodan kao hrana za životinje zbog karakteristične 

arome, niti kao organsko gnojivo zbog brzog razvoja fitopatogenih bakterija pa je njegovo 

iskorištenje vrlo ograničeno (Benítez i sur., 2011). Porastom konzumacije luka u posljednjem 

desetljeću raste količina zaostalih ljuski koje se smatraju agro-industrijskim otpadom. U 

Europskoj uniji svake godine zaostane 500 000 tona ljuske luka, ponajprije u Španjolskoj, 

Nizozemskoj i Ujedinjenom Kraljevstvu (Gawlik-Dziki i sur., 2015). 

Luk je bogat izvor prehrambenih vlakana, fruktooligosaharida, flavonoida i sumpornih 

spojeva korisnih za ljudsko zdravlje (Benítez i sur., 2011). Udjel flavonoida ljuske luka (2 – 

10 g/kg) znatno je veći od udjela u njegovom jestivom dijelu (Akdeniz i sur., 2017). Glavni 

flavonoidi ljuske luka su flavonoli, koji su odgovorni za smeđu ili bijelu boju nekih varijeteta, i 
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antocijani, koji su odgovorni za crvenu ili ljubičastu boju (Benítez i sur., 2011). Antocijani čine 

10 % ukupnih flavonoida crvenog luka, među kojima su najviše zastupljeni derivati cijanidina. U 

ljusci luka najzastupljeniji flavonoli su derivati kvercetina (kvercetin diglukozid i kvercetin 

aciklon), izoramnetina, kempferola i miricetina (Albishi i sur., 2013). Pored navedenih 

polifenolnih spojeva, Elsebaie i Essa (2018) identificirali su vanilinsku, elaginsku i 

protokatehinsku kiselinu.  

Mourtzinos i suradnici (2018) ekstrahirane polifenole iz otpada luka uspješno su iskoristili 

za dobivanje crveno obojenog jogurta. 

2.1.5. Kora cikle 

Cikla (Beta vulgaris L.) se najviše uzgaja u Sjevernoj i Srednjoj Americi te Velikoj Britaniji. 

Uzgaja se u prehrambene i medicinske svrhe, a jestivi su i listovi i korijen (Kumar i Brooks, 

2017). Među povrćem je s najvećim antioksidacijskim kapacitetom, a potencijal za uklanjanje 

ABTS•+ radikala veći je i od češnjaka (Žitňanová i sur., 2006; Vinson i sur., 1998). Prema 

istraživanju Vulića i sur. (2013), cikla također ima i hepatoprotektivno djelovanje. Brojni 

pozitivni učinci omogućuju njeno korištenje u prehrambenoj industriji u sastavu antimikrobnih 

pakiranja hrane (Manohar i sur., 2016) te proizvodnji farmaceutskih i kozmetičkih proizvoda 

(Gandía-Herrero i sur., 2014).  

Kora sadrži 50 % udjela ukupnih polifenola cikle te više od 54 % betalaina (Vulić i sur., 

2013). Od dušičnih pigmenata cikle topivih u vodi, betalaina, najviše je crvenih betacijanina 

(betanina, izobetanina, betanidina i izobetanidina) (11,83 – 20,93 mg/g s. tv.), a manje žutih 

betaksantina (vulgaksantina I i II) (10,10 mg/g s. tv.) (Azeredo, 2009; Gasztonyi i sur., 2001; 

Slatnar i sur., 2015). Slatnar i suradnici (2015) identificirali su ukupno 22 betalaina u cikli. Cikla 

se smatra najvažnijim izvorom betanina (Jackman i Smith., 1996) te su EFSA i FDA odobrili 

njihovu primjenu kao prehrambeno bojilo (E-162) (Kumar i Brooks, 2017). U prehrambenoj 

industriji koriste se za poboljšanje boje umaka, juha, slatkiša, žitarica za doručak 

(Bandyopadhyay i sur., 2007; Singh i Hathan, 2014) i drugih proizvoda. Mnoge biljne vrste 

bogate betalainom imaju visok udjel ferulinske kiseline pa tako i cikla, odnosno njena kora 

(Jackman i Smith., 1996). Ostale polifenolne kiseline u značajnom udjelu zastupljene u kori su 

protokatehinska, vanilinska, p-kumarinska, p-hidroksibenzojeva i siringinska kiselina (Kujala i 

sur., 2000). Kujala i suradnici (2001) izolirali su ,,neobičan’’ polifenolni spoj, 5,5′,6,6′-

tetrahidroksi-3,3′-bindolil, koji je najviše zastupljen upravo u kori. Osim spomenutih vrijednih 
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aktivnih spojeva, cikla je bogat izvor i karotenoida, folata i saponina (Singh i Hathan, 2014). 

Istraživanja su otkrila potencijal bioaktivnih komponenti cikle u izradi biorazgradivih 

filmova. U istraživanju Martíneza i suradnika (2006) pokazalo se da imaju povoljan učinak na 

produljenje roka trajanja svinjskih kobasica smanjujući mogućnost oksidacije, gubitak boje i rast 

mikroorgaizama. Potvrđeno je da su želatinske kapsule na bazi filma u koje je inkorporiran prah 

rezanaca cikle učinkovite u zaštiti suncokretovog ulja od oksidacije (Iahnke i sur., 2015). 

Betanini cikle inkorporirani u bioelastomere na bazi škroba utječu na njihov visok 

antioksidacijski kapacitet (Tran i sur., 2017), a imobilizirani u polietilenski omotač omogućuju 

značajno smanjenje rasta bakterija S. aureus u govedini i skuti (Manohar i sur., 2016). 

2.1.6. Ljuska oraha 

Orah (Juglans regia L.) je najrasprostranjeniji orašasti plod u svijetu (Taha i Al-wadaan, 

2011). U Turskoj, koja je među najvećim svjetskim proizvođačima, jedan je od najvažnijih 

poljoprivrenih proizvoda. Cijela biljka može se iskoristiti za potrebe raznih grana industrije. 

Različite su namjene oraha u prehrambenj industriji, a neki od najpoznatijih proizvoda za koje 

se koristi orah su halva, lokum i baklava. Kako su u Turskoj ljuske voća i drugi poljoprivredni 

otpad potencijalno važan izvor energije (Ertürk i Akça, 2014; Kar, 2011), tako se ljuska oraha 

spaljuje u svrhu grijanja (Ayrimis i sur., 2013) zbog visoke energetske vrijednosti od 20,18 

MJ/kg (Sürmen i Demirbaş, 2003). 

Ljuska čini čak 67 % mase ploda (Ayrimis i sur., 2013), a najvećim je dijelom sačinjavaju 

celuloza (25,5 %), hemiceluloza (22,2 %) i lignin (52,3 %) (Demirbaş, 2005). Bogat je izvor 

fitokemikalija s antioksidacijskim i medicinskim svojstvima (Ganesapillai i sur., 2016) te ima 

najveći antioksidacijski kapacitet među svim orašastim plodovima (Jalili i sur., 2012). No, malo 

je istraživanja, poput onoga Hana i suradnika (2018), provedeno s ciljem pronalaska optimalnih 

uvjeta ekstrakcije koji će pridonjeti najvećem prinosu biokomponenti. Ganesapillai i suradnici 

(2016) u svom su istraživanju usporedili prinos uzoraka prethodno tretiranih ultrazvukom i 

mikrovalovima s konvencionalnom Soxhlet ekstrakcijom. Neka istraživanja, poput onoga Yanga i 

Qiua (2010), pokazuju da je ljuska oraha jeftina sirovina i dobar prekursor za proizvodnju 

aktivnog ugljena za pročišćavanje vode. Nažalost, primjena ovog agro-industrijskog otpada vrlo 

je ograničena, kao i znanstvena istraživanja vezana uz njegovu karakterizaciju i uporabu. 
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2.2. Polifenolni spojevi 

Sekundarni biljni metaboliti su organski spojevi, raznolike strukture i esencijalnih uloga u 

biljnom svijetu štiteći biljke od raznih čimbenika, privlačeći oprašivače, itd. Prema biosintetskom 

porijeklu, sekundarni biljni metaboliti dijele se u tri skupine: polifenolni spojevi, terpenoidi te 

alkaloidi i spojevi sa sumporom (Crozier i sur., 2006). 

Od svih fitokemikalija u biljkama najviše je polifenolnih spojeva. S obzirom na to da su biljke 

glavni dio ljudske prehrane (voće, povrće, žitarice, čaj, esencijalna ulja, pića), može se reći da 

su polifenolni spojevi najvažnije nenutritivne bioaktivne komponente (Zhang i Tsao, 2016). 

Polifenoli privlače sve veću pažnju jer su snažni antioksidansi izraženih protuupalnih, 

antimikrobnih, antialergijskih, antikancerogenih i brojnih drugih bioloških i farmakoloških 

učinaka (Federici i sur., 2009). Epidemiološka, klinička i nutricionistička istraživanja dokazuju da 

polifenolni spojevi smanjuju rizik i sprječavaju nastanak degenerativnih bolesti, uključujući 

kancerogene i kardiovaskularne bolesti te poremećaje metabolizma. No, stabilnost polifenolnih 

spojeva niska je u slučaju izloženosti ekstremnim pH vrijednostima, temperaturi, kisiku, svjetlu, 

metalnim ionima i enzimima (Gabbay Alves i sur., 2016). Stoga udjel polifenola koji se unese 

hranom često ne odgovara njihovoj bioraspoloživosti u organizmu (in vivo) jer se mala količina 

apsorbira u gastrointestinalnom traktu (Zhang i Tsao, 2016). 

Polifenoli su spojevi s barem jednim aromatskim prstenom na koji je vezana jedna ili više 

hidroksilnih skupina. Poznato je više od 8 000 takvih spojeva koji se dijele na brojnije 

flavonoide, i neflavonoide (Crozier i sur., 2006). Polifenoli imaju sposobnost keliranja metala, a 

njihova antioksidacijska aktivnost očituje se u sposobnosti uklanjanja reaktivnih kisikovih i 

dušikovih vrsta i inhibiciji enzima koji povećavaju oksidacijski stres odnosno indukciji 

„antioksidacijskih” enzima. Otkriveno je da barem osamnaest flavonoida ima veću 

antioksidacijsku učinkovitost od vitamina C i E (Berend i Gabrić, 2008). Polifenoli su prirodno 

većinom prisutni kao konjugati povezani s mono- i polisaharidima povezani s jednom ili više 

fenolnih skupina te se mogu pojavljivati kao funkcionalni derivati, esteri i metilesteri 

(Balasundram i sur., 2006). Zrelost, varijetet i procesiranje neki su od brojnih čimbenika koji 

utječu na koncentraciju polifenola u biljnom materijalu. Također njihova raspodjela u biljci je 

nejednolika (Crozier i sur., 2006), pri čemu se hidrofobni spojevi nalaze u staničnim stijenkama, 

a hidrofilni u vakuolama (Stalikas, 2010). U literaturi postoje brojni načini klasifikacije 

polifenolnih spojeva, a na Slici 2 prikazan je jedan od njih. 
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Slika 2. Podjela polifenolnih spojeva (Fuss, 2003; Chong i sur., 2009; Stalikas, 2010) 

Najveća koncentracija flavonoida prisutna je u epidermi lišća i kori. Flavoni, za razliku od 

flavonola, nisu široko rasprostranjeni. Može ih se naći u biljkama poput celera ili peršina, a neki 

su specifični za citruse (nobiletin, tangeretin). Najkompleksniji flavonoidi su flavan-3-oli koji se 

nalaze u obliku monomera (katehin ili izokatehin), oligomera ili polimera 

(proantocijanidini/kondezirani tanini), a poznati su po tome što obogaćuju zeleni i crni čaj. 

Najzastupljeniji biljni proantocijanidini su procijanidini, spojevi koji se sastoje isključivo od 

(epi)katehinskih jedinica, a nalaze se u visokoj koncetraciji u sirovinama od kojih se proizvode 

crno vino i čokolada. Vidljivi flavonoidi su antocijanidnini koji su odgovorni za crvenu, plavu ili 
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ljubičastu boju lišća, stabljike, cvijeta, sjemenki ili tkiva korijena. Flavonoidi prisutni u visokim 

koncentracijama u citrusima su flavanoni (hesperidin, neohesperidin, naringin) te su odgovorni 

za njihovu specifičnu aromu. Neohesperidin dihidrohalkon se, pak, upotrebljava kao zaslađivač u 

bezalkoholnim pivima. Flavonoidi koji imaju protektivni učinak od kancerogenih oboljenja 

prostate i dojke su izoflavoni (genistein, daidzein) prisutni u mahunarkama. 

Za trpkost čaja i crvenog vina odgovorni su neflavonoidi tanini koji povoljno djeluju na 

kolagen, a nalaze se i u vanjskim slojevima nezrelih plodova. Hidroksicimetne kiseline su 

primjerice odgovorne za ograničavajući dnevni unos kave i čaja. Grožđe, vino, soja i kikiriki 

glavni su prehrambeni izvori stilbena, među kojima je najpoznatiji resveratrol (Crozier i sur., 

2006). 

2.3. Jestivi filmovi 

Postupak prevlačenja hrane voskovima ili želatinom patentiran je još 1800. godine iz 

estetskih razloga i kako bi se spriječio gubitak vlage. Nedostaci tradicionalne jestive ambalaže 

(ovitak kolagena na mesnim proizvodima nije topiv u vodi i nije baš prihvatljiv za konzumiranje, 

ljepljivost i masna površina čokoladnih ili šećernih glazura) uvjetovali su razvoj novih tipova 

zaštitnih materijala na osnovi polimernih filmova (prevlaka) pa tako nastaje pojam „jestivi fim” 

(Galić, 2009; Huber i Embuscado, 2009). Jestivi filmovi tanki su sloj materijala koji se može 

konzumirati, a osigurava barijeru migraciji vlage, plinova i otopljenih tvari između namirnice i 

okoline. Takav sloj može se nalaziti između komponenti hrane ili proizvod njime može biti 

potpuno prekriven (Bourtoom, 2008; Huber i Embuscado, 2009). Prednosti primjene jestivih 

zaštitnih filmova u odnosu na nejestive filmove su: (I) mogućnost konzumacije, (II) relativno 

niski troškovi, (III) lakša razgradnja u okolišu jer se se proizvode isključivo od obnovljivih, 

jestivih sastojaka, (IV) poboljšanje senzorskih (dodatkom spojeva arome, boje, zaslađivača), 

mehaničkih (dodatkom plastifikatora) i nutritivnih svojstava hrane (dodatkom antimikotnih tvari 

ili antioksidansa), (V) zaštita manjim porcijama hrane, (VI) barijera između komponenti 

heterogene hrane (Galić, 2009; Bourtoom, 2008). Uporabom jestivih filmova omogućava se 

poboljšana kvaliteta, trajnost, sigurnost i funkcionalnost hrane (Galić, 2009). No, barijerna i 

mehanička svojstva jestivih filmova lošija su od sintetskih, stoga su potrebna daljnja istraživanja 

u pronalasku novih materijala, metoda izrade i mogućnosti primjene jestivih filmova (Bourtoom, 

2008). 
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Materijal od kojega se izrađuje hidrokoloidni film (proteini i polisaharidi), lipidni film 

(masne kiseline, acilglicerol, voskovi) ili kompozit (kombinacija hidrokoloida i lipida) mora biti 

raspršen i otopljen u otapalu čiji je odabir, u proizvodnji prehrambenih filmova, ograničen na 

vodu (s različitom pH vrijednosti) i etanol. U tom postupku mogu se dodati plastifikatori, 

antimikrobna sredstva, boje ili arome. Koncentracija otopine je kompromis između optimalne 

viskoznosti i topivosti polimera. Temperatura i pH prilagođavaju se ovisno o polimeru radi bolje 

disperzije. Primjena previsoke temperature ili previsoke brzine evaporacije otapala rezultira 

nekohezivnim filmovima zbog prebrze imobilizacije polimernih molekula što može dovesti do 

ljuštenja ili nastajanja rupičaste strukture. Stupanj kohezije u polimernom materijalu uvjetuje 

svojstva poput gustoće, kompaktnosti, poroznosti, permeabilnosti, fleksibilnosti i žilavosti filma. 

Stoga je za dobivanje proizvoda željenih svojstava od presudne važnosti definiranje parametara. 

Dobivena otopina zatim se izlijeva i suši pri određenim uvjetima kako bi se dobili samostalni 

filmovi. Postupci poput uranjanja, prskanja, premazivanja koriste se za primjenu filma na 

supstrat (hranu) (Galić, 2009; Bourtoom, 2008). 

2.3.1. Postupci izrade jestivih filmova 

Najčešće korišteni postupci izdrade jestivih filmova su lijevanje otopine jestivog filma, ekstruzija, 

prskanje, uranjanje te premazivanje (Tablica 1) (Dhanapal i sur., 2012). U ovome radu korišten 

je postupak lijevanja otopina. 

Tablica 1. Najčešće korišteni postupci izdrade jestivih filmova i njihove karakteristike 

Postupak Karakteristike Referenca 

Lijevanje 

otopine 

jestivog filma 

o isparavanjem otapala iz otopine smanjuje se topljivost polimera 

o važno je odabrati polimer koji će se lako odvojiti od podloge 

o sušenje do optimalnog udjela vode (5 – 10 % w/v) 

o struktura filma ovisi o sastavu otopine, debljini mokrog lijevanja i 

uvjetima sušenja (temperatura i relativna vlažnost) 

o brzo sušenje ograničava pokretljivost polimernog lanca i razvoj 

intermolekulskih interakcija u filmu 

Parreidt i sur., 

2018; 

Dhanapal i 

sur., 2012 
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* nastavak Tablice 1 

Ekstruzija 

o zasniva se na termoplastičnim svojstvima polimera 

o prednosti u odnosu na postupak lijevanja su što se smanjuje 

utrošak vremena i energije da se ukloni voda te se mogu koristiti 

koncentriranije otopine 

o sastojci se miješaju i guraju prema naprijed kroz kalup željeznog 

oblika 

Parreidt i sur., 

2018; Espitia i 

sur., 2014; 

Huber i 

Embuscado, 

2009 

Prskanje 

o koriste se umjereno viskozne otopine 

o za tanje filmove i primjenu na jedu stranu proizvoda 

o sustav za prskanje pomoću mlaznica distribuira otopinu 

o prednosti su: jednolika prevlaka, kontrola debljine, mogućnost 

višeslojnog nanošenja, izbjegavanje onečišćenja otopine premaza, 

kontrola temperature otopine i omogućavanje rada s velikim 

površinama 

Huber i 

Embuscado, 

2009; Parreidt 

i sur., 2018 

Uranjanje 

o za  namirnice nepravilnog oblika i hrapavih površina 

o uranjanje namirnice (5 sec – 30 min) u različite otopine 

o višestruko uranjanje za potpunu i ujednačenu pokrivenost 

Huber i 

Embuscado, 

2009; Parreidt 

i sur., 2018 

Premazivanje 
o manji gubitak vlage svježeg graha i jagoda nego zamatnjem i 

uranjanjem 
Ayranci, 1997 

 

2.3.2. Funkcionalni jestivi filmovi 

Inkorporiranjem bioaktivnih sastojaka (poput antioksidansa) u jestive filmove oni postaju 

potencijalno primjenjivi u očuvanju hrane te se poboljšavaju funkcionalna svojstva, sigurnost i 

kvaliteta proizvoda (Eça i sur., 2014). Prirodni antioksidansi mogu se dodavati u obliku 

ekstrakata (Li i sur., 2019.), esencijalnih ulja (Nisar i sur., 2017.) ili drugih spojeva s 

antioksidacijskim djelovanjem (Blanco-Fernandez i sur., 2012; Pérez i sur, 2012), čime bi se 

zamijenili sintetski antioksidansi (Slika 3) o čijoj toksičnosti se provode brojna istraživanja 

(Bandyopadhyay i sur., 2007). Ekstrakti voća i povrća zanimljivi su zbog svojstva bojenja filma 

čime se postiže kontrola foto-oksidacije, a ne dovode ni do smanjenja fizičkih svojstava filma jer 
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imaju dobru interakciju s komponentama matriksa filma. Esencijalna ulja smanjuju lipidnu 

peroksidaciju i produljuju rok trajanja proizvoda, no, zbog utjecaja na senzorska svojstva, 

njihova primjena u prehrambenoj industriji je ograničena. Jedan od načina da se riješi taj 

problem je njihovo inkorporiranje u jestive filmove (Eça i sur., 2014).  

Novija znanstvena istraživanja dokazuju da su inkorporiranjem bioaktivnih spojeva 

poboljšana sljedeća svojstva: toplinska, mehanička i antibakterijska dodatkom ricinusovog ulja 

(Abdel Aziz i sur., 2018), optička i antioksidacijska dodatkom praha cikle (Sucheta i sur., 2019), 

čvrstoća proizvoda te smanjenje enzimskog posmeđivanja i respiracije dodatkom esencijalnog 

ulja timijana (Sarengaowa i sur., 2017). Međutim, kvaliteta i antioksidacijska aktivnost takvih 

proizvoda još nisu dovoljno istraženi (Eça i sur., 2014), kao ni širok spektar prirodnih biljnih 

izvora s bioaktivnim svojstvima za proizvodnju jestivih filmova (Mir i sur., 2018).  

Slika 3. Bioaktivni spojevi za proizvodnju funkcionalnih jestivih filmova (Eça i sur., 

2014) 

 

 

 

 

Bioaktivni spojevi 
(antioksidansi)

Čisti spojevi
askorbinska i limunska kiselina, 

resveratrol, α-tokoferol

Esencijalna ulja
mješavine aromatskih i alifatskih 

spojeva

Ekstrakti
ekstrakti čaja, voća i povrća te 

raznih biljnih vrsta, propolis
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. MATERIJAL 

3.1.1. UZORCI SEKUNDARNIH BILJNIH SIROVINA 

Za provođenje eksperimentalnog dijela ovog rada korištene su sljedeće sekundarne biljne 

sirovine (Slika 4) s pripadajućim oznakama: 

 kora banane (KB) (robnih robnih marki Derby (Kostarika) i Bonita (Ekvador)), kora cikle 

(KC), ljuska oraha (LJO) i mahuna graška (MG), prikupljene kao otpad domaćinstva 

 ljuska crvenog luka (LJCL) prikupljena kao otpad studentske menze „Superfaks” 

 ljuska kakaovog zrna (LJKZ) prikupljena kao nusproizvod konditorske industrije „Kandit 

d.o.o.”. 

Sve navedene sirovine, nakon prikupljanja, osušene su na sobnoj temperaturi, usitnjene u 

električnom mlinu za domaćinstvo te prosijane kroz sito veličine pora 450 μm (400 μm ljuska 

luka). Za sve daljne analize sirovina te pripremu ekstrakata korištene su frakcije s veličinom 

čestica manjom od 450 μm (400 μm ljuska luka). 

 

Slika 4. Korištene sekundarne biljne sirovine 

      KB (Anonymous 1)                    KC (Anonymous 2)              LJO (Anonymous 3) 

 

 

       MG (Anonymous 4)              LJCL (Anonymous 5)       LJKZ (Panak Balentić i sur., 2018) 
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3.1.2. KEMIKALIJE 

Sve korištene kemikalije bile su visoke analitičke (p.a.) ili HPLC čistoće. 

Određivanje fizikalno-kemijskih parametara 

Određivanje udjela suhe tvari/vode 

 Kvarcni pijesak, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

Određivanje udjela proteina 

 Borna kiselina (4 %-tna otopina ), T.T.T. d.o.o. (Sveta Nedjelja, Hrvatska) 

 Kjeldahl tablete (bez žive i selena), Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Njemačka) 

 Klorovodična kiselina (0,1 M), KEFO d.o.o. (Ljubljana, Slovenija)  

 Natrijev hidroksid, T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska) 

 Obojeni indikator: bromkrezol zeleno, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)  

 Obojeni indikator: metil crveno, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)  

 Sumporna kiselina (96 %-tna otopina), Carlo Erba Reagents (Barcelona, Španjolska) 

Određivanje udjela masti 

 Petroleter, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

Određivanje udjela ukupnih vlakana 

 Aceton, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

 Celite 545, Fisher Scientific (Loughborough, Velika Britanija) 

 Enzimski set za određivanje vlakana, Megazyme International Ireland (Wicklow, Irska) 

 Octena kiselina (2 M), Alkaloid (Skoplje, Makedonija) 

 Etanol (78 %-tni), Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

 Etanol (96 %-tni), Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

 Kalcijev klorid, Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Maleinska kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemačka) 

 Natrijev hidroksid, T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska) 

 Trizma Base 0,75 M otopina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemačka) 

Određivanje udjela prirodnog i ukupnog inverta gravimetrijskim postupkom 

 Fehlingova I otopina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemačka) 

 Fehlingova II otopina 
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 Klorovodična kiselina (20 %-tna otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Natrijev hidroksid (30 %-tna otopina), T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska) 

 Natrijev oksalat, Acros Organics (New Jersey, SAD) 

 Olovni acetat, Honeywell Riedel-de Haën (Seelzeu, Njemačka) 

Određivanje bioaktivnog sastava 

Priprema vodenog i etanolnog ekstrakata 

 Destilirana voda 

 Etanol (70 %-tni), Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

Određivanje udjela ukupnih polifenola 

 Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)  

 Natrijev karbonat (20 %-tna otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Standard: galna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemačka) 

Određivanje udjela flavonoida i neflavonoida 

 Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Formaldehid (35 %-tni), T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska) 

 Klorovodična kiselina (37 %-tna otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Natrijev karbonat (20 %-tna otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

Određivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom 

 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS) (7mM otopina), 

Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemačka) 

 Etanol (96 %-tni), Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

 Kalijev persulfat (140 mM otopina), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemačka) 

Određivanje atioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom 

 Metanol, Mallinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska)  

 Standard: 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (1 mM 

otopina), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemačka) 

 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) (0,094 mM otopina), Fluka (St. Gallen, Švicarska)  

Određivanje udjela flavona i flavonola 

 Aluminijev klorid (10 %-tna otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 
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 Kalijev acetat (1 M otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Metanol (75 %-tni), Carlo-Erba (Peypin, Francuska) 

Određivanje udjela flavan-3-ola 

 Klorovodična kiselina (37 %-tna otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Metanol, Mallinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska) 

 Vanilin, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemačka) 

Određivanje udjela hidroksicimetnih kiselina 

 Arnow reagens (10 %-tna vodena otopina natrijevog nitrita (Gram-mol d.o.o. (Zagreb, 

Hrvatska)) i natrijevog molibdata (Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemačka)) 

 Klorovodična kiselina (37 %-tna), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Natrijev hidroksid (8,5 %-tna otopina), Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

Određivanje udjela proantocijanidina 

 2 %-tna otopina amonij željezo (II) sulfat dodekahidrata, Kemika (Zagreb, Hrvatska), u 2 M 

klorovodičnoj kiselini  

 Klorovodična kiselina (37 %-tna otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 n-butanol, Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

Određivanje udjela ukupnih antocijana 

 96 %-tni etanol (Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) s 0,1 % v/v klorovodične kiseline 

(KEFO d.o.o. (Ljubljana, Slovenija) (0,1 mL HCl + 96% EtOH do 100 mL)  

 Klorovodična kiselina (2 %-tna otopina), Kemika (Zagreb, Hrvatska) 

 Natrijev hidrogen sulfat (15 %-tna otopina) 

Određivanje udjela ukupnih karotenoida 

 Aceton, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

 n-heksan, Carlo Erba Reagents (Barcelona, Španjolska) 

Određivanje udjela ukupnog klorofila 

 Aceton, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska) 

Karakterizacija filmova 

Priprema jestivih fimova 

 Alginat, Sigma-Aldrich (SAD) 
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 Destilirana voda 

 Glicerol 

 Pektin, Herbstreith & FoxKG (Neuenbürg, Njemačka) 

 Vodeni ekstrakt kore banane 

Određivanje bioaktivnog sastava jestivih filmova 

 Destilirana voda 

 

Otpuštanje bioaktivnih spojeva iz formuliranih filmova 

 Pripremljena simulacijska otopina gastrointestinalnog trakta 

3.1.3. APARATURA I PRIBOR 

 Aluminijske posudice s poklopcem, aparatura po Soxhletu, Bϋchnerov lijevak, Bϋnsenov 

plamenik, celulozne čahure za ekstrakciju, čelične čeljusti (širine 30 mm), eksikator, 

Eppendorf epruvete, porculanska zdjelica i filtar lončić, posudice za vaganje od nehrđajućeg 

čelika, sito poroziteta 450 i 400 μm, vodena kupelj s tresilicom, vodena vakuum sisaljka, 

špatule 

 Analitička vaga, Mettler-Toledo (Zürich, Švicarska) 

 Analizator teksture TA.HDPlus, Stable Micro Systems(Cardiff, Velika Britanija) 

 Centrifuga SL 8/ 8R, Thermo Scientific (Waltham, SAD) 

 Digitalni mikrometar, Helios-Preisser, Type 40 EX (Njemačka) 

 Filter papir, Whatman br. 4, GE Healthcare (Buckinghamshire, Velika Britanija) 

 Hvataljke u obliku potkove A/HDG, Stable Micro Systems (Velika Britanija) 

 Kjeldahl-ove kivete za mineralizaciju, FOSS (Haganäs, Švedska) 

 Kolorimetar CM-3500D, Konica Minolta (Tokio, Japan) 

 Laboratorijska tresilica Certomat RM, Sartorius (Göttingen, Njemačka) 

 Laboratorijske boce s čepovima (250 mL), Duran (Wertheim/main, Njemačka) 

 Laboratorijski sušionik, Tehtnica (Železniki, Slovenija) 

 Magnetna mješalica, IKA C-Mag HS 7 (Staufen, Njemačka)  

 Malvern Mastersizer 2000 s jedinicom za doziranje i disperziju praškastih uzoraka, Malvern 

Instruments Ltd. (Worchestershire, Velika Britanija) 

 Mufolna peć Heraeus KR-170, W.C. Heraeus GmbH (Hanau, Njemačka)  
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 Poluautomatska aparatura za određivanje dušika prema Kjeldahl-u, Kjeltec TM 2100, FOSS 

(Haganäs, Švedska)  

 Rotacijski vakuum uparivač (R-205) s pripadajućom vodenom kupelji (B-490), Büchi (Flawil, 

Švicarska) 

 Sinter lončići (porozitet 2), Duran (Wertheim/main, Njemačka) 

 Spektrofotometar (Helios γ, Thermo Spectronic, Velika Britanija) 

 Stakleno posuđe: birete, boce za vakuum odsisavanje, laboratorijske čaše, epruvete, kivete, 

odmjerne i Erlenmayer tikvice, Petrijeve zdjelice (unutarnjeg promjera 11,7 cm), pipete, 

menzure, viale 

 Termoblok za mineralizaciju uzoraka s nastavkom za odsis para, Digestion system 6, 1007 

Digester, Tecator (Hillerød, Danska) 

 Ultrazvučna kupelj, Elmasonic S 60 H (Singen, Njemačka) 
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3.2. METODE RADA 

3.2.1. Priprema etanolnog ekstrakta sekundarnih biljnih sirovina 

Etanolni ekstrakt sekundarnih biljnih sirovina priprema se prelijevanjem 5 g suhog i usitnjenog 

biljnog materijala s 50 mL 70 %-tnog etanola. Ekstrakcija se provodi 30 min, uz konstantno 

miješanje na sobnoj temperaturi. Nakon ekstrakcije, sadržaj se pomoću staklenog štapića 

kvantitativno prenese i filtrira pomoću filter papira (Whatman br. 4) na Bϋchnerovom lijevku. 

Postupak ekstrakcije zaostalog krutog dijela nakon filtracije ponovi se još dva puta te se 

dobiveni ekstrakti spoje i čuvaju u hladnjaku na 4 °C za daljnje analize.  

3.2.2. Priprema vodenog ekstrakta kore banane 

Vodeni ekstrakt kore banane priprema se prelijevanjem 4 g suhog i usitnjenog materijala s 

80 mL destilirane vode prethodno zagrijane na 80 °C. Ekstrakcija se provodi 30 min, uz 

konstantno miješanje i održavanje temperature na 80 °C. Nakon ekstrakcije, sadržaj se pomoću 

staklenog štapića kvantitativno prenese i filtrira pomoću filter papira (Whatman br. 4) na 

Bϋchnerovom lijevku. Dobiveni filtrat nadopuni se destiliranom vodom do 80 mL i takav koristi 

za daljni rad. 

3.2.3. ODREĐIVANJE FIZIKALNO-KEMIJSKIH PARAMETARA 

3.2.3.1. Određivanje udjela suhe tvari/vode 

Udjel suhe tvari određen je prema modificiranoj AOAC 930.15 (1990a) metodi. 

Postupak rada 

Odvaže se 1 g homogeniziranog uzorka u prethodno osušenu, ohlađenu i izvaganu aluminijsku 

posudicu s poklopcem. Posudica s uzorkom i poklopac suše se u sušioniku pri 105 °C dok se ne 

postigne konstantna masa uzorka u posudici (s točnošću ±0,0003g). Ostatak uzorka predstavlja 

suhu tvar, a gubitak u masi udjel vode u uzorku. 

Izračun rezultata 

Postotak vode i suhe tvari računa se prema formulama: 

 % 𝑣𝑜𝑑𝑒 =  
𝑚2−𝑚3

𝑚2−𝑚1
 ×  100     (1) 

% 𝑠𝑢ℎ𝑒 𝑡𝑣𝑎𝑟𝑖 = 100 −  % 𝑣𝑜𝑑𝑒    (2) 
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gdje su:  

m1 – masa prazne aluminijske posudice (g)  

m2 – masa aluminijske posudice s uzorkom prije sušenja (g)  

m3 – masa aluminijske posudice s uzorkom nakon sušenja (g)  

3.2.3.2. Određivanje udjela proteina 

Udjel proteina određen je prema normi HRN EN ISO 20483 (2014). 

Postupak rada 

1. Mineralizacija 

U Kjeldahl kivete izvaže se po 1 g uzorka. U svaku kivetu dodaju se 2 tablete Kjeldahl 

katalizatora i 12 mL koncentrirane sulfatne kiseline te se lagano miješa dok se uzorak potpuno 

navlaži s kiselinom. Po završetku reakcije, stalak sa epruvetama stavi se u digestijsku jedinicu 

za mineralizaciju i uključi se sistem za odvod para. Prvih 10 minuta spaljivanje ide uz 

maksimalan protok vode nakon čega se protok vode smanji na 50 %. Mineralizacija je gotova 

nakon ~60 min, a tekućina u kivetama je bistra i svijetlo plave boje. Kivete se zajedno sa 

stalkom uklone iz digestijske jedinice i ostave hladiti zajedno s poklopcem do sobne 

temperature. Tada se u svaku kivetu oprezno doda 80 mL destilirane vode. 

2. Alkalizacija i destilacija 

Uključi se uređaj za destilaciju, pusti se voda da se napuni generator pare te se na postolje 

predviđeno za prihvatnu tikvicu stavi prazna tikvica, a na mjesto predviđeno za Kjeldhalovu 

kivetu stavi prazna kiveta. Spuste se zaštitna vratašca te se pokrene generator pare. Nakon 

nekoliko minuta u prihvatnu tikvicu skupit će se kondenzat što je dokaz da je sistem zagrijan i u 

funkciji. Otvore se zaštitna vratašca, prihvatna se tikvica zamjeni tikvicom u kojoj se nalazi 

25 mL borne kiseline, a Kjeldahlova kiveta se zamjeni kivetom u kojoj se nalazi spaljeni uzorak i 

80 mL destilirane vode. Dozira se 50 mL 40 %-tnog NaOH u kivetu i pokreće se destilacija. 

Destilacija se odvija automatski otprilike 4 minute (do volumena 125 mL). Destilat je zelene 

boje što ukazuje na prisustvo amonijaka.  

3. Titracija klorovodičnom kiselinom 

Destiliat se titirara s kiselinom (0,1 N). U završnoj točki titracije boja otopine postane blijedo 

ružičasta. 
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Izračun rezultata 

Formula za izračunavanje udjela dušika je: % 𝑁 =  
{(𝑎−𝑏) × 𝑁  × 𝑓 × 1,4007}

𝑚
          (3) 

gdje su: 

a – volumen HCl utrošen za titraciju uzorka u mL 

b – volumen HCl utrošen za titraciju slijepe probe u mL 

N – molaritet kiseline 

f – faktor kiseline 

m – masa uzorka u g 

Formula za izračunavanje udjela proteina je: % 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 =  % 𝑁 × 𝐹        (4) 

gdje je: 

F – faktor za preračunavanje dušika u proteine: 6,25 

3.2.3.3. Određivanje udjela masti 

Udjel masti određen je prema modificiranoj AOAC 920.39 (1990b) metodi. 

Postupak rada 

Odvaže se 10 g osušenog i usitnjenog uzorka u celulozne čahure koje se začepe na vrhu suhom 

vatom te se postave uspravno u Soxhlet ekstraktor. U ekstraktor se pomoću lijevka ulijeva 

otapalo u volumenu 2 ekstraktora (volumen ekstraktora je volumen otapala potreban da se 

otapalo prelije iz ekstraktora u tikvicu preko preljevne cijevi). Tikvica s kuglicama za vrenje i 

ekstraktorom spoji se na hladilo i započne se sa zagrijavanjem. Ekstrakcija traje 6 h uz brzinu 

ekstrakcije 10 – 12 sifona po satu (jedan sifon je oznaka za jednu izmjenu otapala iz ekstraktora 

u tikvicu preko preljevne cijevi), nakon čega se tikvica s otapalom i ekstrahiranom masti odvoji 

od ostatka aparature. Otapalo iz tikvice se otpari na rotacijskom vakuum uparivaču, a tikvica s 

ekstrahiranom masti suši se do konstantne mase pri 105 °C te se hladi i čuva u eksikatoru.  

Izračun rezultata 

Masa ekstrahirane masti izračuna se iz razlike konstantnih masa tikvice s ekstrahiranom masti i 

prazne tikvice s kuglicama za vrenje, dok se udjel računa obzirom na masu početnog uzorka (ili 

suhe tvari) korištenog za ekstrakciju prema formuli: % 𝑚𝑎𝑠𝑡𝑖 =  
𝑚2−𝑚1

𝑚3
 × 100       (5) 
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gdje je: 

m1 – masa prazne tikvice s kuglicama za vrenje (g) 

m2 – masa tikvice s ekstrahiranom masti (g) 

m3 – početna masa uzorka u celuloznoj čahuri (g) 

3.2.3.4. Određivanje udjela mineralnog ostatka (pepela) 

Određivanje udjela mineralnog ostatka provedeno je prema normi HRN EN ISO 2171 (2010). 

Postupak rada 

Izvaže se 2 g uzorka u ižarene i izvagane zdjelice za spaljivanje. Da bi se postiglo ujednačeno 

izgaranje proizvoda, sadržaj u posudi, neposredno prije izgaranja, navlaži se s 1 mL etanola. 

Zdjelica s izvaganim uzorkom najprije se zagrijava na Bϋnsenovom plameniku. Čim sadržaj u 

posudi ugljenizira, posuda se pažljivo unosi u mufolnu peć, prethodno zagrijanu do temperature 

od 550±20 °C. Izgaranje se smatra završenim kad ohlađeni uzorak bude bijele boje. Kad 

izgaranje završi, uzorci se ostave neko vrijeme u mufolnoj peći da se ohlade, nakon čega se 

prebacuju u eksikator da se ohlade do sobne temperature te važu s točnošću ±0,0001 g. 

Izračun rezultata 

Količina pepela iskazuje se u postotcima mase prema suhoj tvari i izračunava prema ovoj 

formuli:  𝑘𝑜𝑙𝑖č𝑖𝑛𝑎 𝑝𝑒𝑝𝑒𝑙𝑎 (% 𝑚/𝑚)  ×  
100

𝑚0
 ×  

100

100−𝑣
                  (6) 

gdje su : 

mo – masa ispitanog uzorka (g) 

m1 – masa ostatka (g) 

v – količina vode u ispitanom uzorku (%) 

3.2.3.5. Određivanje udjela ukupnih vlakana 

Određivanje udjela ukupnih vlakana provedeno je prema AOAC 2011.25 (2012) metodi. 

Priprema i hidroliza uzorka 

Odvaže se 1 g usitnjenog uzorka u laboratorijske boce (250 mL). Uzorak se navlaži s 1 mL 

etanola (95 %-tni), doda se 40 mL maleatnog pufera (pH 6,0) koji sadrži pankreasnu α-amilazu 

i amiloglukozidazu. Uzorci se inkubiraju na tresilici pri 37 °C tijekom 16 h, pri brzini okretaja 

120 rpm. Enzimska reakcija se zaustavlja dodatkom 3,0 mL 0,75 M trizma bazične otopine 
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(konačni pH ~8,2) te zagrijavanjem sadržaja boca u vodenoj kupelji na 95 – 100 °C kroz 

20 minuta. Sadržaj boca ohladi se na 60 °C i potom se doda 100 μL otopine proteaze. Sadržaj 

se inkubira na 60 °C tijekom 30 minuta uz trešnju. Boce se izvade iz kupelji, a enzimska reakcija 

se odmah zaustavlja dodavanjem 4,0 mL 2 M octene kiseline (konačni pH ~4,3). 

Određivanje ukupnih vlakana 

Nakon vađenja uzoraka iz kupelji, vlakna se talože barem 1 h s 19 mL 95 %-tnog etanola 

prethodno zagrijanog na 60 °C. Nakon taloženja, uzorak (m2) se filtrira pod vakuumom kroz 

sinter lončiće s Celitom (m1) (koji je prethodno namočen s ~15 mL 78 %-tnog etanola). Uzorak 

se profiltrira kroz lončić i sve čestice se kvantitativno prenesu preko lončica sa 78 %-tnim 

etanolom. Ostatak na lončiću se ispire redom dvaput sa po 15 mL: 78 %-tnog etanola, 95 %-

tnog etanola i acetona te osuši preko noći na 105 °C, prekriven alu-folijom. Ohlađeni lončić s 

ostatakom se izvaže (m3). 

Izračun rezultata 

Udjel vlakana računa se prema formuli:  % 𝑣𝑙𝑎𝑘𝑎𝑛𝑎 =  
𝑚2 − 𝑚3

𝑚2−𝑚1
 ×  100       (7) 

 gdje su:  

m1 – masa praznog lončića (g)  

m2 – masa lončića s uzorkom prije sušenja (g)  

m3 – masa lončića s uzorkom nakon sušenja (g)  

3.2.3.6. Određivanje udjela prirodnog i ukupnog inverta  

Udjel prirodnog i ukupnog inverta te saharoze određen je prema metodama AOAC 31.037 – 

31.044 (1985) i AOAC 37.1.51.; 37.1.52; 44.1.16; 44.1.17 (1995)  

Određivanje udjela reducirajućih šećera prije i nakon inverzije 

Postupak rada 

Odvagne se 10 g homogeniziranog uzorka u laboratorijsku čašu od 250 mL, razrijedi s oko 

100 mL destilirane vode i zagrijava na plameniku uz povremeno miješanje staklenim štapićem 

dok tekućina postane homogena. Tako homogenizirani uzorak prebaci se kvantitativno preko 

staklenog lijevka u odmjernu tikvicu od 250 mL, ohladi i doda zasićena otopina neutralnog 

olovnog acetata u suvišku (oko 2 mL je obično dovoljno). Sadržaj tikvice se promiješa, dopuni 
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do oznake volumena i filtrira pri čemu se odbaci prvih nekoliko mililitara filtrata. Zatim se doda 

osušeni kalijev ili natrijev oksalat, kako bi se istaložio višak olova korištenog u procesu bistrenja, 

promiješa i ponovno filtrira odbacujući prvih nekoliko mililitara filtrata.  

Za inverziju pri sobnoj temperaturi prebaci se 25 mL bistrog i bezolovnog filtrata u 

odmjernu tikvicu od 100 mL, doda 10 mL 20 %-tne klorovodične kiseline i 20 mL vode te stavi 

10 minuta u vodenu kupelj pri 60 °C (prve 3 minute se sadržaj tikvice mućka u kupelji). Nakon 

10 minuta, tikvica se izvadi iz kupelji, ohladi i zatim neutralizira s 30 %-tnom otopinom natrijeva 

hidroksida uz indikator te nakon neutralizacije dopuni do oznake. Uzima se alikvotni dio i 

određuje se ukupni šećer kao invertni šećer (formula 8) te se  izračuna udjel saharoze (formula 

9). 

Određivanje udjela reducirajućeg i/ili invertnog šećera 

Postupak rada 

25 mL pripravljene Fehlingove I i Fehlingove II otopine prebaci se u Erlenmeyerovu tikvicu te 

doda 25 mL filtrata. Tikvica s otopinom se zagrije na plameniku preko azbestne mrežice, 

namjestivši plamenik tako da sadržaj zavrije u vremenu od 4 minute te se nastavi vrenje točno 

2 minute. Tijekom zagrijavanja Erlenmeyerova tikvica je pokrivena satnim stakalcem. Vruća 

otopina filtrira se odjednom kroz porculanski filter (određene poroznosti, prethodno osušen, 

ohlađen i izvagan) pomoću odsisne boce i sisaljke uz vodeni mlaz. Kvantitativno prebačeni talog 

(Cu2O), ispere se vrućom destiliranom vodom. Talog se suši 30 minuta u zračnoj sušnici pri 

100 °C, hladi u eksikatoru i važe. Iz Hammondovih tablica očita se udjel invertnog šećera 

ekvivalentan izvaganoj masi Cu2O. 1 g invertnog šećera odgovara 0,95 g saharoze. 

Izračun rezultata 

Udjel šećera računa se prema formuli: % š𝑒ć𝑒𝑟𝑎 =  
𝑎 𝑥 100

𝑏 𝑥 1000
                 (8) 

gdje su: 

a – očitani udjel šećera iz Hammondovih tablica (mg)  

b – masa uzorka u alikvotnom dijelu filtrata uzetom u konačni postupak (g) 

Izračunavanje udjela saharoze 

Udjel saharoze računa se prema formuli: % 𝑠𝑎ℎ𝑎𝑟𝑜𝑧𝑒 = (𝑏 − 𝑎) × 0,95          (9) 
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gdje je:  

a – udjel reducirajućih šećera prije inverzije (%)  

b – udjel reducirajućih šećera nakon inverzije (%)  

3.2.4. ODREĐIVANJE BIOAKTIVNOG SASTAVA 

3.2.4.1. Određivanje ukupnih polifenola 

Princip metode 

Metoda za određivanje udjela ukupnih polifenola (UP) temelji se na kolorimetrijskoj reakciji 

Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reducirajućim reagensom (polifenoli), pri čemu je intenzitet 

obojenja izravno proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singleton i 

Rossi, 1965).  

Postupak rada 

U staklene epruvete otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 μL uzorka, 500 μL Folin-

Ciocalteau reagensa (razrijeđen s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20 %-tne otopine natrijevog 

karbonata (Na2CO3) te se reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmiješa. Tako pripremljeni 

uzorci ostave se 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon čega se mjeri apsorbancija razvijenog 

plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba priprema se na isti način 

kao i uzorci koji se ispituju, samo umjesto 100 μL uzorka sadrži isti volumen destilirane vode. 

Apsorbanciju slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te se tako dobivena 

vrijednost koristi za izračunavanje konačnog rezultata.  

Izračun rezultata 

Udjel ukupnih polifenola izračunava se iz jednadžbe baždarne krivulje prema formuli:  

𝑦 =  0,0010𝑥 –  0,0001      (10) 

gdje su:  

x – udjel ukupnih polifenola (mg/L)  

y – izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm  

Iz jednadžbe baždarne krivulje, konstruirane za standard galne kiseline, određuje se udjel 

ukupnih polifenola u ispitivanom uzorku. Određivanje udjela ukupnih polifenola provodi se u tri 
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paralelene probe (n=3), a rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s 

pripadajućim standardnim devijacijama, u mg ekvivalenata galne kiseline (EGK) po g uzorka. 

3.2.4.2. Određivanje udjela flavonoida i neflavonoida 

Princip metode 

Za taloženje flavonoidnih spojeva primjenjuje se formaldehid koji reagira s C-6 ili C-8 na 5,7-

dihidroksiflavonoidu stvarajući metilol derivate koji dalje reagiraju s drugim flavonoidnim spojem 

također na C-6 ili C-8 položaju (Ough i Amerine, 1988). 

Postupak rada 

U Eppendorf epruvete otpipetira se 0,5 mL uzorka, 250 μL otopine klorovodične kiseline 

(razrijeđena s vodom 1:4) i 250 μL formaldehida. Epruvete se zatvore, izmiješaju i ostave stajati 

24 sata na mračnom i hladnom mjestu, nakon čega se u tako pripremljenim otopinama odredi 

udjel ukupnih neflavonoida prema prethodno opisanom postupku određivanja ukupnih 

polifenola. Udjel ukupnih flavonoida izračunava se kao razlika udjela prethodno određenih 

ukupnih polifenola i neflavonoida. 

3.2.4.3. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom 

Princip metode 

Kemijskom ili enzimskom oksidacijom ABTS otopine razvija se plavo-zeleni radikal-kation 2,2'-

azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline), odnosno ABTS radikal-kation. Dodatak 

antioksidansa iz uzorka rezultira redukcijom prethodno generiranog ABTS radikala, što ovisi o 

vremenu i mjeri se praćenjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala (Re i sur., 1999). 

Postupak rada 

Za određivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripremi se otopina ABTS+ radikala, 

oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom (140 mM) do 

konačne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Na dan analize otopina se 

razrijedi etanolom (96 %-tnim) do konačne koncentracije ABTS+ radikala od 1 %, tako da 

apsorbancija te otopine na 734 nm iznosi 0,70±0,02. Volumen od 20 μL uzorka pomiješa se s 

2 mL otopine ABTS+ radikala u tamnoj epruveti te se izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon 

točno 6 minuta. Prije mjerenja uzoraka potrebno je izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se 

priprema tako da se, umjesto uzorka, 20 μL vode pomiješa s istom količinom reagensa (2 mL 
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otopine ABTS+ radikala). Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe 

dobiva se vrijednost ΔA, koja se koristi za izračunavanje konačnog rezultata. 

Jednadžba baždarne krivulje za računanje antioksidacijskog kapaciteta: 

𝑦 =  0,303𝑥 +  0,0006      (11) 

gdje su: 

x – antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox-a/L) 

y – izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm. 

Iz jednadžbe baždarne krivulje, konstruirane za standard Trolox-a, određuje se antioksidacijski 

kapacitet u ispitivanom uzorku. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom 

provedeno je u tri paralelene probe (n=3), a rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti 

provedenih mjerenja s pripadajućim standardnim devijacijama u mmol Trolox-a/g uzorka. 

3.2.4.4. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom 

Princip metode 

Ova metoda određivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji DPPH radikala (1,1-

difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je praćena kolorimetrijskom reakcijom. DPPH 

radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra (515 nm). 

U prisutnosti elektron donora (antioksidans) dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH 

radikala te do promjene ljubičaste boje otopine u žutu, što se prati mjerenjem apsorbancije u 

opadanju (Brand-Williams i sur., 1995).  

Postupak rada  

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu. 

Apsorbancija te otopine mora biti ~1. U tamnu epruvetu se otpipetira 100 μL uzorka i doda 

3,9 mL otopine DPPH te se nakon 30 minuta po dodatku otopine DPPH mjeri apsorbancija pri 

515 nm. U drugu epruvetu, koja predstavlja slijepu probu, umjesto uzorka doda se 100 μL 

metanola te 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH.  

Izračun rezultata 
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Oduzimanjem izmjerene apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost 

ΔA, koja se prema jednadžbi baždarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a preračunava u 

koncentraciju (mmol Trolox-a).  

Jednadžba baždarne krivulje za računanje antioksidacijskog kapaciteta: 

𝑦 =  0,603𝑥 –  0,006     (12) 

gdje su:  

x – koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol/L)  

y – izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm. 

Određivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom provodi se u tri paralelene probe 

(n=3), a rezultati se izražavaju kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadajućim 

standardnim devijacijama u mmol Trolox-a po g uzorka. 

3.2.4.5. Određivanje udjela flavona i flavonola 

Princip metode 

Reakcijom aluminijevog klorida s C-4 keto grupom ili s C-3/C-5 OH grupom flavona i flavonola 

nastaje stabilni kompleks, čiji se intenzitet nastalog obojenja mjeri spektrofotometrijski na 435 

nm, a intenzitet obojenja proporcionalan je udjelu flavona i flavonola (Chang i sur., 2002). 

Postupak rada 

Za određivanje udjela flavona i flavonola u epruvetu se otpipetira 500 µL uzorka (razrjeđenje 

1:10) te se doda 1,5 mL 75 %-tnog metanola, 100 µL 1 M KCH2COOH, 100 µL AlCl3 i 2,8 mL 

destilirane vode. Reakcijska smjesa se izmiješa te se odmah očita apsorbancija na 435 nm. 

Potrebno je pripremiti slijepu probu za svaki uzorak, gdje se umjesto 10 % AlCl3 dodaje ista 

količina vode te slijepu probu za sve uzorke, gdje se umjesto uzorka dodaje 500 µL destilirane 

vode.  

Udjel flavona i flavonola izračunava se iz jednadžbe baždarne krivulje: 

𝑦 =  0,0076𝑥 –  0,0344     (13) 

gdje su: 

x – udjel kvercetina (mg/L) 
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y – izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 435 nm 

Iz jednadžbe baždarne krivulje konstruirane za standard kvercetina, koja prikazuje ovisnost 

apsorbancije o koncentraciji standarda (mg/L), određuje se udjel flavona i flavonola u 

ispitivanom uzorku. Određivanje udjela flavona i flavonola provedeno je u tri paralelene probe 

(n=3), a rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadajućim 

standardnim devijacijama u mg kvercetina po g uzorka.  

3.2.4.6. Određivanje udjela flavan-3-ola 

Princip metode 

Metoda se temelji na reakciji vanilina (p-hidroksibenzaldehida) s alkoholnim skupinama na 

položajima C-6 i C-8 u molekulama flavan-3-ola, pri čemu nastaje crveno obojeni kompleks. 

Intenzitet crvenog obojenja, koji se određuje spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije pri 

valnoj duljini od 500 nm, izravno je proporcionalan koncentraciji flavan-3-olnih monomera 

(katehina) i polimera (proantocijanidina) (Price i sur., 1978). 

Postupak rada 

Pripremi se 4 %-tna otopina vanilina u metanolu. U tamnu epruvetu doda se 0,5 mL uzorka i 

3 mL prethodno pripremljene otopine vanilina. Epruvete se stave u hladnu vodenu kupelj i 

nakon 5 minuta doda se 1,5 mL koncentrirane klorovodične kiseline te se reakcijska smjesa u 

epruveti izmiješa. Nakon 15 min očita se apsorbancija na 500 nm (Di Stefano i sur., 1989). 

Slijepa proba priprema se na isti način, posebno za svaki uzorak, ali se umjesto 4 %-tne otopine 

vanilina dodaje čisti metanol. 

Udjel (+)-katehina i proantocijanidina računa se prema jednadžbi: 

(𝑚𝑔 (+)˗𝑘𝑎𝑡𝑒ℎ𝑖𝑛𝑎/𝐿 =  290,8 ×  ∆𝐴 ×  𝑟𝑎𝑧𝑟𝑖𝑗𝑒đ𝑒𝑛𝑗𝑒)   (14) 

gdje je: 

ΔA – razlika apsorbancije između uzorka i slijepe probe 

3.2.4.7. Određivanje udjela hidroksicimetnih kiselina 

Princip metode 
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Određivanje hidroksicimetnih kiselina bazira se na reakciji kiselinske hidrolize koja je popraćena 

nastankom ružičasto-crvenkastog obojenja čiji se intenzitet određuje mjerenjem apsorbancije 

na 490 nm, pri čemu je udjel hidroksicimetnih kiselina izravno proporcionalan intenzitetu 

obojenja u ispitivanom uzorku (Matkowski i sur., 2008). 

Postupak rada  

Za određivanje udjela hidroksicimetnih kiselina, 500 µL uzorka pomiješa se u epruveti sa 1 mL 

0,5 M klorovodične kiseline, 1 mL Arnow-og reagensa, 1 mL 8,5 %-tne vodene otopine NaOH te 

se doda 1,5 mL destilirane vode. Sadržaj epruvete se zatim izmiješa te se apsorbancija odmah 

zatim očita na 490 nm (Matkowski i sur., 2008). Slijepa proba umjesto uzorka sadrži destiliranu 

vodu. 

Udjel hidroksicimetnih kiselina izračunava se iz jednadžbe baždarne krivulje: 

𝑦 =  0,0025𝑥 +  0,0054      (15) 

gdje su:  

x – udjel kafeinske kiseline (mg/L) 

y – izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 490 nm 

Iz jednadžbe baždarne krivulje konstruirane za standard kafeinske kiseline određuje se udjel 

hidroksicimetnih kiselina u ispitivanom uzorku. Određivanje udjela hidroksicimetnih kiselina 

provedeno je u tri paralelene probe (n=3), a rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti 

provedenih mjerenja s pripadajućim standardnim devijacijama u mg kafeinske kiseline po g 

uzorka.  

3.2.4.8. Određivanje udjela proantocijanidina 

Princip metode 

Ova metoda razvijena je modifikacijom metode po Bate-Smithu (1973), a temelji se na 

kiselinskoj hidrolizi polimernih molekula proantocijanidina s klorovodičnom kiselinom, pri čemu 

nastaju jednostavni cijanidini. Reakcija je popraćena nastankom crvenog obojenja čiji se 

intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 550 nm (Porter i sur., 1986). 

Postupak rada 
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Pripreme se otopine n-butanol/HCl (95:5) i 2 % NH4Fe(SO4)2 × 12 H2O u 2 M HCl. 100 μL 

uzorka razrijeđenog 1:10 u 70 %-tnom acetonu otpipetira se u staklenu vialu, nakon čega se 

doda 2 mL otopine butanol/HCl i 100 μL 2 % NH4Fe(SO4)2 × 12 H2O u 2 M HCl-u. Suspenzija se 

dobro izmiješa te zagrijava 45 minuta na 95 °C. Nakon zagrijavanja, smjesa se ohladi i očita se 

apsorbancija na 550 nm. Slijepa proba priprema se po istom postupku, ali umjesto uzorka sadrži 

70 %-tni aceton. 

Udjel proantocijanidina izračunava se iz jednadžbe baždarne krivulje: 

𝑦 =  0,00037𝑥 +  0,00292     (16) 

gdje su:  

x – udjel (+)-katehina (mg/L), 

y – izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 550 nm 

Iz jednadžbe baždarne krivulje konstruirane za standard kafeinske kiseline određuje se udjel 

hidroksicimetnih kiselina u ispitivanom uzorku. Određivanje udjela hidroksicimetnih kiselina 

provedeno je u tri paralelene probe (n=3), a rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti 

provedenih mjerenja s pripadajućim standardnim devijacijama u mg kafeinske kiseline po g 

uzorka.  

3.2.4.9. Određivanje ukupnih antocijana 

Postupak rada 

Izvaže se 0,2 g usitnjenog biljnog materijala, doda 2 mL 96 %-tnog zakiseljenog EtOH i 40 mL 

2 %-tne HCl. Smjesa se dobro promiješa i centrifugira (4500 rpm, 10 min). Nakon 

centrifugiranja, 10 mL supernatanta otpipetira se u dvije epruvete. U prvu se dodaje 4 mL 

destilirane vode, a u drugu 4 mL 15 %-tnog natrij hidrogensulfita. Epruvete stoje 15 min na 

sobnoj temperaturi nakon čega se mjeri apsorbancija na 520 nm (slijepa proba: 2 %-tna HCl). 

Udjel antocijana (Ac) u ispitivanom uzorku izračuna se prema formuli: 

𝐴𝑐 (𝑚𝑔/𝐿)  =  615 × (𝐴1˗𝐴2)     (17) 

gdje su: 

615 – faktor preračunavanja  

A1 – apsorbancija uzorka tretiranog vodom  
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A2 – apsorbancija uzorka tretiranog natrijevim hidrogensulfitom (Ough i Amerine, 1988). 

3.2.4.10. Određivanje ukupnih karotenoida 

Postupak rada 

100 mg usitnjenog biljnog materijala snažno se miješa sa mješavinom acetona i heksana (4:6, 

10 mL) 1 minutu i zatim profiltrira kroz filter papir Whatman br. 4. Izmjeri se apsorbancija 

filtrata na λ=453, 505 i 663 nm.  

Izračun udjela β-karotena u ispitivanom uzorku prema formuli:  

𝛽˗𝑘𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛 (𝑚𝑔/100 𝑚𝐿)  =  0,216 ·  𝐴663 –  0,304 ·  𝐴505 +  0,452 ·  𝐴 453   (18) 

Rezultati se izražavaju kao μg karotenoida po g ekstrakta (Barros i sur., 2008). 

3.2.4.11. Određivanje ukupnog klorofila 

Postupak rada 

Oko 100 – 200 mg usitnjenog uzorka (do praškastog stanja) ekstrahira se sa 50 mL 80 %-tnog 

acetona, snažno se miješa 2 minute i zatim profiltrira kroz filter papir. Izmjeri se apsorbancija 

filtrata termostatiranog na 30 °C na valnim duljinama od λ=663 nm (za klorofil a) i λ= 645 nm 

(klorofil b) (Huang i sur., 2007).  

Udjeli klorofila a i b izračunaju se prema sljedećim jednadžbama:  

𝐾𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑎 (𝑚𝑔/𝐿) =  12,7 ×  𝐴663 ˗ 2,95 × 𝐴645

𝐾𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑎 (𝑚𝑔/𝐿) =  12,7 ×  𝐴663 ˗ 2,95 × 𝐴645
  (19) 

Rezultati se izražavaju kao ukupni klorofil: 

𝑈𝑘𝑢𝑝𝑛𝑖 𝑘𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 (𝑚𝑔/𝐿) =  𝑘𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑎 +  𝑘𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 𝑏

𝑈𝑘𝑢𝑝𝑛𝑖 𝑘𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 (𝑚𝑔/𝑔) =
𝑢𝑘𝑢𝑝𝑛𝑖 𝑘𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙 (𝑚𝑔/𝐿) × 50 𝑚𝐿

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎 × 1000

  (20) 

3.2.4.12. Određivanje udjela makro- i mikroelemenata  

Atomskom spektrometrijom uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) određeni su 

makroelementi i mikroelementi u ispitivanim sekundarnim biljnim sirovinama. U uzorcima je 

određen udjel sljedećih elemenata: Na, Mg, K, Ca, Fe, P, V, Mn, Cr, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Mo, 

Cd, Sn, Sb, Hg, Tl i Pb. Uzorci biljnog materijala usitnjen su u tarioniku i izvagani (0,2500 g). 

Nakon vaganja uzorci su mikrovalno razoreni uz dodatak 5 mL HNO3 (50 % v/v) (Tablica 2). 
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Uzorci su ostavljeni u teflonskoj posudi da se ohlade, a zatim razrijeđeni s ultračistom vodom na 

konačni volumen od 25 mL. Razaranje i mjerenje svake biljne vrste ponovljeno je najmanje tri 

puta (Tablica 3). Prije mjerenja uzorci su profiltrirani (crna vrpca) (Kara, 2009; Lamble i Hill, 

1998; Boumans, 1987). 

Tablica 2. Uvjeti mikrovalnog razaranja 

 1 2 3 

T [°C] 150 160 190 

P [W] 80 80 80 

t [min] 10 10 20 

Tablica 3. Uvjeti mjerenja na ICP-AES instrumentu 

Instrument Prodigy High Dispresive ICP 

Spektrometar Ešelatnog tipa 

RF-Generator free-running 40 MHz 

Protok plina (Argon) 

vanjski: 18 L/min 

pomoćni: 0,8 L/min 

za raspršivanje: 36 psi 

Plamenik Fasselov tip, DUAL-VIEW 

Raspršivač Pneumatski 

Komora za raspršivanje Ciklonska 

3.2.5. PRIPREMA JESTIVIH FILMOVA 

Za izradu filmova korištene su dvije vrste polimernih hidrokoloidnih materijala: pektin (P) i 

alginat (A), uz dodatak glicerola kao plastifikatora, te vodeni ekstrakt kore banane kao izvor 

bioaktivnih sastojaka za obogaćivanje filmova. Vodeni ekstrakt kore banane pripremljen je 

konvencionlanom ekstrakcijom (80 °C, 30 min). Proizvedeni su zasebni filmovi pojedinačnih 

nosača te filmovi kod kojih su nosači kombinirani u smjesi ili slojevima, kao što je prikazano u 

Tablici 4. 
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Tablica 4. Prikaz vrsta izrađenih filmova s pripadajućim oznakama 

Vrste Filmova Oznake 

kontrolni filmovi (u destiliranoj vodi) 

2 % pektin 2PV 

4 % pektin PV 

4 % alginat AV 

2 % alginat + 4 % pektin PAV 

čisti (zasebni) filmovi obogaćeni ekstraktom kore banane 

4 % pektin PE 

4 % alginat AE 

mješavine obogaćene ekstraktom kore banane 

4 % alginat + 2 % pektin [1:1] APE 

APE + PAV [1:1] MIX 

dvoslojni film obogaćen ekstraktom kore banane 

2 % pektin na 4 % alginat SLOJ 

Za proizvodnju filmova u staklene čaše odvaže se određena količina hidrokoloidnih 

praškastih materijala kako bi se pripremile: 4 % (w/v) otopina pektina i 2 % (w/v) otopina 

pektina te 4 % (w/v) otopina alginata. Za pripremu filmova, odvagana količina biopolimera 

prelivena je prethodno pripremljenim vodenim ekstraktom kore banane, dok su za pripremu 

kontrolnih filmova, s navedenim materijalima, suspenzije istih koncentracija pripremljene u 

destiliranoj vodi. Nakon miješanja pripremljenih otopina na magnetskoj miješalici tijekom 12 h, 

svim otopinama dodano je  1 % (w/v) glicerola (plastifikatora), provedena je homogenizacija na 

magnetskoj miješalici pri sobnoj temperaturi i kratkotrajno odzračivanje otopina (15 s) u 

ultrazvučnoj kupelji kako bi se uklonili eventualno nastali mjehurići zraka.  

U slučaju mješavina dvaju polimera pripremljene su mješavine omjera dvaju nosača 

50:50, w/w, jednostavnim miješanjem dviju otopina, dok se u slučaju proizvodnje filmova u 

slojevima također zadržao jednak omjer materijala (50:50, w/w), odnosno, prvo je nanesen sloj 

jednog polimera nakon čega je nanesen sloj drugog polimera iste mase. 

Iz ovako pripremljenih otopina formirani su filmovi lijevanjem u Petrijeve zdjelice (unutarnji 

promjer = 11,7 cm). U svaku Petrijevu zdjelicu izlijevano je 20 mL uzorka pomoću staklene 
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pipete na analitičkoj vagi te je konačna masa svih Petrijevih zdjelica ujednačena kako bi se 

osigurala homogenost i jednoličnost filmova. U slučaju formiranja filmova u slojevima izlijevano 

je najprije 10 mL jednog polimera nakon čega je lijevano 10 mL drugog polimera. Nakon 

izlijevanja otopina, Petrijeve zdjelice se postave na ravnu površinu i filmovi se suše na 

temperaturi od 30 °C tijekom 72 sata. Nakon sušenja, filmovi se uklanjaju iz Petrijevih zdjelica 

pomoću špatule i čuvaju u eksikatorima s osiguranim kontroliranim uvjetima vlage do analize. 

3.2.6. Karakterizacija filmova 

3.2.6.1. Određivanje debljine filmova 

Debljina filmova određena je pomoću digitalnog mikrometra (Helios-Preisser Digital Micrometer, 

Type 40 EX, Njemačka). Za svaki film debljina je određena na nekoliko različitih mjesta (min. 6) 

uključujući sredinu filma, a kao rezultat se uzima srednja vrijednost s pripadajućom devijacijom 

(μm). 

3.2.6.2. Određivanje udjela suhe tvari 

Udjel vode i suhe tvari filmova određen je gravimetrijskom metodom (određivanjem mase prije i 

nakon sušenja uzorka na 105 °C do konstantne mase) prema AOAC 930.15 metodi (1990a) 

opisanoj u poglavlju 3.2.3.1. 

3.2.6.3. Određivanje mehaničkih svojstava 

Mehanička svojstva filmova određena su analizatorom teksture korištenjem jednoosnog vlačnog 

ispitivanja. Učvršćivanje uzoraka izvedeno je korištenjem hvataljki u obliku potkove. Čvrsto i 

stabilno učvršćivanje uzoraka postignuto je korištenjem čeličnih čeljusti širine 30 mm i hrapave 

površine. Parametri ispitivanja namješteni su na razvlačenje (rastezanje), pri čemu je brzina 

prije testa bila namještena na 1,00 mms-1, a tijekom testa na 0,05 mms-1. Test se provodio do 

točke pucanja. Za određivanje mehaničkih svojstava jestivi filmovi su izrezani na trakice veličine 

1x4 cm. Prije samog ispitivanja svi uzorci bili su temperirani na sobnu temperaturu pri kojoj su 

se analize i provodile (21±0,5 °C). Na temelju dimenzija uzoraka, početna deformacijska visina 

mjerila se kao udaljenost između dvije čeljusti, a površina opterećenja izračunala kao 

deformacijska visina ×  širina uzorka. Caucheyjevo naprezanje opisano jednadžbom (21) 

izabrano je kao prikladno za proračun s obzirom na to da funkcionira pri malim produženjima i 

elastičnim deformacijama, koje su prisutne u uzorku.  
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𝜀 =  
𝛿𝐿

𝐿0
     (21) 

gdje su: 

δL – promjena u dužini uzorka nastala zbog djelovanja vlačne sile  

L0 – deformacijska visina 

Završno naprezanje računa se kao produženje uzorka do točke pucanja. Opterećenje je 

dobiveno kao omjer primijenjene sile (F) i stvarne poprečne površine uzorka. Za računanje 

opterećenja korištena je površina opterećenja u opuštenom stanju, a ne stvarna površina 

opterećenja, s obzirom na to da je sužavanje materijala (pojava lokaliziranog smanjenja 

presjeka materijala tijekom plastične deformacije) bilo minimalno. 

3.2.6.4. Određivanje boje 

Za određivanje boje razvijene su instrumentalne metode kojima se ona može numerički izraziti 

(Konica-Minolta, 1998). Za prehrambene se proizvode najčešće koristi CIELAB metoda 

ustanovljena od strane Commission Internationale de L'Eclairage (Lancaster i sur., 1997). 

 

Postupak rada 

Boja jestivih filmova određivala se kolorimetrom pri čemu su se mjerile L*, a* i b* vrijednosti, a 

kontrola mjerenja obavljala se preko softvera Spectra Magic NX. Sva mjerenja bila su u SCI 

(Specular Component Included) modu. Za svaki pojedinačni film mjerenje je provedeno na 

nekoliko različitih mjesta.  

Parametar L* predstavlja mjeru svjetlosti čija se vrijednost kreće od 0 (crno) do 100 (bijelo). 

Parametar a*, ovisno o predznaku, iskazuje spektar od crvene (+ a*) do zelene boje (- a*), dok 

parametar b* iskazuje spektar od žute (+ b*) do plave boje (- b*).  

Pomoću vrijednosti L*, a* i b* moguće je izračunati ΔE, odnosno ukupnu promjenu boje 

(kolorimetrijsku razliku) (Konica-Minolta, 1998). ΔE izračuna se po sljedećoj formuli:  

𝛥𝐸𝑎𝑏
∗ = √(𝐿∗ − 𝐿𝑟𝑒𝑓

∗ )2 + (𝑎∗ − 𝑎𝑟𝑒𝑓
∗ )2 + (𝑏∗ − 𝑏𝑟𝑒𝑓

∗ )2   (22) 

gdje su: 

L*, a*, b* – parametri boje ispitivanog uzorka  
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L*ref, a*ref, b*ref – parametri boje referentnog uzorka  

Kolorimetrijska razlika opisuje odstupanje od originala. Odstupanje boja može se provesti na 

osnovu vrijednosti kolorimetrijske razlike prema sljedećim kriterijima: ΔE <0.2 - razlika boje se 

ne vidi; ΔE = (0,2 – 1) - razlika boje se primjećuje; ΔE = (1 – 3) - razlika boje se vidi; ΔE = (3 – 

6) - razlika boje se dobro vidi; ΔE >6 - očigledna odstupanja boje. 

Iz izmjerenih parametara L*, a* i b*, pomoću formula (22 i 23), izračunaju se parametri C i H°. 

Parametar C predstavlja zasićenje ili intenzitet boje, pri čemu je zasićenost boje slabija što su 

niže vrijednosti. Parametar H° predstavlja vizualni doživljaj boje (0 – 90° je crveno-narančasta 

boja; 90 – 180° je žuto-zelena boja; 180 – 270° je plavo-zelena boja; 270 – 360° je plavo-

ljubičasta boja).  

𝐶 =  √(𝑎
∗
)

2
+ (𝑏

∗
)

2
    (23) 

𝐻° =  𝑡𝑎𝑛−1 (
𝑏∗

𝑎∗
)      (24) 

3.2.6.5. Određivanje bioaktivnog sastava jestivih filmova 

Za određivanje bioaktivnog sastava filmova pripremljene su otopine svih uzoraka filmova u vodi, 

otapanjem 0,1 – 0,2 g filmova u 5 mL destilirane vode miješanjem na magnetskoj miješalici 

tijekom 24 h. Dobivene otopine svih filmova su nakon otapanja centrifugirane (5000 rpm, 

5 min) te je za analize korišten samo bistri supernatant. 

3.2.6.6. Otpuštanje bioaktivnih spojeva iz formuliranih filmova 

Otpuštanje bioaktivnih spojeva iz formuliranih filmova praćeno je izuzimanjem alikvota uzoraka 

iz odgovarajućeg medija u određenim vremenskim razmacima (0 – 24h). Kao medij za 

otpuštanje korištena je otopina simulacijskih uvjeta gastrointestinalnog trakta pri niskom pH 

(pH=2,0). Kao parametri kojima se određivala kinetika otpuštanja su udjel ukupnih polifenola s 

Folin-Ciocalteu reagensom (poglavlje 3.2.4.1.) te antioksidacijski kapacitet ABTS metodom 

(poglavlje 3.2.4.3.). Za određivanje kinetike otpuštanja, približno 0,5 g usitnjenih filmova 

suspendira se u 30 mL medija. Čestice su konstatno miješane na magnetskoj miješalici 

(namještenoj na 100 rpm) te se u određenim vremenskim razmacima iz otopine izuzima po 

2 mL tekućine. Uzorci se dalje uzimaju u određenim vremenskim razmacima do posljednjeg 

uzorkovanja u 3. satu.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

U ovom radu korišteno je šest sekundarnih biljih sirovina (kora banane, ljuska kakaovog zrna, 

mahuna graška, ljuska crvenog luka, kora cikle i ljuska oraha) kojima je određen sastav 

osnovnih nutrijenata te udjel mikro- i makroelemenata i pigmenata. Etanolnom ekstraktu svih 

odabranih biljnih sirovina i vodenom ekstraktu kore banane analiziran je bioaktivni sastav 

određivanjem polifenola i antioksidacijskog kapaciteta. Vodeni ekstrakt kore banane odabran je 

kao izvor bioaktivnih sastojaka kojima su se obogatili jestivi filmovi na bazi alginata i pektina. U 

svrhu poboljšanja fizikalno-kemijskih svojstava jestivih filmova, uz čiste zasebne filmove svakog 

pojedinog biopolimera, pripremljene su i kombinacije biopolimera izlijevanjem mješavine ili 

sloja. Pripremljenim filmovima određena su fizikalno-kemijska, mehanička i bioaktivna svojstva 

te su uspoređeni rezultati kontrolnih filmova i onih obogaćenih ekstraktom kore banane.  

4.1. Osnovni sastav sekundarnih biljnih sirovina 

Sastav osnovnih nutrijenata sekundarnih biljnih sirovina (udjel masti, proteina, mineralnih tvari, 

prehrambenih vlakana, prirodnog inverta, saharoze) izraženi su kao postotak suhe tvari te su 

redom prikazani za: koru banane (Slika 5), ljusku kakaovog zrna (Slika 6), mahunu graška (Slika 

7), ljusku crvenog luka (Slika 8), koru cikle (Slika 9) i ljusku oraha (Slika 10). Dobiveni rezultati 

za osnovni sastav, makro- i mikroelemente te pigmente kore cikle nisu uspoređeni s literaturnim 

podacima zbog nedostatka istih.  

 

Slika 5. Sastav (% suhe tvari) osnovnih nutrijenata kore banana (KB)  
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Slika 6. Sastav (% suhe tvari) osnovnih nutrijenata ljuske kakaovog zrna (LJKZ) 

 

Slika 7. Sastav (% suhe tvari) osnovnih nutrijenata mahune graška (MG)  

 

Slika 8. Sastav (% suhe tvari) osnovnih nutrijenata ljuske crvenog luka (LJCL) 
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Slika 9. Sastav (% suhe tvari) osnovnih nutrijenata kore cikle (KC) 

 

Slika 10. Sastav (% suhe tvari) osnovnih nutrijenata ljuske oraha (LJO) 
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KB (9,18 %), LJCL (6,06 %), a najmanji u LJO (1,75 %). Vidljiva je sukladnost dobivenih 

rezultata s prethodnim istraživanjima koji pokazuju vrijednosti izražene na isti način, primjerice 

od 15,79 do 15,85 % za LJKZ (Martínez i sur., 2012), 13,37 % za MG (Belghith-Fendri i sur., 

2016), 8,85 % za KB (Agama-Acevedo i sur., 2015), 6,92 % za LJCL  i 1,29 % za LJO (Vojvodić 

i sur., 2016). 

Najveći udjel mineralnih tvari određen je u KB (13,95 %), zatim u KC (12,07 %), LJCL 

(10,95 %), LJKZ (9,30 %) te MG (6,26 %), dok je u LJO određen znatno manji udjel mineralnih 

tvari u odonosu na druge sirovine (0,92 %). Rezultati dobiveni u ovom radu sukladni su 

referentnim literaturnim podacima udjela mineralnog ostatka u sekundarnim biljnim sirovinama 

koji pokazuju vrijednosti (izražene kao postotak na suhu tvar) od 1,02 % za LJO (Vojvodić i 

sur., 2016), 6,6 % za MG (Mateos-Aparicio i sur., 2010), 6,76 – 7,35 % za LJKZ (Martínez i sur., 

2012), 9,35 % za LJCL (Vojvodić i sur., 2016) te 13,42 % za KB (Aboul-Enein i sur., 2016).  

Najmanji udjel prehrambenih vlakana određen je u KC (33,25 %) i KB (38,96 %). U ostalim 

sirovinama udjel je >50 %, odnosno 53,26 % u LJCL, 53,94 % u MG, 68,83 % u LJKZ te daleko 

najveći udjel prehrambenih vlakana od svih sirovina određen je u LJO (93,50 %). Literaturne i 

određene vrijednosti za udjel prehrambenih vlakana nisu izravno usporedive zbog 

nedosljednosti u pripremi uzoraka i analitičkih protokola. Literaturni podaci (izraženi kao 

postotak na suhu tvar) iznose 43,77 % za KB (Agama-Acevedo i sur., 2015), 43,87 % i 58,6 % 

za MG (Belghith-Fendri i sur., 2016; Mateos-Aparicio i sur., 2010), 51,88 – 56,70 % za LJKZ 

(Martínez i sur., 2012), a za LJCL 654 mg/g (Benítez i sur., 2017). Za LJO nisu pronađeni 

referentni podaci o ukupnom udjelu prehrambenih vlakana, ali udjel netopivih prehrambenih 

vlakana (hemiceluloze, lignina i celuloze) u radu Kara (2011) iznosi 97 % udjela suhe tvari, što 

je daleko više od udjela ukupnih prehrambenih vlakana u ostalim sirovinama. 

Prema dobivenim rezultatima, analizirane sekundarne biljne sirovine sadrže relativno mali udjel 

prirodnog inverta i saharoze, uz iznimku KB. Najveći udjel prirodnog inverta sadrži KB 

(17,02 %), potom MG (10,57 %), LJCL (3,33 %), KC (2,10 %), LJO (1,70 %) te LJKZ (0,62 %). 

U KB određen je daleko veći udjel saharoze (9,78 %) u odnosu na ostale sirovine, zatim u MG 

(2,43 %), LJCL (1,13 %), LJKZ (0,21 %) te u LJO i KC u kojima je određen jednak udjel 

(0,10 %). Prema dostupnim literaturnim podacima, udjel saharoze u MG iznosi 7,9 g/100 g s. 

tv. (Mateos-Aparicio i sur., 2010), 40,22 mg/g s tv. u KB (Pereira i sur.,  2017), 38 – 51 m/g s. 

tv. u LJCL (Benítez i sur., 2011), 1 % s. tv. LJKZ te <1 % s. tv. LJO (Vojvodić i sur., 2016). 
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Udjeli makroelemenata u ispitivanim sekundarnim biljnim sirovinama prikazani su u Tablici 5, a 

udjeli mikroelemenata u Tablici 6. 

Tablica 5. Udjeli makroelemenata (µg/g) u sekundarnim biljnim sirovinama 

µg/g KB LJKZ MG LJCL KC LJO 

Na 38±0 33±1 116±6 415±16 4380±189 11±1 

Mg 150±14 5671±168 3330±127 2149±61 6570±356 240±4 

K 75061±563 33636±878 14827±432 6944±238 41854±1366 2780±49 

Ca 2698±3 2800±89 10787±207 22828±606 2851±153 1876±22 

Fe 33±4 306±5 114±9 1465±59 159±10 56±7 

P 2900±31 6014±226 3128±84 1323±96 7811±393 305±5 

Tablica 6. Udjeli mikroelemenata (µg/g ili µg/kg) u sekundarnim biljnim sirovinama 

µg/g KB LJKZ MG LJCL KC LJO 

Cu 2900±31 6014±226 3128±84 1323±96 7811±393 305±5 

Zn 49±2 38±2 18±2 13±1 14±0 1±0 

Mo 135±3 300±4 103±34 2149±61 580±11 261±36 

Hg 49±2 200±15 13±2 1326±96 36±1 23±1 

Tl 5±0 16±0 10±0 13±1 94±3 2±0 

µg/kg       

V 38±0 33±1 116±6 415±16 4380±189 11±1 

Mn 1501±14 567±168 3330±127 2149±61 6570±356 240±4 

Cr 75061±563 33636±878 14827±432 6944±238 41854±1366 2780±49 

Co 2698±3 2800±89 10787±207 22828±606 2851±153 1876±22 

Ni 33±4 306±5 114±9 1465±59 159±10 56±7 

As 91±6 227±4 34±3 748±20 8±0 9±0 

Se 13±0 91±3 10±1 415±16 26±1 2±0 

Cd 11±7 142±1 33±3 6944±238 421±8 1±0 

Sn 23±1 20±1 169±54 22828±606 17±1 13±1 

Sb 8±1 8±1 21±2 1465±59 9±1 3±0 

Pb 49±8 150±4 633±156 748±20 152±4 42±1 
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Općenito najzastupljeniji makroelement u odabranim sekundarnim biljnim sirovinama je K 

kojeg je najviše određeno u KB (75061 µg/g). No, u LJCL najzastupljeniji makroelement je Ca 

(22828 µg/g). Na, Mg i P je daleko više u KC (4380 µg/g, 6570 µg/g i 7811 µg/g) nego u 

ostalim sirovinama, dok je Ca i Fe najviše u LJCL (22828 µg/g i 1465 µg/g). U KB, MG i KC 

najmanje je Fe (33 µg/g, 114 µg/g i 159 µg/g), a u LJKZ, LJCL i LJO Na (33 µg/g, 415 µg/g i 

11 µg/g). Općenito ukupan udjel određivanih makroelemenata najveći je u KB (80880 µg/g), a 

u LJO je daleko najmanji (5268 µg/g). Udjeil K i Ca u KB u rezultatima Aboul-Eneina i suradnika 

(2016) (9,39 i 0,44 g/100 g s. tv.) nešto je veći od udjela određenog u ovom radu no, Feumba i 

suradnici (2016) odredili su znatno manji udjel Ca (19,86 mg/100 g). Udjeli Na, Mg i Fe 

određenih u ovom radu znatno su manji od udjela koje su odredili Aboul-Enein i suradnici 

(2016) (0,18 i 0,71 g/100 g s. tv te 96,50 mg/kg), a veći udjel Fe odredili su i Feumba i 

suradnici (2016) (15,15 mg/100 g). No, određeni udjel P znatno je veći od udjela u rezultatima 

Aboul-Eneina i suradnika (2016) (0,09 g/100 g s. tv.). Udjel K (0,409 g/100 g s. tv.) nešto je 

manji, dok su udjeli Na, Ca i Mg (1,739, 3,043 i 0,507 g/100 g s. tv.) nešto veći u rezultatima 

Belghith-Fendria i suradnika (2016) u MG, u odnosu na ovo istraživanje, no, odstupanja nisu 

velika kao u slučaju mikroelemenata. Dobiveni rezultati makroelemenata u MG slični su 

rezultatima Mateos-Aparicioa i suradnika (2010). Udjeli makroelemenata određeni u ovom 

istraživanju u LJCL i LJO razlikuju se od udjela u istraživanju Beníteza i suradnika (2011), u čijim 

je rezultatima vidljivo da udjeli makroelemenata uvelike ovise o varijetetu luka, te Queirósa i 

suradnika (2019). Tako su Beníteza i suradnici (2011) u vanjskoj smeđoj ljusci luka odredili 

udjel 4,2 – 7,3 mg/g s. tv. K, 22,1 – 30,7 mg/g s. tv. Ca i 1,1 – 1,5 mg/g s. tv. Mg. Queirós i 

suradnici (2019) u LJO odredili su znatno veći udjel Ca (9080,8 mg/kg s. tv.), koji je i 

najzastupljeniji makroelement u LJO u tom istraživanju, Fe (3094,8 mg/kg s. tv.), Na 

(554,5 mg/kg s. tv.), Mg (1283,0 mg/kg s. tv.), K (5202,4 mg/kg s. tv.) i P (691,4 mg/kg s. tv.).  

Općenito najzastupljeniji mikroelement je Cu, a najviše ga je određeno u KC (7811 µg/g). No, 

u LJCL najviše je zastupljen Mo (2149 µg/g). U KB i LJKZ najmanje je Sb (8 µg/kg), dok je u 

MG, LJCL i LJO najmanje Se (10 µg/kg, 415 µg/kg i 2 µg/kg), a u KC As (8 µg/kg). V, Mn, Cu i 

Tl određeno je najviše u KC, a u KB Cr i Zn. Co, Ni, As, Se, Cd, Sn, Sb, Pb, Mo i Hg određeni su 

u LJCL u puno većim udjelima u odnosu na ostale sirovine, stoga se može zaključiti da je od 

svih odabranih sekundarnih biljnih sirovina LJCL najbogatija mikroelementima. V, Mn, Cr, Co, 

Se, Cd, Sn, Sb, Pb, Cu, Zn i, već spomenuti Tl, najmanje su zastupljeni u LJO, iz čega je vidljivo 

da su u istoj mikroelementi općenito najmanje zastupljeni. Udjeli Cu i Zn određeni u ovom radu 
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u KB veći su od udjela u rezultatima Aboul-Eneina i suradnika (2016) (3,73 mg/kg i 27,95 

mg/kg), a udjel Zn veći je i od udjela koji su odredili Feumba i suradnici (2016) (1,72 mg/100 

g). No, određeni udjel Mn znatno je manji od udjela koji su odredili Aboul-Eneina i suradnici 

(2016) (35,01 mg/kg) te Feumba i suradnici (2016) (9,05 mg/100 g). Udjeli Mn, Cu i Zn 

(mg/100 g s. tv.) koje su odredili Belghith-Fendri i suradnici (2016) te Mateos-Aparicio i 

suradnici (2010) u MG (0,923, 1,086 i 0,923; 0,27, 0,06 i 0,16), znatno su manji od udjela 

određenih u ovom radu. Udjeli mikroelemenata određeni u ovom istraživanju u LJCL i LJO 

razlikuju se od udjela određenih u istraživanju Beníteza i suradnika (2011), u čijim je rezultatima 

vidljivo da udjeli mikroelemenata uvelike ovise o varijetetu luka, i Queirósa i suradnika (2019). 

Beníteza i suradnici (2011) su u vanjskoj smeđoj ljusci luka odredili (μg/g s. tv.) 119,8 – 419,4 

Fe, 14,9 – 419,4 Zn, 8,3 – 25,3 Mn i 0,9 – 1,5 Se. Udjeli mikroelemenata koje su odredili 

Queirós i suradnici (2019) u LJO znatno se razlikuju od udjela dobivenih u ovom istraživanju. 

Tako su Queirós i suradnici (2019) odredili znatno manji udjel Cu (6,2 mg/kg s. tv.), Zn 

(18,1 mg/kg s. tv.) i Mo (9,9 mg/kg s. tv.), a znatno veći udjel Mn (110,9 mg/kg s. tv.) i Zn 

(18,1 mg/kg s. tv.). Dostupni su literaturni podaci za mineralni sastav epikarpa kakaovca 

(Ozung i sur., 2016), no ne i za ljusku kakaovog zrna. Razlike u udjelima makro- i 

mikroelemenata određenim u ovom radu u odnosu na literaturne podatke posljedica su mnogih 

čimbenika, kao što su vrsta tla, geografski položaj, okolišni uvjeti, botanička struktura biljke, 

koji utječu na unos mineralnih tvari iz zemlje u biljku i dr. 

4.2. Analiza bioaktivnog sastava odabranih sekundarnih biljnih sirovina 

Udjeli pigmenata u ispitivanim sekundarnim biljnim sirovinama prikazani su u Tablici 7.  

Tablica 7. Udjeli pigmenata u ispitivanim sekundarnim biljnim sirovinama 

Uzorak 
Klorofil a 

(μg/g uzorka) 

Klorofil b 

(μg/g uzorka) 

Karotenoidi 

(μg/g uzorka) 

Antocijani 

(mg Ac/g uzorka) 

KB 13,63±0,00 25,55±0,00 61,15±0,22 0,55±1,17 

LJKZ 14,05±0.00 66,16±0,00 18,73±0,26 n.d. 

MG 97,59±0,69 30,34±5,35 21,50±0,04 1,58±0,00 

LJCL 17,01±2,96 65,07±1,09 17,82±0,27 3,80±0,06 

KC 71,32±0,00 146,99±0,00 10,01±0,00 105,59±6,17 

LJO 14,05±0,00 66,16±0,00 11,10±0,07 n.d. 

*n.d. – nisu detektirani 
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Prema dobivenim rezultatima, od svih određivanih pigmenata, općenito je najzastupljeniji 

klorofil, točnije klorofil b, i to u KC (146,99 μg/g), a najmanje su zastupljeni antocijani i to u KB 

(0,55 mg/g), u kojoj ima najviše karotenoida (61,15 μg/g). Udjeli pigmenata uvelike ovise o 

stupnju zrelosti, varijetetu, predtretmanu, uvjetima skladištenja i drugim čimbenicima te su u 

skladu s time pronađeni različiti literaturni podaci udjela pigmenata u odabranim biljnim 

vrstama. Fu i suradnici (2018) odredili su 29,64 μg/g svježeg uzorka karotenoida i 23,75 μg 

cijanidin-3-rutinozida/g svježeg uzorka antocijana u KB. Vu i suradnici (2019) odredili su u KB 

64 μg/g suhog uzorka karotenoida čiji udjel raste i za 50 % povećanjem stupnja zrelosti, a ovisi 

i o varijetetu i tretmanu etilenom, dok je udjel klorofila u istom istraživanju u početnoj fazi 

dozrijevanja 291 μg/g suhog uzorka te 13 μg/g suhog uzorka u punoj zrelosti. Belghith-Fendri i 

suradnici (2016) u MG odredili su veći udjel klorofila a (18,067 mg 100 g s. tv.) i klorofila b 

(11,530 mg 100 g s. tv.) u odnosu na ovo istraživanje. Lessa i suradnici (2017) odredili su 0,2 

mg β-karotena/100 g karotenoida u LJKZ. Albishi i suradnici (2013) odredili su udjel antocijana 

od 10,04±0,91 mg antocijanidin-3-glukozida/100 g u vanjskoj ljusci luka. Za ostale sirovine nije 

pronađen literaturni podatak udjela pigmenata u istima. 

4.2.1. Udjeli ukupih polifenola, flavonoida i neflavonoida u etanolnim ekstraktima 

ispitivanih sekundarnih biljnih sirovina 

 

Slika 11. Udjel ukupnih polifenola (mg EKG/g uzorka) u etanolnom ekstraktu ispitivanih 

sekundarnih biljnih sirovina 
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Rezultati određivanja udjela ukupnih polifenola (UP) u etanolnim ekstraktima ispitivanih 

sekundarnih biljnih sirovina prikazani su na Slici 11 kao zbroj ukupnih flavonoida (UF) i 

neflavonoida (UN). U LJCL određen je najveći udjel UP u odnosu na druge sirovine (55,18±0,96 

mg EKG/g uzorka). Najmanji udjel određen je u LJKZ (6,37±0,96 mg EKG/g uzorka). Poredak 

ostalih sirovina prema udjelu UP prikazan je padajućim nizom: KB>KC>MG>LJO. Između KB 

(13,52±0,3 mg EKG/g uzorka) i KC (13,07±0,5 mg EKG/g uzorka) određena je vrlo mala razlika 

u udjelu UP. Najveći udjel UF određen je u LJCL (26,63±0,87 mg EKG/g uzorka), a najmanji u 

LJKZ (3,38±0,12 mg EKG/g uzorka). Poredak ostalih sirovina prema udjelu UF prikazan je 

padajućim nizom: KC>KB>MG>LJO. Poredak sirovina prema udjelu UF u korelaciji je s 

poretkom sirovina prema udjelu UP, osim što je udjel UF veći u KC u odnosu na KB. Međutim, 

poredak sirovina prema zastupljenosti UF u UP je znatno drugačiji te je prikazan padajućim 

nizom: KC>LJKZ>KB>LJCL>MG>LJO. Iz rezultata je vidljivo da je udjel UF u UP u KC znatno 

veći u odnosu na druge sirovine te iznosi 77 %. Najveći udjel UN određen je u LJCL 

(22,85±0,09 mg EKG/g uzorka), a najmanji u LJKZ (3,00±0,09 mg EKG/g uzorka). Poredak 

ostalih sirovina prema udjelu UN prikazan je padajućim nizom: KB>MG>LJO>KC. Budući da je 

iz udjela UP i UN određen udjel UF, povezan je odnos između ove tri veličine. Stoga je poredak 

sirovina prema udjelu UN u UP obrnut poretku UF u UP. Tako je u LJO određen najveći udjel UN 

u UP u odnosu na ostale sirovine te iznosi 56 %.  

Literaturni podaci udjela UP u ekstraktima odabranih sekundarnih biljnih sirovina prikazani su u 

Tablici 8.  

Tablica 8. Literaturni podaci ekstrakcije ukupnih polifenola (UP) za odabrane sekundarne biljne 

sirovine 

Uzorak Vrsta ekstrakcije 
Parametri 

ekstrakcije 
Udjel UP Referenca 

KB 

ultrazvučna kupelj 
voda:metanol, 

5 min 

29,2 mg GAE/g 

uzorka 

Rebello i sur. 

(2014) 

konvencionalna 

ekstrakcija 

voda, sobna 

temperatura, 

tijekom noći 

9,89 mg GAE/g s.tv. 
Aboul-Enein i 

sur. (2016) 
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 * nastavak Tablice 8 

 
konvencionalna 

ekstrakcija 
voda, 60 °C, 12 h 

5 mg GAE/100 g s. 

tv. 

Hernández-

Carranza i sur. 

(2015) 

LJKZ 

ekstrakcija 

mikrovalovima 

80 %-tni  etanol, 

>50 °C, 5 min, 

500 W 

23,36 mg GAE/g 

uzorka 

Nsor-Atindana i 

sur. (2012) 

konvecionalna 

ekstrakcija 

čisti etanol, sobna 

temperatura, 24 h 

80,17 i 82,37 mg 

GAE/100 g 

Martínez i sur. 

(2012) 

ekstrakcija 

puslirajućim 

električnim poljem 

voda, 50 Hz 
17,88 – 55,16 mg 

GAE/g s. tv. 

Barbosa-

Pereira i sur. 

(2018) 

LJCL 

ekstrakcija 

superkritičnom 

vodom 

30 bara, 30 min, 

170 – 230 °C 

171,83 – 264,62 

(mg GAE/g s. tv.) 
Munir i sur. 

(2018) 
konvencionalna 

ekstrakcija 

70 %-tni etanol, 

60 °C, 3 h 

26,22 – 99,72 (mg 

GAE/g s. tv.) 

konvencionalna 

ekstrakcija 

75 %-tni etanol, 

37 °C, 24 h 

53,61 mg GAE/g 

ekstrakta 

Elsebaie i Essa 

(2018) 

MG refluksiranje 
80 %-tni 

kloroform, 60 °C 

8,00 mg  

GAE/g s. tv. uzorka 

Babbar i sur. 

(2014) 

KC 

konvencionalna 

ekstrakcija 

80 %-tni metanol, 

45 min 

24,10 mg GAE/g 

uzorka 

Kujala i sur. 

(2001) 

konvencionalna 

ekstrakcija 
voda, 11 min 

15,5 mg GAE/g 

uzorka 

Kujala i sur. 

(2000) 

konvencionalna 

ekstrakcija 

80 %-tni metanol, 

1 min 

4,30 mg GAE/g s. 

tv. 

Kähkönen i sur. 

(1999) 

LJO 

konvencionalna 

ekstrakcija 

95 %-tni etanol, 

45 °C, 4 h 

14,81 g GAE/100 g 

uzorka 

Wang i sur. 

(2014) 

Soxhlet ekstrakcija 
čisti etanol, 60 °C, 

30 min 

9,39 – 32,11 mg 

GAE/100 g uzorka 

Akbari i sur. 

(2012) 

ultrazvučna sonda 
50 %-tni etanol, 

25 °C, 15 min 

51,2 mg GAE/g s. 

tv. uzorka 

Han i sur. 

(2018) 

 * s. tv. – suha tvar 
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Martínez i suradnici (2012) odredili su znatno manji udjel UP u LJKZ u odnosu na ovaj rad, a u 

istom istraživanju metanol:aceton otopina doprinjela je skoro duplo većem prinosu UP (154,43 i 

144,83 mg GAE/100 g) u odnosu na čisti etanol. Elsebaie i Essa (2018) su u svom istraživanju 

ekstrakciju UP provodili s 50, 75 i 100 %-tnim metanolom, među kojima je 75 %-tni metanol 

imao najbolju ekstrakcijsku učinkovitost. Kujala i suradnici (2001) su u svom istraživanju u KC 

odredili veći udjel UP uporabom većeg volumena otapala i duljom ekstrakcijom koja je 

ponovljena još dva puta, a pri tom se udjel UP ne razlikuje znatno pri korištenju 80 %-tnog 

metanola (24,1±0,3 mg/g GAE) ili vode kao otapala (20,5±0,4 mg/g GAE). Akbari i suradnici 

(2012) dokazali su da udjel UP varira ovisno o varijetetu LJO. Han i suradnici (2018) dokazali su 

da veličina čestica uzorka uvelike utječe na prinos UP te su veličine čestica 0,354 – 0,150 mm u 

tom istraživanju doprinjele najboljoj ekstrakcijskoj učinkovitosti. Razlike u udjelu UP u 

ekstraktima analiziranim u ovom radu s dostupnih literaturnim podacima mogu se pripisati 

korištenju različitih varijeteta sekundarnih biljnih sirovina, njihovom stupnju zrelosti, a i samoj 

pripremi materijala i u konačnici korištenjem različitih otapala. 

4.2.2. Antioksidacijski kapacitet 

 

Slika 12. Antioksidacijski kapacitet (μmol Trolox-a/g uzorka) etanolnog ekstrakta sekundarnih 

biljnih sirovina 

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta, određenih ABTS i DPPH metodama, prikazan je na Slici 

12. Vrijednosti dobivene DPPH metodom niže su od vrijednosti dobivenih ABTS metodom, što je 

i očekivano s obzirom na različit mehanizam djelovanja tih dviju metoda i različitu reaktivnost  
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ABTS i DPPH radikala. DPPH radikal ima veću stabilnost (a time i nižu reaktivnost), reagira s 

polifenolima, ali ne i s polifenolnim kiselinama. Prednost ABTS radikala je njegova visoka 

reaktivnost (Mareček i sur., 2017). Iz rezultata je vidljivo da prema ABTS metodi najveći 

antioksidacijski kapacitet ima LJCL (287,96±2,47 μmol Trolox-a/g uzorka), a najmanji MG 

(55,61±14,79 μmol Trolox-a/g uzorka). Isti je poredak i za rezultate određene DPPH metodom, 

s vrijednostima 79,01±0,69 μmol Trolox-a/g uzorka za LJCL i 17,19±0,35 μmol Trolox-a/g 

uzorka za MG. Poredak ostalih sirovina prema antioksidacijskom kapacitetu određenom ABTS 

metodom prikazan je padajućim nizom: LJCL>KC>KB>LJKZ>LJO>MG. Poredak ostalih sirovina 

prema antioksidacijskom kapacitetu određenom DPPH metodom prikazan je padajućim nizom: 

LJCL>KB>KC>LJO>LJKZ>MG. U istraživanju Rebelloa i suradnika (2014) antioksidacijski 

kapacitet KB određen ABTS metodom iznosio je 242,2 μM Trolox-a/g, a vrijednost 

antioksidacijskog kapaciteta LJKZ koje su odredili Barbosa-Pereira i suradnici (2018) iznosi 

101,10 – 321,97 μM Trolox-a/g s. tv., što je u skladu sa znatno većim udjelom UP ekstrahiranih 

ultrazvukom, odnosno pulsirajućim električnim poljem, nego u ovom radu. Martínez i suradnici 

(2012) ABTS metodom (2,56 – 2,89 μM TE/g) odredili su veći antioksidacijski kapacitet nego 

DPPH metodom (1,57 – 1,71 μM TE/g) u LJKZ, kao što je općenito uočeno i u ovim radu, a te 

vrijednosti su znatno manje od vrijednosti dobivenih u ovom radu što je u skladu s određenim i 

manjim udjelom UP. Babbar i suradnici (2014) odredili su da MG reducira DPPH radikal 72 %, a 

butilirani hidroksitoluen (BHT), sintetski antioksidans, 82 %. U istraživanju Munira i suradnika 

(2018) antioksidacijski kapacitet LJCL određen DPPH metodom iznosio je 66,52 – 

157,64 mmol Trolox-a/g s.tv. što je u skladu s vrijednošću dobivenom u ovom radu, s obzirom 

na slične ekstrakcijske uvjete. U istom istraživanju dokazano je da je veličina čestica vrlo bitna 

za ekstrakcijsku učinkovitost, tj. UP, UF i DPPH vrijednosti su veće što je velična čestica uzorka 

manja. Sawicki i suradnici (2016) odredili su antioksidacijski kapacitet ABTS metodom u KC od 

51,29 μmol Trolox/g s. tv., dok je DPPH metodom isti iznosio 54,78 μmol Trolox/g s. tv., ali 

obje vrijednosti su manje od vrijednosti određenih u ovom radu. Akbari i suradnici (2012) 

odredili su da LJO reducira DPPH radikal 7,99 – 17,27 %.  
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4.2.3. Udjeli odabranih grupa polifenolnih spojeva 

 

Slika 13. Udjel hidroksicimetnih kiselina (mg kafeinske kiseline/g uzorka) u etanolnim 

ekstraktima ispitivanih sekundarnih biljnih sirovina 

 

Slika 14. Udjel proantocijanidina (mg (+)-katehina/g uzorka)u etanolnim ekstraktima 

ispitivanih sekundarnih biljnih sirovina 
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Tablica 9. Udjel flavona, flavonola i flavan-3-ola u etanolnim ekstraktima ispitivanih 

sekundarnih biljnih sirovina 

Uzorak 
Flavoni i flavonoli 

(mg kvercetina/g uzorka) 

Flavan-3-oli                                  

(mg (+)- katehina/g uzorka) 

KB 1,14±0,06 0,96±0,06 

LJKZ n.d. 1,06±0,03 

MG 0,83±0,20 0,85±0,04 

LJCL 12,84±0,55 n.d. 

KC n.d. n.d. 

LJO n.d. 0,95±0,05 

    *n.d. – nisu detektirani 

Od neflavonoida, u sekundarnim biljnim sirovinama određivan je udjel hidroksicimetnih 

kiselina te su rezultati prikazani na Slici 13. Najveći udjel hidroksicimetnih kiselina određen je u 

LJCL (13,29±0,57 mg kafeinske kiseline/g uzorak) i KB (10,60±0,20 mg kafeinske kiseline/g 

uzorak), dok su u ostalim sirovinama udjeli znatno manji. Najmanji je udjel u MG (2,47±0,06 

mg kafeinske kiseline/g uzorak), iako je u njoj određeno više UP i UN u odnosu na LJO i LJKZ. 

Udjel hidroksicimetnih kiselina u ostalim sirovinama prikazan je padajućim nizom: 

KC>LJKZ>LJO. Od flavonoida u sekundarnim biljnim sirovinama određivani su 

proantocijanidini (Slika 14), flavoni i flavonoli te flavan-3-oli (Tablica 9). Najveći udjel 

proantocijanidina određen je u LJO (12,00±0,16 mg (+)-katehina/g uzorka), a najmanji udjel u 

MG (2,55±0,44 mg (+)-katehina/g uzorka). Udjel proantocijanidina u ostalim sirovinama 

prikazan je padajućim nizom LJKZ>KC>KB>LJCL>MG. Najveći udjel flavona i flavonola određen 

je u LJCL (12,84±0,55 mg kvercetina/g uzorka), što je puno veći udjel u odnosu na KB i MG 

(1,14±0,06 i 0,83±0,20 mg kvercetina/g uzorka) u kojima je određen približan udjel, dok isti 

nisu detektirani u ostalim sirovinama. Određeni udjel flavan-3-ola podjednak je za sve sirovine u 

kojima su isti detektirani, a najveći je u LJKZ (1,03±0,03 mg (+)- katehina/g uzorka). S obzirom 

na to da su koristili brašno KB koje je podvrgnuto termičkoj obradi, udjel flavan-3-ola (0,13 mg 

(+)-katehina/g) i proantocijanidina (3,95 mg (+)-katehina/g) koje su odredili Rebello i suradnici 

(2014) manji je od udjela određenog u ovom radu, dok je udjel flavonola iznosio 

128,7±12,8 mg kvercetin-3-rutinozida/kg. Nije pronađen literaturni podatak za ukupan udjel 

hidroksicimetnih kiselina u KB, a Passo Tsamo i suradnici (2015b) odredili su udjel pojedinačnih 
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hidroksicimetnih kiselina u 9 varijeteta banane. U literaturi se navode brojni polifenolni spojevi u 

kakaovcu, međutim ljuska kakaovog zrna još nije dovoljno istražena. Grillo i suradnici (2018) 

odredili su nešto manje od 4 g/100 g oligomernih proantocijanidina u LJKZ. Prema literaturi, 

flavan-3-oli su glavni polifenolni spojevi kakaovog zrna (Vriesmann i sur., 2011). Povećanom 

antioksidacijskom kapacitetu LJKZ u odnosu na UP doprinose i metilksantini teobromin i kafein u 

istoj. Elsebaie i Essa (2018) odredili su da 0,09 % glavnih polifenolnih spojeva LJCL čini 

kafeinska, a 0,21 % ferulinska kiselina, dok su Burri i suradnici (2017) u vanjskoj ljusci odredili 

30,7 μg/g s. tv. ferulinske kiseline i značajne udjele derivata kvercetina među flavonolima u 

vanjskoj i unutarnjoj ljuci. Budući da su flavan-3-oli detektirani u ovojnici sjemenke graška, 

očekuje se njihova prisutnost i u mahuni (Ferraro i sur., 2014). Nisu pronađeni referentni 

literaturni podaci za udjel hidroksicimetnih kiselina u MG, KC i LJO za koje nije pronađen 

podatak niti o ostalim određivanim podskupinama polifenolnih spojeva. 

4.3. Analiza bioaktivnog sastava vodenog ekstrakata kore banane 

Tablica 10. Udjel ukupnih polifenola, odabranih grupa polifenola i antioksidacijski kapacitet 

vodenog ekstrakta kore banane 

Ukupni polifenoli 

Flavonoidi (mg EKG/g uzorka) Neflavonoidi (mg EKG/g uzorka) 

11,75±0,61 3,73±0,02 

Flavoni i flavonoli 

(mg kvercetina/g 

uzorka) 

Flavan-3-oli (mg 

(+)-katehina/g 

uzorka) 

Proantocijanidini 

(mg (+)-katehina/g 

uzorka) 

Hidroksicimetne 

kiseline (mg 

kafeinske kiseline/g 

uzorka) 

0,20±0,02 1,45±0,14 14,41±0,38 7,46±0,06 

Antioksidacijski kapacitet (μmol Trolox-a/g uzorka) 

ABTS DPPH 

40,66±0,03 31,12±0,02 

Udjel ukupnih i odabranih grupa polifenola i antioksidacijski kapacitet vodenog ekstrakta KB 

prikazan je u Tablici 10. U vodenom ekstraktu KB određen je veći udjel UP (15,48 mg EKG/g 

uzorka), to jest znatno veći udjel UF, a znatno manji udjel UN nego u etanolnom ekstraktu, u 

kojemu je 13,52±0,3 mg EKG/g uzorka UP, 6,64±0,54 i 6,88±0,24 mg EKG/g uzorka UF i UN. U 
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vodenom ekstraktu određeno je više hidroksicimetnih kiselina, flavona i flavonola te flavan-3-

ola, dok je udjel proantocijanidina puno veći u odnosu na etanolni. No, antioksidacijski kapacitet 

vodenog ekstrakta manji je od etanolnog koji je 91,67±6,41 (ABTS) i 69,17±1,04 (DPPH) μmol 

Trolox-a/g uzorka. U vodenom ekstraktu također je određen niži antioksidacijski kapacitet 

određen DPPH metodom u odnosu na ABTS metodu. Aboul-Enein i suradnici (2016) i 

Hernández-Carranza i suradnici (2015) odredili su manji udjel UP u vodenim ekstraktima kore 

banane u odnosu na ovaj rad (Tablica 8). 

4.4. Karakterizacija formuliranih jestivih filmova 

4.4.1. Određivanje suhe tvari, debljine i mehaničkih svojstava 

Tablica 11. Fizikalno-kemijska i mehanička svojstva formuliranih filmova 

Uzorak 
Udjel suhe tvari 

(%) 

Debljina 

(μm) 

Čvrstoća 

(N) 

Elastičnost 

(mm) 

Rad 

(J) 

kontrolni 

2PV 76,98±0,04 42,50±4,07 X X X 

AV 86,18±0,21 53,14±10,59 63,92 2,30 27,44 

PAV 84,01±0,07 73,14±6,69 39,08 2,08 12,30 

funkcionalni 

AE 88,55±0,10 84,29±8,38 22,66 0,54 2,25 

APE 87,89±0,23 109,57±13,74 10,12 1,14 1,97 

MIX 80,09±0,02 88,86±4,42 21,97 5,41 16,50 

SLOJ 83,56±0,31 98,71±22,58 34,56 0,89 4,24 

* oznake filmova prikazane su u Tablici 4 na stranici 37 

   X – nije bilo moguće izmjeriti 

U Tablici 11 prikazani su rezultati određivanja udjela suhe tvari, debljine i mehaničkih svojstava 

(čvrstoća, elastičnost i rad) formuliranih jestivih filmova. Izrada jestivog filma od 4 % pektina u 

ekstraktu kore banane (PE) nije uspjela (Slika 16b), stoga nije korišten za daljnje analize. 

Kontrolni film 2 % pektina (Slika 14a) nije bilo moguće u cjelosti odvojiti od Petrijeve zdjelice pa 

mu je određen samo udjel suhe tvari i debljina.  

Najveći udjel suhe tvari određen je u alginatnom filmu obogaćenom ekstraktom kore banane 

(AE) (88,55%), a najmanji u kontrolnom filmu s 2 % pektina (2PV) koji jedini ima udjel suhe 

tvari <80 % (76,98 %). Nije primjećen općeniti trend povećanja ili smanjenja udjela suhe tvari 
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ovisno o primjeni ekstrakta kore banane, već on ovisi o hidrokoloidnim svojstvima biopolimera. 

Zasebni alginatni filmovi imaju veći udjel suhe tvari od ostalih filmova.  

Najveća debljina određena je filmu pripremljenom miješanjem 4 % alginata i 2 % pektina u 

omjeru 1:1 (APE) (109,57±13,74 μm), dok je najmanja debljina određena za film 2PV 

(42,50±4,07 μm). Općenito se može primjetiti da su deblji filmovi s inkorporiranim bioaktivnim 

spojevima, u ovom slučaju kore banane, što je zabilježeno i u referentnim istraživanjima (Nisar i 

sur., 2017; Norajit i sur., 2010).  

U istoj tablici prikazana su mehanička svojstva jestivih filmova. Najbolju vlačnu čvrstoću 

pokazao je kontrolni alginatni film (AV) (63,92 N), što je ujedno znatno veća vrijednost u 

odnosu na ostale filmove, a značajno manju vlačnu čvrstoću pokazao je film APE (10,12 N). Film 

izrađen od mješavine alginata i pektina u vodi i alginata i pektina u ekstraktu u omjeru 1:1 

(MIX) pokazao je vrlo visoku elastičnost u odnosu na ostale filmove (5,41 mm), a najmanju 

elastičnost ima alginatni film (AE) (0,54 mm). Daleko veći rad pokazao je kontrolni alginatni 

film (AV) (27,44 J) u odnosu na ostale, zatim MIX i PAV u također visokim udjelima, dok su 

vrijednosti rada za ostale filmove znatno manje, a najmanja za film APE (1,97 J). Vrijednosti 

rada prate trend vrijednosti čvrstoće, s tim da se film MIX izdvaja iz tog slijeda. Film MIX 

pokazao je niske vrijednosti čvrstoće, ali visoke vrijednosti rada. To definira njegovu najmanju 

krtost među filmovima (najteže puca), a isto potkrepljuje i rezultat njegove najveće elastičnosti.  

4.4.2. Vizualni izgled formuliranih jestivih filmova i određivanje boje 

 

Slika 15. Fotografije formuliranih kontrolnih filmova a) 2 % pektin (2PV) b) 4 % alginat (AV) 

c) mješavina 2 % pektina i 4 % alginata (PAV) 
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Slika 16. Fotografije formuliranih filmova obogaćenih ekstraktom kore banane a) 4 % alginata 

(AE) b) 4 % pektina (PE) 

 

Slika 17. Fotografije formuliranih filmova a) mješavina 2 % pektina i 4 % alginata u ekstraktu 

(APE) b) sloj 2 % pektina u esktraktu na  4 % alginata u ekstraktu (SLOJ) c) mješavina 2 % 

pektina i 4 % alginata u ekstraktu s mješavinom 2 % pektina i 4 % alginata u vodi (1:1) (MIX) 

Tablica 12. Parametri boje formuliranih filmova 

Uzorak L* a* b* ΔE*ab C H° 

2PV 33,31±0,03 -0,10±0,00 0,94±0,01 X 0,95±0,01 95,7±0,19 

AV 32,96±0,00 -0,25±0,01 1,68±0,00 X 1,70±0,00 98,6±0,26 

PAV 32,13±0,04 -0,14±0,02 0,95±0,01 X 0,96±0,01 98,2±0,91 

AE 30,22±0,01 0,59±0,01 4,08±0,02 3,74±0,01 4,12±0,01 81,9±0,20 

APE 30,72±0,01 0,22±0,00 3,81±0,01 2,60±0,04 3,81±0,01 86,8±0,08 

MIX 31,44±0,03 0,04±0,01 2,19±0,04 1,43±0,07 2,19±0,04 88,9±0,25 

SLOJ 31,22±0,01 0,05±0,02 3,37±0,01 2,59±0,02 3,37±0,00 89,3±0,3 
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Rezultati određivanja boje jestivih filmova prikazani su u Tablici 12. Numeričke vrijednosti 

parametara L*, a* i b* pokazuju velike razlike ovisno o tome da li je film pripremljen u vodi ili 

ekstraktu. Prema vizualnim karakteristikama filmova, kontrolni filmovi (Slika 15) su blijedo žute 

boje za razliku od filmova s ekstraktom kore banane koji su znatno tamniji (Slike 16 i 17). 

Najveću L* vrijedost ima kontrolni pektinski film (2PV, Slika 14a) (33,31±0,03) što znači da je 

on najsvjetliji, dok je alginatni film pripremljen u ekstraktu kore banane (AE) najtamniji zbog 

najmanje L* vrijednosti (30,22±0,01). Prema dobivenim rezultatima, veće a* vrijednosti imaju 

filmovi obogaćeni ekstraktom kore banane u usporedbi s kontrolnim filmovima, pri čemu uzorak 

AE ima najveću a* vrijednost (0,59±0,01), što označava najviši intenzitet crvene boje u tom 

filmu. Kontrolni filmovi imaju viši intenzitet zelene boje od filmova obogaćenih ekstraktom kore 

banane što se zaključuje iz manjih vrijednosti parametra a*, a pri tome najmanju a* vrijednost 

ima uzorak AV (-0,25±0,01). Viši intenzitet žute boje općenito imaju filmovi obogaćeni 

ekstraktom kore banane, što se zaključuje iz većih vrijednosti parametra b*, a pri tom najveću 

b* vrijednost ima uzorak AE (4,08±0,02). Sukladno tome viši intenzitet plave boje imaju 

kontrolni fimovi od filmova obogaćenih ekstraktom kore banane, što se zaključuje iz manjih  

vrijednosti parametra b*, a pri tom najmanju vrijednost tog parametra ima uzorak 2PV 

(0,94±0,01). Prema numeričkim vrijednostima (poglavlje 3.2.6.4.), vidljiva je razlika boje 

između kontrolnih filmova i APE, MIX i SLOJ filmova obogaćenih ekstraktom kore banane 

(ΔE*ab je 1 – 3), dok se za AE film razlika boje dobro vidi (ΔE*ab je 3 – 6). Najveću C vrijednost 

(zasićenje ili intenzitet boje) općenito imaju filmovi obogaćeni ekstraktom kore banane, pri 

čemu je ta vrijednost najveća za AE film (4,12±0,01), a najmanja za 2PV film (0,95±0,01). H° 

vrijednost označava vizualni doživljaj boje čije vrijednosti se kreću 0 – 90° za filmove 

obogaćene ekstraktom, što označava crveno-narančastu boju, a za kontrolne fimove 90 – 180°, 

što označava žuto-zelenu boju.  
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4.4.3. Bioaktivni sastav formuliranih jestivih filmova 

 

Slika 18. Udjel ukupnih polifenola (mg EKG/g filma) u formuliranim filmovima 

 

Slika 19. Antioksidacijski kapacitet (ABTS) (mmol Trolox-a/g filma) formuliranih filmova 

Kao izvor bioaktivnih spojeva, posebice polifenola, u ovom radu korišten je ekstrakt kore 

banane. Slika 18 prikazuje udjele UP koji su jako mali u kontrolnim filmovima, što je u skladu s 

očekivanjima. Najveći udjel UP određen je u filmu SLOJ (11737,97 mg EKG/g filma), u kojem je 

određen i najveći antioksidacijski kapacitet (1720,79 mmol/g filma) (Slika 19). Najmanji udjel 

UP određen je u filmu MIX (6096,07 mg EKG/g filma) kojemu je određen i najmanji 

antioksidacijski kapacitet (300,00 mmol/g filma).  
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Iako je AE filmu određen manji udjel UP, pokazao je veći antioksidacijki kapacitet u odnosu na 

film APE, što može biti posljedica utjecaja biopolimera. Kombiniranje biopolimera u obliku 

mješavina i slojeva nije rezultiralo povećanjem ili smanjenjem antioksidacijskog kapaciteta s 

obzirom na to da je jednak poredak uzoraka kao i za udjel UP. 

4.4.4. Kinetika otpuštanja bioaktivnih spojeva iz formuliranih filmova u simuliranim 

uvjetima gastro-intestinalnog trakta 

 

Slika 20. Profil otpuštanja ukupnih polifenola (mmol EKG/g filma) formuliranih filmova 

 

Slika 21. Profil otpuštanja antioksidacijskog kapaciteta (ABTS) (μmol Trolox/g filma) iz 

formuliranih filmova 
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Slika 22. Profil otpuštanja antioksidacijskog kapaciteta (DPPH) (μmol Trolox/g filma) iz 

formuliranih filmova 

Prema rezultatima otpuštanja UP (Slika 20), primijećuje se postupno otpuštanje do 130.-te 

minute (uz poneke fluktuacije), nakon čega se postiže ravnotežno stanje. Može se zaključiti da 

vrsta biopolimera i njihove kombinacije nisu utjecali na zadržavanje UP u filmu. Otpuštanje iz 

filma SLOJ pokazalo je najpovoljniji profil, prema kojem se UP otpuštaju kontinuirano (uz 

fluktuaciju u 30.-oj minuti) i u najvećem udjelu, što je u skladu s prethodno određenim 

najvećim udjelom UP, a obrnut slučaj je za film MIX.  

Poredak uzoraka prema profilu otpuštanja antioksidacijskog kapaciteta određen ABTS metodom 

(Slika 21) jednak je poretku uzoraka prema profilu otpuštanja UP, tj. film SLOJ pokazao je 

najveći, a film MIX najmanji profil. Poredak uzoraka prema profilu otpuštanja antioksidacijski 

kapacitet određen DPPH metodom (Slika 22) ne slijedi trend otpuštanja određen ABTS 

metodom, što je posljedica već spomenutih različitih mehanizama djelovanja i reaktivnosti ABTS 

i DPPH radikala. 
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5. ZAKLJUČCI 

1. Rezultati analize osnovnih nutrijenata odabranih sekundarnih biljnih sirovina pokazuju 

relativno mali udjel masti masti (<3 % s.tv.) te prirodnog inverta i saharoze, uz iznimku kore 

banane u kojoj je udjel masti 7,52 % s. tv., a udjel prirodnog inverta 17,02 % s. tv. te saharoze 

9,78 % s. tv. Najveći udjel proteina određen je u ljusci kakaovog zrna (18,16 % s. tv.) te kori 

cikle i mahuni graška, u rasponu 15 – 20 % s. tv., dok je najmanji udjel proteina određen u 

ljusci oraha (1,75 % s. tv.). Najveći udjel mineralnih tvari određen je u kori banane 

(13,95 % s. tv.), a najmanji u ljusci oraha (0,92 % s. tv.). Udjeli prehrambenih vlakana za koru 

cikle i koru banane kreću se 30 – 40 % s. tv., dok su za ostale sirovine >50 % s. tv., a daleko 

najveći udjel određen je u ljusci oraha (93,50 % s. tv.). 

2. Najveći udjel makroelemenata određen je u kori banane, a najmanji u ljusci oraha. 

Najzastupljeniji makrolement u sekundarnim biljnim sirovinama je K (75061 μg/g u kori 

banane), no u ljusci crvenog luka najviše je Ca (22828 μg/g). Na, Mg i P određeno je najviše u 

KC (4380 μg/g, 6570 μg/g i 7811 μg/g), a Ca i Fe u ljusci crvenog luka. Najzastupljeniji 

mikroelement je Cu, a među ispitivanim sirovinama najveći udjel mu je  određen u kori cikle 

(7811 μg/g). Ljuska crvenog luka najbogatija je mikroelementima među svim ispitivanim 

sirovinama, dok je ljuska oraha najmanje bogata određivanim mikroelementima.  

3. Analizom bioaktivnog sastava, u ljusci crvenog luka određeno je najviše ukupnih polifenola 

(55,18±0,97 mg EKG/g uzorka) i ukupnih flavonoida (26,63±0,87 mg EKG/g uzorka) među svim 

sekundarnim biljnim sirovinama, dok ih je najmanje zastupljeno u ljusci kakaovog zrna. Ukupih 

neflavonoida određeno je najviše u ljusci crvenog luka (28,55±0,09 mg EKG/g uzorka), a 

najmanje u ljusci kakaovog zrna (3,00±0,09 mg EKG/g uzorka).  

4. U skladu s najvećim udjelom ukupnih polifenola, ljuska crvenog luka ima najveći 

antioksidacijski kapacitet (287,96±2,47 (ABTS) i 79,01±0,69 μmol Trolox-a/g uzorka (DPPH)), 

dok mahuna graška ima najmanji antioksidacijski kapacitet (55,61±14,79 (ABTS) i 17,19±0,35 

(DPPH) μmol Trolox-a/g uzorka). 

5. U ljusci crvenog luka i kori banane određeno je najviše ukupnih hidroksicimetnih kiselina 

(13,29±0,57 mg kafeinske kiseline/g uzorka), a najmanje ih je u mahuni graška 

(2,47±0,06 mg kafeinske kiseline/g uzorka). Proantocijanidina je najviše određeno u ljusci 

oraha (12,00±0,16 mg (+)-katehina/g uzorka), a najmanje u mahuni graška (2,55±0,44 mg 
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(+)-katehina/g uzorka). Flavoni i flavonoli su najzastupljeniji u ljusci crvenog luka (12,84±0,55 

mg kvercetina/g uzorka), dok je u kori banane i kori cikle njihov udjel približano mali 

(1,14±0,06 i 0,83±0,20 mg kvercetina/g uzorka), a u ostalim sirovinama nisu detektirani. 

Najveći udjel flavan-3-ola određen je u ljusci kakaovog zrna (1,03±0,03 mg (+)-katehina/g 

uzorka).  

6. Klorofil je najzastupljeniji određivani pigment, i to klorofil b u KC (146,99±0,00 μg/g uzorka), 

u kojoj je određen i najveći udjel antocijana (105,59±6,17 mg Ac/g uzorka). Najveći udjel 

karotenoida (61,15±0,22 μg/g uzorka) određen je u kori banane. 

7. Vodeni ekstrakt kore banane karakterizira viši udjel ukupnih polifenola (15,48±0,59 mg 

EKG/g uzorka) i ukupnih neflavonoida (11,75±0,61 mg EKG/g uzorka). No, ukupnih 

neflavonoida manje je u vodenom ekstraktu (3,37±0,02 mg EKG/g uzorka) u odnosu na 

etanolni. Također je u vodenom ekstraktu više hidroksicimetnih kiselina (7,46±0,06 

mg kafeinske kiseline/g uzorka), flavona i flavonola (0,20±0,02 mg kvercetina/g uzorka), 

flavan-3-ola (1,45±0,14 mg (+)-katehina/g uzorka) te značajno više proantocijanidina 

(14,41±0,38 mg (+)-katehina/g uzorka). Međutim, antioksidacijski kapacitet vodenog ekstrakta 

niži je od etanolnog. 

8. Ekstrakt kore banane doprinio je većoj debljini jestivih fimova. Također, jestivi filmovi od 

esktrakta kore banane su tamniji s crveno-narančastim komponentama boje među kojima se 

posebno ističe film s alginatom, dok kontrolni filmovi sadrže više komponenti hladnih boja. Film 

izrađen od mješavine 4 % alginata i 2 % pektina u vodi te 4 % alginata i 2 % pektina u 

ekstraktu u omjeru 1:1 pokazao je najveću elastičnost, a najmanju krtost od svih formuliranih 

filmova.  

9. Film od sloja pektina na alginatu sadrži najveći udjel ukupnih polifenola, kao i najveći 

antioksidacijski kapacitet. Najmanji udjel ukupnih polifenola određen je u filmu MIX 

(6096,07±21,83 mg EKG/g filma), kojemu je određen i najmanji antioksidacijski kapacitet 

(300,00±34,65 mmol/g filma).  

10. Računanjem kinetike otpušanja ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta, 

funkcionalni film obogaćen ekstraktom kore banane pripremljen u dva sloja rezultirao je 

najpovoljnijim profilom, otpuštajući bioaktivne parametre kontinuirano i u najvećem udjelu, za 

razliku od filma dobivenog izlijevanjem mješavine nosača koji se pokazao najlošijim. 
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