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1. UvoD

Zbog sve vece informiranosti i interesa samih potrosaca dolazi do potrebe za unaprjedivanjem
i razvijanjem prehrambenih funkcionalnih proizvoda. Uz funkcionalne sastojke i reformulacije,
jestivi filmovi su noviji trend u segmentu funkcionalne hrane, Cija je uloga zastita hrane i
produljenje njezinog roka trajanja, a jedna od glavnih njihovih prednosti je moguénost
konzumacije zajedno s hranom predstavljajuéi tako zanimljivu alternativu konvencionalnoj
ambalazi (plastika, papir...). Kako bi se poboljsala funkcionalna svojstva jestivih filmova, isti
se obogacuju razli¢itim bioaktivnim sastojcima kao Sto su antioksidansi, vitamini, mineralne
tvari, proteini i sl., koji sprjeCavaju oksidaciju hrane, pruzaju antimikrobno djelovanje te imaju

brojne pozitivne ucinke na zdravlje.

Uz alginat i kitozan, kao najceSce upotrebljavane nosace u izradi jestivih filmova, vrlo Cesto se
koristi i pektin. Pektin se u prehrambenoj industriji koristi kao sredstvo za Zeliranje i
uguscivanje te kao emulgator i stabilizator. Nadalje, novija istrazivanja dokazuju da pektin
male molekulske mase, u obliku pektinskih oligosaharida (POS), ima bolji prebioticki potencijal
od polimera velike molekulske mase, Sto ga Cini pozeljnim materijalom u izradi jestivih filmova.
U cilju poboljSanja nutritivne vrijednosti i mehanickih svojstava jestivih filmova, u njihov sastav
sve viSe se inkorporiraju i proteini, a u novije vrijeme posebice su atraktivni razliCiti biljni

proteini.

Cilj ovog rada je izdvajanje i karakterizacija pektina iz pulpe Secerne repe i proteina iz piskavice
te formiranje jestivih funkcionalnih filmova Zutog ¢aja. Uz pektin kao nosac, osim proteina
piskavice, filmovi Ce biti obogadeni proteinima rize, graska, soje, sirutke i badema.
Pripremljenim filmovima odredit ée se fizikalno-kemijska (udio suhe tvari, debljina, boja) i
mehanicka (vla¢na Cvrstoca i elasti¢nost) svojstva, bioaktivni sastav (udio polifenola i flavan-
3-ola te antioksidacijski kapacitet ABTS i DPPH metodama) te senzorska svojstva. Takoder, u
formuliranim filmovima odredit ¢e se udio pojedinacnih bioaktivnih spojeva tekucinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC-DAD).



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Secerna repa — izvor pektina

Danas se iz Secerne repe Beta vulgaris L. (Slika 1.) kao osnovne sirovine za proizvodnju Secera

u umjerenom pojasu, dobiva oko 1/3 Secera proizvedenog u svijetu.

Slika 1. Secerna repa Beta vulgaris L. (Anonymous 1)

U korijenu Secerne repe nalaze se Secer (~17 % suhe tvari) i druge nesaharozne tvari, Ciji udio
i medusobni odnosi ovise o razli¢itim vanjskim ¢imbenicma, kao Sto su sastav tla, gnojidba,
vremenski uvijeti i sl. Se¢erna industrija proizvodi velike kolicine razli¢itog otpada i nusproizvoda
poput pulpe Secerne repe, lisS¢a i melase koji se mogu koristiti kao vrijedne sirovine u drugim
industrijama za proizvodnju proteina, organskih kiselina, enzima, prebiotickih oligosaharida i

drugih proizvoda (Zicari i sur., 2019).

Pulpa Secerne repe zaostaje nakon ekstrakcije Secera iz repinih rezanaca i obicno se koristi
kao stoc¢na hrana, ali se moze koristiti i za proizvodnju pektina, etanola, metanola, proteina i

biogoriva.

Udio pektina u suhoj tvari Se¢erne repe iznosi 25 %. Pektin (Slika 2.) je heteropolisaharid u
kojem su lanci D-galakturonske kiseline prekinuti umetanjem L-ramnopiranozilnih ostataka
povezanih (1—2) glikozidnom vezom. Ti ostaci mogu biti supstituirani s bo¢nim lancima koji
se sastoje od neutralnih Secera kao Sto su D-galaktoza, L-arabinoza, D-ksiloza, D-glukoza, D-
manoza, L-fukoza i D-glukuronska kiselina. Pektinski kompleks tvore kovalentno povezani
homogalakturonan (HG), ramnogalakturonan-I (RG-I) i ramnogalakturonan-II (RG-II), a u
manjem udjelu mogu biti supstituirani ksilogalakturonan (XG) i apiogalakturonan (AG)
(Atmodjo i sur., 2013).
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*D-Dha - 3-deoxy-D-lyxo-2-heptulosaric acid (engl.)
**Kdo - 3-deoxy-D-manno-2-octulosonic acid (engl.)

Slika 2. Struktura pektina (Leclere i sur., 2013)

Vedina pektina prisutnog u pulpi SeCerne repe je visokoesterificirana jer ima vise od 50 %
metiliranih ostataka (Rejaii i Salehi, 2016) te stoga tvori loSe gelove kod niskog pH. Kako bi se
dobio niskoesterificirani pektin provode se razliciti postupci demetilacije visokoesterificiranog.
U istrazivanju Harel i suradnika (1998) predlozena je demetilacija pektina Secerne repe pomocu

amonijaka koji je davao gelove dovoljne mehanicke ¢vrstoce i netopivosti.

Kako bi se izolirao pektin iz SeCerne repe potrebno je provesti ekstrakciju pri cemu se mogu
koristiti razrijedene otopine soli, keliraju¢i agensi (EDTA ili CDTA), luZine te vruce razrijedene
kiseline. Danas se najCesce provodi kiselinska ekstrakcija klorovodi¢nom ili sumpornom
kiselinom, no, takoder sve se viSe ispituje moguénost primjene ultrazvucne ekstrakcijie (UAE)
i ekstrakcije pomocu enzima (npr. galakturonaze), kao i subkritichom vodom (Chen i
sur.,2015). Kiselinska ekstrakcija opcenito rezultira degradacijom arabinoznih boc¢nih lanaca i
gubitkom ferulinskih skupina koji su kljucni ¢imbenici u umrezavanju pektina (Rejaii i Salehi,
2016). U usporedbi s klasinim metodama ekstrakcije, primjena ultrazvuka u ekstrakciji

povecava prinos pektina i znatno skracuje vrijeme ekstrakcije.

U Tablici 1. prikazan je popis znanstvenih istrazivanja na temu izdvajanja pektina iz pulpe

Secerne repe.



Tablica 1. Pregled znanstvenih istraZivanja izdvajanja pektina iz pulpe Secerne repe

Kiselinska ekstrakcija, 80 °C, 4h i Razrijedena Karakterizacija i procjena Prandi i sur.,
neutralizacija do pH=4,5 dusicna kiselina i prebioticke aktivnosti 2018
otopina pektina
natrijevog
hidroksida
Ekstrakcija 30 min, 85 °C, Voda, izopropanol Procjena prebiotickih Gomez i sur.,
pH=1,8 i naknadna precipitacija svojstava /n vitro 2016

fermentacijskim testovima s

humanim fekalnim

kulturama
Ekstrakcija otapalima i tretiranje Blago alkalna Kemijska analiza i Concha i sur.,
pektinazom i tripsinom voda pH=7-7,5, odredivanje 2013
EDTA antiproliferativne aktivnosti

pektina na MCF-7 stani¢noj
liniji raka dojke

Kiselinska ekstrakcija Limunska kiselina = Ispitivanje emulzificirajucih Li i sur., 2015
svojstava
Kiselinska ekstrakcija, 80 °C, 1 ili Limunska, Odredivanje prinosa, Ma i sur., 2013
2 h, pH=1,5ili 2,0 jabucna i mlijecna Cistoce, biokemijskih
kiselina karakteristika i

emulgirajucih svojstava

Kiselinska ekstrakcija, pH=1,2, Klorovodicna Ispitivanje reoloskih i Huang i sur.,
90 °C, 3h uz naknadno kiselina, etanol emulzificirajuéih svojstava 2017
prociS¢avanje kroz precipitaciju pri 4 razli¢ite metode
alkoholom susenja
Kiselinska ekstrakcija, pH=1,5, 6 M otopina Ispitati utjecaj nacina Guo i sur., 2016
80 °C, 1h klorovodi¢ne talozenja s etanolom na

kiseline strukturne znacajke pektina
Kiselinska ekstrakcija, pH=1,5, Klorovodicna Karakterizacija i proizvodnja =~ Combo i sur.,
80 °C, 1h kiselina POS-a enzimskom 2013

hidrolizom



Dokazano je da pektin usporava apsorpciju glukoze u serumu pretilih bolesnika i oboljelih od
dijabetesa (Trumbo i sur., 2002), a kao topljivo prehrambeno vlakno, izmedu ostalog,
prevenira i pretilost, dijabetes i bolesti kardiovaskularnog sustava te daje osjecaj sitosti.
Istrazivanje Rastall i suradnika (2005) pokazalo je da pektini imaju prebioticka svojstva jer
selektivno povecavaju populaciju korisnih bakterija kao Sto su bifidobakterije i lactobacilli, a

smanjuju broj nezeljenih bakterija, primjerice klostridija.

Pektin ima veliku primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmetickoj i brojnim drugim
industrijama zbog dobrih emulgirajucih svojstava. Njegova vaznost u prehrambenoj industriji
temelji se na sposobnosti stvaranja gela u prisutnosti Ca* iona ili otopljene tvari pri niskom
pH (Thakur i sur., 1997). Zbog slabih gelirajucih svojstava pektin iz pulpe Seéerne repe se u
prehrambenoj industiriji prvenstveno koristi kao emulgator, a ne kao stabilizator ili sredstvo za
geliranje jer je dokazano da ucinkovito stabilizira emulziju adsorpcijom na povrsini kapljice
ulja. U prehrambenoj industriji pektin se koristi u proizvodnji dzemova, Zelea i smrznute hrane,
a u farmaceutskoj industriji za snizenje razine kolesterola u krvi i kod gastrointestinalnih
poremecaja. Pektin se koristi i u druge svrhe kao Sto je proizvodnja jestivih filmova, u pjenama
i plastifikatorima.

Pektin iz Secerne repe razlikuje se od pektina iz jabuke, citrusa ili suncokreta po visokom
sadrzaju ramnoze, proteina, prisutnosti acetilnih skupina povezanih s a-D-galakturonskom
kiselinom i prisutnoscu ferulinske kiseline u udjelu 0,5-1,0 % (Concha i sur., 2013), jedne od
glavnih fenolnih kiselina stani¢ne stijenke biljne stanice. Pektin SeCerne repe ima slabija
gelirajuéa svojstva od pektina citrusa, ali ima odli¢éna emulgirajuca svojstva zbog vece koli¢ine

proteina.

2. 2. Piskavica

Piskavica (Slika 3.) je jedna od najstarijih ljekovitih biljaka podrijetlom iz srediSnje Azije, a
pripada porodici Fabaceae. Uzgaja se u Egiptu, Kini, Turskoj, Kanadi, Australiji, sjevernoj i
juznoj Africi, juznoj Europi i Indiji koja je najveli proizvodac, potrosac i izvoznik piskavice u
svijetu. Piskavici pogoduje tropsko i umjereno podrucje bez ekstremnih zimskih temperatura.
Samo ime potjece od latinske rijeci ,, Trigonelld* sto u prijevodu znadi ,,mali trokut" (Flammang

i sur., 2004). Sjemenke piskavice su sitne, tvrde, glatke i zute do smede boje.

Sjemenke piskavice sadrze znacajan udjel viakana, koja djeluju kao prebiotik, fosfolipida,
glikolipida, oleinsku, linolensku i linoleinsku kiselinu (Sulieman i sur., 2000; Chatterjee i sur.,

2010), kolin, vitamin A, Bi, B, C, nikotinsku kiselinu, niacin i mnoge druge funkcionalne
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komponente. Endosperm piskavice posebno je bogat proteinima (43,8 g/100 g) (Naidu i sur.,
2011). Takoder, piskavica sadrzi 6-7 % masti i 58 % ugljikohidrata od kojih je oko 25 %
prehrambenih vlakana (US Department of Agriculture, 2012), a dobar je i izvor sumpora,

magnezija, kalcija, Zeljeza i fosfora (Kakani i Anwer, 2012).

Zbog visokog udjela vlakana, proteina i gume piskavica se moze koristiti kao stabilizator ili
emulgator u raznim prehrambenim proizvodima. Sjemenke piskavice uglavhom se koriste za
pripremu biljnih infuzija ili kao zacin. Proteini piskavice mogu se koristiti u proizvodnji pekarskih
proizvoda jer sadrze viSe lizina, a manje histidina i metionina od proteina Zitarica. Sjemenke
piskavice imaju antibakterijska, antitumorska i antidijabetska svojstva te snizuju razinu
kolesterola (Zuk-Gotaszewska i Wierzbowska, 2017). Istrazivanje Amin i suradnika (2005)

pokazalo je da ekstrakt piskavice ucinkovito sprjeCava i inhibira napredovanje raka dojke.

Slika 3. Piskavica ( 7rigonella foenum graecum L.) i njezine sjemenke (Anonymous 2)

2. 3. Zuti ¢aj

Zuti ¢aj dobiva se iz listova bilike ¢aj Camellia sinensis. Beru se mladi listovi, $to blize lisnom
pupoljku, kako bi udio antioksidansa bio to visi. Zuti aj je relativno nova vrsta ¢aja koja se
pojavila i na europskom trziStu, a Ciji postupak proizvodnje ukljucuje meksanje, zagrijavanije,
umatanje u papir (do 7 dana), susenje na temperaturi 79- 90 °C 20-tak minuta te prosijavanje
(Xu i sur., 2018).

Najpoznatiji antioksidansi u ¢aju su polifenoli, posebice katehini iz grupe flavan-3-ola, medu
kojima je najzastupljeniji epigalokatehin galat (Slika 4.), dok su katehin i galokatehin
zastupljeni u manjem udjelu (Mihelj i sur., 2014). Takoder, zuti ¢aj sadrzi 10 puta viSe galne
kiseline od zelenog caja (Kujawska i sur., 2016). Iz skupine purinskih alkaloida, metilksantina,
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u zutom caju zastupljeni su kafein i tragovi teobromina. Od aminokiselina u Zutom caju
najzastupljenije su teanin, glutaminska kiselina i glicin koje daju svjezi okus ¢aja (Liu, 2011).

Zuti ¢aj sadrzi vitamine By, By i C.

OH
OH

HO 6}
OH

OH OH

OH
OH

Slika 4. Strukturna formula epigalokatehin galata koji je najzastupljeniji medu fenolnim

spojevima u zutom cCaju (Dettlaff i sur., 2017)

Bioaktivni spojevi lis¢a Camellie sinensis poznati su po svojim antikancerogenim, protuupalnim,
antidijabetskim, baktericidnim i bakteriostatskim svojstvima (Gramza-Michalowska i sur.,
2015). Takoder utjeCu na boju, aromu i okus ¢aja (Dias i sur., 2013). Znanstvena istrazivanja
(Zhao, 2009; Zhao i sur., 2008) pokazala su da Zuti ¢aj inhibira rast stanica raka debelog
crijeva. Zbog dokazanih protuupalnih svojstava (Wang i sur., 2013), Zuti ¢aj moZe znacajno
smanijiti tegobe probavnog sustava, a ucinkovit je i u prevenciji ateroskleroze. U istrazivanju
Han i suradnika (2016) dokazano je da zuti ¢aj (1:30, w/v) tijekom 36 dana snizuje razinu
glukoze u krvi. U posljednje vrijeme zuti ¢aj se sve viSe preporucuje tijekom razlicitih dijeta jer

je dokazano da regulira tjelesnu masu (Teng i sur., 2018).

2.4. Jestivi filmovi

Jestivi filmovi definiraju se kao tanki sloj materijala koji prekriva povrsinu proizvoda i pruza
barijeru prolasku vlage, kisika ili nekih otapala u hranu (Bourtoom, 2008). Oni stite hranu od
mehanickog ostecenja tijekom transporta te pruzaju zastitu od oksidacije, mikrobnog rasta i
drugih kemijskih reakcija, a isto tako mogu poboljsati vizualni izgled prehrambenih proizvoda.
Takoder, jestivi filmovi i premazi su biorazgradivi Sto znaci da se mogu potpuno degradirati
mikroorganizmima u procesu kompostiranja do ugljicnog dioksida, vode, metana i nekih
ostataka biomase (Reddy i sur., 2013).



2.5. Vrste jestivih filmova i materijali za izradu

Jestivi filmovi se mogu svrstati u 3 kategorije ovisno o materijalu od kojeg su proizvedeni, a
to mogu biti hidrokoloidi koji ukljucuju proteine i polisaharide (biopolimeri), lipidi i kompoziti
(mjesSavina biopolimera i lipida). Od biopolimera koriste se proteini biljnog ili Zivotinjskog
podrijetla kao Sto su proteini soje, suncokreta, sirutke, kazein ili keratin te polisaharidi poput
Skrobova, alginata, pektina, karagenana i derivata celuloze. Od jestivih lipida moze se koristiti
pCelinji vosak, trigliceridi (npr. frakcije mlije¢nih masti), acetilirani monogliceridi, slobodne
masne kiseline i esteri saharoze. Da bi se poboljSala funkcionalna svojstva filmova u njih se
mogu dodavati plastifikatori poput glicerola, polietilen glikola, masnih kiselina i monoglicerida.
Isto tako mogu se dodavati sredstva za umrezavanje i poboljSanje mehanickih svojstava,
emulgatori i tvari koje poboljSavaju kvalitetu, stabilnost i sigurnost hrane, kao Sto su
antioksidansi ili antimikrobni spojevi. U Tablici 2. prikazani su neki primjeri funkcionalnih

jestivih filmova.

Tablica 2. Primjeri funkcionalnih jestivih filmova

Kitozan Zeleni ¢aj Sprjecava oksidaciju Siripatrawan i
prehrambenih proizvoda Harte, 2010
Proteini sirutke Ruzmarin i Antimikrobna zastita Andrade i sur.,
timijan prehrambenih proizvoda od 2018

L. monocytogenesi S. aureus

Zelatina Maslinovo ulje Visestruka primjena Ma i sur., 2012

Proteini jeCma i Zelatina Sjemenke Pakiranje lososa Song i sur.,
grejpa 2012

Kitozan Spirulina Funkcionalna ambalaza hrane Balti i sur., 2017

zbog odli¢nih

antioksidacijskih i
antibakterijskih svojstava
Kitozan, karvakrol iz ulja Kostice grozda = OcCuvanje hrane i produljenje = Rubilar i sur.,
origana roka trajanja 2013
Proteini kokosovog mlijeka Kokosova voda Pakiranje prehrambenih Rodsamran i

proizvoda u UV barijeri zbog  Sothornvit, 2018
tamnosmede boje filmova



2.6. Postupci primjene jestivih filmova

Uranjanje se koristi kada je potrebno filmom obloZiti cijeli proizvod. Taj postupak najpogodniji
je za brzo pokvarljive namirnice kao Sto je bobicasto voée (Slika 5.) koje se uranja u
pripremljenu otopinu na nekoliko sekundi. Nedostatak ovog postupka je nakupljanje smeca ili

prljavstine te rast mikroorganizama u spremniku za uranjanje.

Slika 5. Uranjanje jagode u otopinu kitozana i lizozima (Ketchum, 2004)

Premazivanje se najcesce koristi za produljenje trajnosti sviezeg i minimalno procesiranog voca
i povrca. Istrazivanje Poverenov i suradnika (2014) pokazalo je da kombinacija kitozana i
Zelatine poboljSava strukturu paprike, inhibira propadanje i produljuje trajnost. Koristeci takvu

previaku produljeno je razdoblje skladistenja paprike na 3 tjedna pri 7 °C te do 14 dana na 20

i

S premazom

°C bez gubitka kvalitete namirnice (Slika 6.).

Bez premaza

L S e )
~=| - -
/ p

Kitozan

Ny Zelatina
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Slika 6. Jestivi premaz produljuje trajnost crvene paprike (Poverenov i sur., 2014)



Prskanje se vrlo Cesto koristi za filmove na bazi lipida, a ucinkovitost ove metode ovisi o tlaku
rasprSivanja te o temperaturi, viskoznosti i povrsinskoj napetosti tekucine za oblaganje. Bitan
¢imbenik ovog postupka je oblik i dizajn mlaznice za rasprSivanje koji utjeCe na brzinu

rasprsivanja, veli¢inu kapljica, udaljenost i kut rasprsivanja.

Lijevanje otopine jestivog filma pogodna je metoda za filmove na bazi proteina. Za ovaj
postupak bitna su povrSinska svojstva supstrata na kojima nastaju filmovi, kao i metoda i
vrijeme susenja. Nastali film moZze se susiti u okoliSnim uvjetima, vruéim zrakom, infracrvenim
zraenjem ili mikrovalovima, a odabrana metoda susenja utjeCe na fizikalna i mehanicka

svojstva konacnog filma.

Ekstruzija je alternativna metoda lijevanju otopine jestivog filma primjenom visoke
temperature i smicanja kako bi se omeksao i rastopio polimer. Prednosti ekstruzije u odnosu
na lijevanje su te da je to brza metoda koja zahtjeva manje energije s obzirom na cinjenicu da

se u ekstruder mogu unijeti vise koncentrirane filmske otopine (Dangaran i sur., 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijal

U ovom radu, kao izvor pektina za ekstrakciju, koristena je pulpa Seéerne repe (Beta vulgaris
L.), dok su proteini izolirani iz piskavice ( 7rigonella foenum graecum L.). Proteini rize (Oryza
sativa L.), graska (Pisum sativum L.), soje (Glycine max L.), sirutke i badema (Prunus dulcis
L.) bili su komercijalni, kupljeni u specijaliziranoj trgovini zdrave hrane, kao i piskavica, dok je
pulpa Secerne repe donirana iz Tvornice Secera Osijek. Kao baza za formuliranje bioaktivnih

jestivih filmova koristen je ekstrakt zutog ¢aja (Tablica 3.).

Tablica 3. Formulacije funkcionalnih jestivih filmova zutog ¢aja

F1 100 -

F2 50 proteini piskavice 50
F3 50 proteini rize 50
F4 50 proteini graska 50
F5 50 proteini soje 50
F6 50 proteini sirutke 50
F7 50 proteini badema 50

3.1.1. Kemikalije
3. 1. 1. 1. Izdvajanje pektina

1) Aceton, Gram-mol d.o.o0 (Zagreb, 3) Otopina klorovodicne kiseline (pH
Hrvatska) 1,53), Kefo d.o.0. (Ljubljana,
2) 96%-tni etanol, Kefo d.o.o. Slovenija)

(Ljubljana, Slovenija)

3. 1. 1. 2. Karakterizacija pektina
Odredivanje ekvivalentne (molarne) mase i stupnja esterifikacije pektina

1) 96%-tni etanol (Kefo d.o.o0., 3) Kruti natrijev klorid (Sigma
Ljubljana, Slovenija) Aldrich, SAD)

2) 0,1 M otopina natrijevog 4) 0,25 M otopina klorovodicne
hidroksida (Kefo d.o.o, Ljubljana, kiseline (Kefo d.o.0., Ljubljana,
Slovenija) Slovenija)
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Odredivanje udijela galakturonske kiseline

1) Koncentrirana sumporna kiselina, 4) m-hidroksidifenilna otopina
(Kefo d.o.0., Ljubljana, Slovenija) 5) 0,5%-tna otopina NaOH, (Kefo

2) 4 M otopina sulfaminske kiseline d.o.o., Ljubljana, Slovenija)
i kalijevog sulfamata 6) Standardi D-galakturonske

3) 75 mM otopina natrijevog kiseline (Sigma Aldrich, SAD)
tetraborata

3. 1. 1. 3. Postupci izdvajanja proteina iz piskavice

1) n-heksan (J. T. Baker, Deventer, 4) 1 M otopina klorovodicne kiseline,
Nizozemska) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

2) 70%-tni etanol (Kefo d.o.o., 5) 1 M otopina natrijevog hidroksida,
Ljubljana, Slovenija) (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

3) Aceton (Gram-mol d.o.0.,

Zagreb, Hrvatska)

3. 1. 1. 4. Karakterizacija funkcionalnih svojstava proteina
Indeks aktivhosti emulzifikacije i indeks razdvajanja emulzija
1) 0,1%-tna otopina SDS-a

3. 1. 1. 5. Odredivanje bioaktivnog sastava filmova

Odredivanje udjela ukupnih fenola

1) Folin-Ciocalteau reagens 3) Standardi galne kiseline
(Kemika, Zagreb, Hrvatska) (Sigma Aldrich, SAD)

2) Otopina natrijevog karbonata

(20%), (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela flavan-3-ola

1) Vanilin (Acros organics, SAD) 3) Koncentrirana klorovodicna
2) Metanol, (J.T.Baker, kiselina (Carlo Erba, Francuska)
Pennsylvania, SAD)
Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

1) Metanol, (J.T.Baker, Pennsylvania, 3) 6-hidroksi-2,5,7,8-
SAD) tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina
2) Otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (Trolox) (Fluka, SAD)

radikala (DPPH) (Fluka, SAD)
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Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

1) 96%-tni etanol (Kefo d.o.0., Ljubljana, Slovenija)

2) Otopina kalijevog peroksodisulfata (K;S:0s)

3) Otopina 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli

(ABTS) (Sigma Algrich, SAD)

4) 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), (Fluka, SAD)

3. 1. 1. 6. Odredivanje pojedinacnih bioaktivnih spojeva u formuliranim filmovima

primjenom HPLC analize

Sve koristene kemikalije bile su visoke analiticke (p. a.) ili HPLC Cistoce.

1)
2)
3)

Redestilirana voda, AQUA pro injectione (Zagreb, Hrvatska)
Mravlja kiselina, Carlo Erba (Val de Reuil, Francuska)

Metanol, Mallinckrodt Baker B.V. (Deventer, Nizozemska)

3. 1. 2 Pribor i aparatura

3. 1. 2. 1. Izdvajanje pektina

Ekstrakcija pektina

1)
2)
3)
4)

)
6)
7)

Aparatura za filtraciju (lijevak, filter papir Whatman No.1, Erlenmeyerova tikvica)
Laboratorijska centrifuga SL8 R, Thermo scientific (Massachusetts, SAD)

Vodena kupelj, Termomedicinski aparati ,Bodalec™ TKS-1 (Dugo selo, Hrvatska)
Laboratorijsko posude: laboratorijske boce, staklene case, staklene menzure,
magnetidi, kapaljke, laboratorijska zlica, odmjerna tikvica

Magnetska mjesalica Wise Stir SM HS-6, Wisd (Werthrim, Njemacka)

Tehnicka vaga, AND GF 3000 EC (Massachusetts, SAD)

Vortex V-1 plus, Biosan (Riga, Latvia)

Kiselinska hidroliza

1)
2)
3)
Dijaliza
1)
2)
3)

4)

Vodena kupelj, Termomedicinski aparati ,,Bodalec" TKS-1 (Dugo selo, Hrvatska)
Laboratorijsko posude: odmjerne tikvice, staklene boce, Falcon epruvete
Aparatura za filtraciju (lijevak, filter papir Whatman No.1, Erlenmeyerova tikvica)

Laboratorijsko posude: plasticne ¢asa, staklene ¢asSe, staklena menzura, magnetici
Magnetska mjesalica Wise Stir SM HS-6, Wisd (Werthrim, Njemacka)

Membrana za dijalizu, Cellu Sep, nominal MWCO 6000-8000 Da; 7,96 mL/cm
(Membrane Filtration Products, Inc.; Teksas, SAD)

Prijenosni konduktometar Cond 330i, WTW (Bavaria, Njemacka)
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Uparavanie i liofilizacija

1) Laboratorijsko posude: tikvice za uparavanje, kapaljke, staklene i plasti¢ne Petrijeve
zdjelice
2) Liofilizator, FreeZone 1, Labconco (Kansas City, MO, SAD)
3) Rotacijski vakuum uparivac, Heidolph (Njemacka)
3. 1. 2. 2. Karakterizacija pektina
Odredivanje ekvivalentne (molarne) mase i stupnja esterifikacije pektina
1) Tehnicka vaga, AND GF 3000 EC (Massachusetts, SAD)
2) Laboratorijsko posude: staklene case, staklena pipeta, staklena bireta, staklene

menzure, magneti¢
3) Magnetska mjeSalica Wise Stir SM HS-6, Wisd (Werthrim, Njemacka)
4) pH - metar s elektrodom, Mettler Toledo (Ziirich, Svicarska)

Odredivanje udjela galakturonske kiseline

1) Laboratorijsko posude: staklene epruvete, odmjerne tikvice, staklena pipeta,
automatske mikropipet , stakleni Stapi¢, Falcon epruveta
2) Analiticka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)
3) Spektrofotometar, Genesys 10s UV-Vis, Thermo scientific (SAD)
4) Vortex V-1 plus, Biosan (Riga, Latvia)
5) Vodena kupelj, Termomedicinski aparati ,Bodalec TKS-1 (Dugo selo, Hrvatska)
6) Laboratorijska centrifuga SL8 R, Thermo scientific (Massachusetts, SAD)
3. 1. 2. 3. Postupci izolacije proteina iz piskavice

Odmascivanje uzorka

1) Laboratorijsko posude: staklene ¢aSe, Falcon epruvete, Petrijeve zdjelice, magneti¢

2) Magnetska mjesalica Wise Stir SM HS-6, Wisd (Werthrim, Njemacka)

3) Laboratorijska centrifuga SL8 R, Thermo scientific (Massachusetts, SAD)
Uklanjanje ekstraktibilnih tvari

1) Laboratorijsko posude: staklene ¢ase, Falcon epruvete

2) Magnetska mjesalica Wise Stir SM HS-6, Wisd (Werthrim, Njemacka)

3) Laboratorijska centrifuga SL8 R, Thermo scientific (Massachusetts, SAD)

Izdvajanije proteina pri izoelektricnoj tocki

1) pH - metar s elektrodom, Mettler Toledo (Ziirich, évicarska)

2) Laboratorijsko posude: staklena ¢asa, Falcon epruvete

3) Magnetska mjesalica Wise Stir SM HS-6, Wisd (Werthrim, Njemacka)

4) Laboratorijska centrifuga SL8 R, Thermo scientific (Massachusetts, SAD)
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3. 1. 2. 4. Karakterizacija funkcionalnih svojstava proteina
Kapacitet i stabilnost pjenjenija

1) Staklena ¢asa
2) Tehnicka vaga, AND GF 3000 EC (Massachusetts, SAD)
3) Magnetska mjesalica Wise Stir SM HS-6, Wisd (Werthrim, Njemacka)
4) Ultraturax, IKA-T18 basic (Njemacka)
Elektriéna provodljivost
1) Konduktometar Cond-330 i, WTW (Njemacka)
Kapacitet vezanja vode i ulja

1) Plasti¢ne epruvete

2) Vortex V-1 plus, Biosan (Riga, Latvia)

3) Tehnicka vaga, AND GF 3000 EC (Massachusetts, SAD)

4) Laboratorijska centrifuga SL8 R, Thermo scientific (Massachusetts, SAD)

Indeks aktivnosti emulzifikacije i indeks razdvajanja emulzija

1) Laboratorijsko posude: Falcon epruvete, staklene epruvete, staklene pipete
2) Ultraturax, Biosan (Riga, Latvia)
3. 1. 2. 5. Odredivanje udjela suhe tvari filmova i ekstrakta
1) Laboratorijsko posude: staklena ¢asa, aluminijske posude, staklene pipete, pinceta,
Spatula
2) Analiticka vaga, Mettler-Toledo (évicarska)
3) Susionik, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)
3. 1. 2. 6. Odredivanje bioaktivhog sastava filmova (ukupnih fenola, udjela flavan-3-ola, DPPH
i ABTS metoda)
1) Laboratorijsko posude: staklene epruvete, mikropipeta, pipete, kivete za
spektrofotometrijsko mjerenje
2) Spektrofotometar, Genesys 10s UV-Vis, Thermo scientific (SAD)
3. 1. 2. 7. Odredivanje pojedinacnih bioaktivnih spojeva u formuliranim filmovima
primjenom HPLC-a
1) Laboratorijsko posude: case, odmijerne tikvice, pipete i kivete volumena, lijevci,
epruvete, Stapici za mijeSanje, automatske mikropipete
2) Celulozno-acetatni mikrofilteri veli¢ine pora 0,45 pum (CA-45/25), Machery-Nagel
(Duren, Njemacka)
3) HPLC vijale s pripadajuéim navojnim cCepovima sa septom, Agilent Technologies
(Kalifornija, SAD)
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4) HPLC-PDA sustav Agilent 1200 Series (tekuéinski kromatograf visoke ucinkovitosti s
PDA (,,Photo Diode Array") detekcijom), Agilent Technologies (Kalifornija, SAD)

5) HPLC kolona Zorbax Extended C-18 (250 x 4,6 mm, 5um), Agilent Technologies
(Kalifornija, SAD)

3. 2. Metode rada
3. 2. 1. Izdvajanje pektina
3. 2. 1. 1. Ekstrakcija pektina

Ekstrakcija pektina provodi se 70 %-tnim etanolom. U laboratorijskoj boci od 1000 mL
pomijeSa se 50 g uzorka s 500 mL pripremljenog otapala. Ekstrakcija se provodi na sobnoj
temperaturi mijeSanjem na magnetskoj mijesalici 30 min. Nakon zavrSene ekstrakcije, smjesa
se filtrira, a zaostali talog se kvantitativho prenese u laboratorijsku bocu te se postupak
ekstrakcije ponovlja jos dva puta. Nakon trece ekstrakcije, ekstrahirani kolac susi se izmjenom
otapala tako da se talog dva puta ispere s 350 mL 96 %-tnog etanola te zatim s 200 mL
acetona, a izmedu svakog ispiranja uzorak se odvaja filtracijom. Nakon ispiranja uzorka
acetonom, talog se prebaci u plasti¢nu posudu, prekrije stani¢evinom te ostavi u digestoru dok

sav aceton ne ishlapi. Suhi uzorak homogenizira se u tarioniku.
3. 2. 1. 2. Kiselinska hidroliza

Za kiselinsku hidrolizu koristi se razrijedena klorovodicna kiselina (pH 1,5). U staklenu bocu
odvaze se 20 g ekstrahiranog uzorka i doda 500 mL pripremljene otopine klorovodicne kiseline.
Boca se zacepi. Hidroliza se provodi u vodenoj kupelji na 90 °C kroz 2 h uz mijeSanje svakih
15 minuta. Po zavrSetku hidrolize, boca se ohladi u u hladnoj kupelji uz blago odvijen ¢ep da
se sprijei pojava vakuuma unutar boce. Slijedi centrifugiranje (10 min, 8000 rpm). Dobiveni
pektinski ekstrakti skupljaju se u menzuri gdje se izmjeri volumen te se polako uz mijeSanje
dodaje 4 puta veci volumen 96 %-tnog etanola. Smjesa se ostavi stajati u hladnjaku na 4 °C
tijekom nodi da se inducira maksimalna precipitacija pektina. Dobiveni precipitati kvantitativno
se filtriraju. Kako bi se uklonilo Sto vise smjese etanola i vode te olaksalo izdvajanje precipitata,
pred kraj filtracije provodi se centrifugiranje (10 min, 8000 rpm). Dobiveni talog pektinskih

precipitata otopi se u 60 mL vode i stavlja se na dijalizu.
3. 2. 1. 3. Dijaliza

Dijaliza precipitata provodi se kako bi se uklonile primjese male molekulske mase ili zaostali

etanol. Za dijalizu uzorka koristi se tubularna dijalizacijska membrana cija se duljina odreduje
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s obzirom na dimenzije iste (7,96 mL/cm) te ukupni volumen koji se treba dijalizirati, a treba
se uracunati i prostor za zatvaranje membrane s donje i gornje strane te prostor za dodatni
ulazak vode u membranu tijekom dijalize. Na jednom kraju membrane zaveZe se Cvrsti ¢vor
kako uzorak ne bi iscurio te se preko lijevka uzorak kvantitativho prenese u membranu do
jedne trecine uz vrlo malo dodane vode. Na 1 cm od kraja, membrana se zatvori plasticnom
kopom i homogenizira. Membrane s uzorkom stavljaju se cijelim volumenom u plasti¢nu
laboratorijsku ¢asu od 5 L ispunjenu destiliranom vodom kojoj se prethodno izmjeri
provodljivost pomocu konduktometra. Dijaliza se provodi uz mijeSanje na magnetskoj mjesalici
(150 rpm). Svakih 2 h mjeri se provodljivost izvanmembranske tekucine kako bi se dijaliza
provodila odgovarajuéom brzinom, odnosno kako bi se kontinuirano uspostavljao
koncentracijski gradijent otopljenih tvari kao pogonske sile dijalize. Dijaliza traje od 24 do 48
h.

3. 2. 1. 4. Uparavanije i liofilizacija

Nakon dijalize slijedi uparavanje kako bi se uklonilo Sto viSe vode u kojoj je otopljen pektin.
Otopina pektina kvantitativno se prebaci u tikvicu sa okruglim dnom od 1000 mL i uparava se
na rotacijskom vakuum uparivacu 2 h pri tlaku 200 mbara i temperaturi 65 °C. Upareni pektin
(volumena 100 mL) izlije se u Petrijeve zdjelice, prekrije poklopcem s izbusenim rupicama i
pricvrsti parafilmom te se stavlja u laboratorijski zamrziva¢ na -80 °C tijekom noci. Nakon

smrzavanja slijedi liofilizacija (36 h) te usinjavanje liofiliziranog uzorka u mlincu.

3. 2. 2. Karakterizacija pektina
3. 2. 2. 1. Odredivanje ekvivalentne (molarne) mase i stupnja esterifikacije pektina

U staklenu ¢asu od 250 mL izvaze se 0,5 g pektina, doda 5 mL 96 %-tnog etanola, 1 g
natrijevog klorida i 100 mL destilirane vode. Smjesa se mijeSa na magnetskoj mjesalici do
potpunog otapanja pektina. Zatim se titrira do pH=7,5 sa 0,1 M otopinom NaOH te se odita
volumen (a u mL) 0,1 M otopine NaOH koji je potroSen za navedenu titraciju. Ekvivalentna
masa (EW/g mol?) racuna se prema izrazu (1) (Aina i sur., 2012).

EW (g/mol)= m_pektina (g)/(V_NaOH (mL)*c_NaOH (mol/L)) (1)
gdje su:
m(pektina) = poCetna masa pektina

V(NaOH) = volumen otopine natrijevog hidroksida utrosSen za titraciju do pH=7,5
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¢ (NaOH) = koncentracija otopine natrijevog hidroksida

U neutraliziranu otopinu pektina doda se 25 mL 0,25 M NaOH uz mijeSanje. Nakon 30 min u
istu otopinu doda se 25 mL 0,25 M otopine HCl-a i ponovno titrira sa 0,1 M NaOH do pH=7,5.
Ocita se volumen utroSenog titranta (b u mL) te se izraCuna stupanj esterifikacije (DE (%))
prema izrazu (2) (Aina i sur., 2012).

DE (%)=100b/(a+b) )

3. 2. 2. 2. Odredivanje udjela galakturonske kiseline

U staklenu epruvetu odvaze se 5 mg uzorka pektina Se¢erne repe. Epruveta sa uzorkom stavi
se u hladnu kupelj te se doda 1 mL koncentrirane sumporne kiseline. Otopina se mijeSa 5 min
staklenim Stapicem nakon cega se dodaje joS 1 mL koncentrirane sumporne kiseline. Otopina
se mijeSa 5 min u hladnoj kupelji. Postupak se ponovi jos jednom, a nakon toga dodaje se 0,5
mL destilirane vode te se otopina mijeSa 5 minuta u hladnoj kupelji. Sadrzaj epruvete razrijedi
se destiliranom vodom u odmjernoj tikvici od 10 mL, prenese u Falcon epruvetu od 15 mL te
centrifugira (10 minuta, 2000 rpm). 400 L alikvota iz supernatanta stavlja se u tri epruvete
za svaki uzorak te se zatim dodaje 40 pL 4 M otopine H3NSO; i mijeSa na vortex-u. U sve
epruvete doda se 2,4 mL 75 mM otopine Na;BsO; x 10 H,O i ponovo mijeSa na vortex-u.
Epruvete se stave u vodenu kupelj na 100 °C kroz 20 min, a nakon isteka vremena hlade se
pod mlazom hladne vode. U dvije epruvete u paraleli doda se 80 pL m-hidroksidifenilne
otopine, a u trecu se doda jednaki volumen 0,5 %-tne otopine NaOH. Nakon 5-10 min razvija
se ruziCasta boja te se mjeri apsorbancija na 525 nm. Iz dobivenih vrijednosti konstruira se

bazdarni pravac koji sluzi za odredivanje galakturonske kiseline (Melton i sur., 2001).

3. 2. 3. Postupci izdvajanja proteina iz piskavice

Prije izdvajanja proteina sirovina je usitnjena u mlincu te je prosijana kako bi se ujednadila

veli¢ina Cestica.
3. 2. 3. 1. Odmascivanje uzorka

U staklenu ¢asu od 800 mL izvaZe se 50 g uzorka i doda 200 mL n-heksana. Casa se prekrije
parafilmom i Petrijevom zdjelicom. SadrZaj se mijeSa na magnetskoj mjeSalici 30 min. Nakon

isteka vremena, centrifugiranjem se iz suspenzije odvoji supernatant, a u kruti talog doda se
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200 mL n-heksana. Postupak se ponovi jos dva puta. Nakon tre¢eg centrifugiranja, talog se
ostavi stajati preko noci da organsko otapalo ishlapi.

3. 2. 3. 2. Uklanjanje ekstraktibilnih tvari

Uklanjanje ekstraktibilnih tvari provodi se trostrukom ekstrakcijom sa 70 %-tnim etanolom. U
staklenu ¢asu odvaze se 50 g odmaséenog uzorka i doda se 500 mL otapala. Sadrzaj se mijesa
na magnetskoj mjesalici 30 min. Po isteku vremena, ekstrakt se centrifugira pri ¢emu se
supernatant odbacuje, a kruti talog prebaci natrag u ¢asu. Ekstrakcija se ponavlja dva puta s
istom koli¢inom otapala. Kruti talog koji zaostane nakon treée ekstrakcije susi se izmjenom

otapala ispiranjem sa 350 mL 96 %-tnog etanola (2x) i s 200 mL acetona.
3. 2. 3. 3. Izdvajanje proteina pri izoelektri¢noj tocki

Destiliranoj vodi podesi se pH na 9,5 dodavanjem 1 M NaOH. U staklenu ¢asu odvaze se 50 g
uzorka i doda 500 mL pripremljene luznate vode. Caa se prekrije parafilmom. Hidroliza se
provodi na sobnoj temperaturi 60 min uz mijeSanje na magnetskoj mjesalici. Po zavrsetku
hidrolize, slijedi centrifugiranje (10 min, 8000 rpm) uz izdvajanje male koliCine taloga koji se
ispere s malo vode i ponovno centrifugira (5 min, 8000 rpm). Dobiveni talog ispere se s tri kapi
vode i jo$ jednom centrifugira pri istim uvjetima kao i drugi put. Supernatanti centrifugiranja
se spoje te se proteini precipitiraju dodatkom 1 M otopine HCl-a do postizanja pH= 4,5. Kako
bi precipitacija proteina bila Sto bolja, otopina se hladi na 4 °C 2 h. Nakon hladenja, slijedi
centrifugiranje (10 min, 8000 rpm). Nastali talog se resuspendira u vodi i prelije u Petrijeve
zdjelice koje se prekriju poklopcem sa izbusenim rupicama, pricvrste parafilmom te liofiliziraju
24 h,

3. 2. 4. Karakterizacija funkcionalnih svojstava proteina
3. 2. 4. 1. Kapacitet i stabilnost pjenjenja

U staklenoj ¢asi pomijeSa se 0,255 g uzorka sa 25 mL vode. Otopina se mijeSa do potpunog
otapanja proteina nakon Cega se podesi pH otopine na 7,0 pomoc¢u NaOH. Proteini koji se nisu
dobro otopili se centrifugiraju (5 min, 8000 rpm) da se odvoji supernatant. Uzorak se mijesa
na Ultraturax, IKA-T18 basic uredaju 3 minute na brzini 4 i biljezi se volumen (A u mL).

Kapacitet pjenjenja (FC u %) racuna se prema izrazu (3) (Kempka i sur., 2015).
FC (%)= ((A-B)/B)x100 3)
gdje su:
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A= volumen nakon homogeniziranja
B= pocetni volumen

Stabilnost pjenjenja (FS u %) racuna se prema istom izrazu samo Sto je u tom slucaju A

volumen nakon 30 min.
3. 2. 4. 2. Elektri¢na provodljivost

Elektricna provodljivost mjeri se konduktometrom u otopinama koje su prethodno pripremljene
za odredivanje kapaciteta i stabilnosti pjenjenja. Elektroda uredaja uroni se u otopinu uzorka,

a na ekranu se ocita vrijednost elektri¢ne provodljivosti u ps/cm.
3. 2. 4. 3. Kapacitet vezanja vode i ulja

Odvaze se 0,05 g uzorka u plasti¢nu epruvetu te doda 5 mL destilirane vode. Otopina se mijesa
na vortex-u 1 min. Uzorak se ostavi stajati 3 h na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se centrifugira
(5 min, 3000 rpm) i biljezi volumen supernatanta. Na isti nacin odreduje se i kapacitet vezanja
ulja samo Sto se umjesto 5 mL vode uzorku dodaje 5 mL ulja. Za ra¢unanje kapaciteta vezanja
vode (WHC) ili ulja (FAC) koristi se izraz (4) (Stone i sur., 2015).

WHC/FAC= ((Vo-W\)/ Vo)/m 4)
gdje su:
WHC/FAC - kapacitet vezanja vode/ulja (mL/g)
Vo - volumen vode/ulja dodane uzorku (mL)
Vy - volumen supernatanta (mL)
m-masa uzorka (g)
3. 2. 4. 4. Indeks aktivnosti emulzifikacije i indeks razdvajanja emulzija

Odredivanje indeksa aktivhosti emulzifikacije i razdvajanja emulzija provedeno je prema
modificiranom postupku opisanom u istraZivanju BelS¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2018).
Razrjedenjem 1 % otopine proteina za odredivanje sposobnosti pjenjenja pripreme se 0,1 %
otopine pojedinog proteina. 1z njih se pipetira 6 mL uzorka u Falcon epruvetu te homogenizira
1 min na Ultraturrax-u (brzina 4) s 2,0 mL suncokretovog ulja. Iz pripremljenjih emulzija
izuzme se 50 pL otopine s dna Falcon epruveta te se ru¢no (90 s) mijesa s 5 mL 0,1 % otopine
SDS-a (sodium dodecyl sulfate) i odmah se mjeri apsorbancija na 500 nm. Nakon Sto uzorak

odstoji 10 min u kiveti, ponovno se mjeri apsorbancija. Slijepa proba sadrzi samo 0,1 % SDS.
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Iz vrijednosti izmjerenih apsorbancija izraCunaju se indeks aktivnosti emulzifikacije (EAI) i

indeks razdvajanja emulzija (ESI) prema izrazima (5) i (6) (Wang i sur., 2016).

EAI(m?/g) = (2T/c x (1-@) x10 000) x Ao x razrijedenje (5)
T=2,303
ESI(%) = (Aio/Ao) X 100 % (6)
gdje su:
Ao= vrijednost apsorbancije u 0 min c= koncentracija otopine proteina
Aio= vrijednost apsorbancije nakon 10 min ¢ = udio ulja (0,25)

3. 2. 5. Priprema ekstrakta Zutog Caja i otapanje pektina i proteina u njemu

20 g biljnog materijala, prethodno usitnjenog u mlincu, prelije se sa 200 mL vode zagrijane na
80 °C te se ekstrahira 5 min. Po zavrSetku ekstrakcije, uzorak se filtirira preko 4 sloja gaze i

ohladi se u hladnoj kupelji.

U casu od 150 mL odvaze se 2,8 g pektina ekstrahiranog iz pulpe Secerne repe i prelije sa 70
mL prethodno pripremljenog ekstrakta, a u odgovarajuce ¢ase od 50 mL odvaze se po 0,8 g
proteina iz piskavice, rize, graska, soje, sirutke i badema i prelije sa 20 mL ekstrakta zutog

Caja. Pripremljene smjese mijeSaju se na magnetskoj mjesalici preko nodi.

3. 2. 6. Formuliranje i otapanje filmova

Za pripremu filmova koriste se pripremljene otopine pektina i proteina. Za film samo sa
pektinom koristi se 10 g otopine pektina, a za filmove s proteinima i pektinom koristi se 5 g
otopine pektina i 5 g otopine proteina. Svi filmovi formuliraju se u paraleli. Pripremljene otopine
izliju se u Petrijeve zdjelice i doda se kap 85 %-tnog glicerola. Formulirani filmovi stave se na
ravnu povrsinu i suSe na sobnoj temperaturi 48 h. Nakon susenja, filmovi se vade iz Petrijevih

zdjelica Spatulom i Cuvaju u eksikatoru.

Za odredivanje bioaktivnog sastava pojedinih filmova, 5 g filma otopi se u 30 mL 10 %-tnog
etanola. Tako pripremljeni uzorci koriste se za analizu pomocu sprektrofotometrijskih metoda
i HPLC uredaja.
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3. 2. 7. Karakterizacija filmova
3. 2. 7. 1. Odredivanje udjela suhe tvari ekstrakta i filmova

Na analitickoj vagi izvaze se ~ 1,0 g filma, odosno 5,0 g ekstrakta u suhu i prethodno izvaganu
aluminijsku posudicu sa izarenim kvarcnim pijeskom. Posudice sa uzorkom suse se u susioniku
na 105 °C kroz 4 h nakon ¢ega se hlade u eksikatoru. Ohladene posudice sa suhim uzorkom
ponovno se vazu te suse do postizanje konstantne mase. Mjerenja se provode u paraleli. Udio

suhe tvari racuna se prema izrazima (7) i (8).

% vode = (a-b) x100 / m (7)
% suhe tvari = 100 - % vode (8)
gdje su:
a — masa prije susenja (g) m — masa uzorka (g)

b — masa poslije suéenja (g)

3. 2. 7. 2. QOdredivanje boje filmova

Odredivanje boje filmova provodi se na nekoliko razliCitih mjesta na filmu pomocu
konduktometra koji ispisuje vriijednosti L*, a* i b*, a rezultati se izrazavaju kao srednja
vrijednost sa standardnom devijacijom. Vrijednost kolorimetrijske razlike, kojom su prikazani

rezultati, predstavlja odstupanje reprodukcije od orginala prema navedenim kriterijima:
AE < 0,2 = razlika boje se ne vidi AE = (3-6) = razlika boje se dobro vidi
AE = (0,2-1) = razlika boje se primjecuje AE > 6 = ocCigledna odstupanja boje
AE = (1-3) = razlika boje se vidi

Vrijednost kolorimetrijske razlike racuna se prema izrazima (9), (10), (11), (12) (Petrovici sur.,
2013).

AE= AL? + Aa? + Ab? 9)
AL=Lo-L, (10)
Aa=ao—a1 (11)
Ab=bo—b; (12)
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gdje su:
Lo, a0, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje

L1, a1, bi- vrijednosti ispitivanog uzorka boje

3. 2. 7. 3. Odredivanje debljine filmova

Debljina filmova odreduje se na 6 razlicitih mjesta za svaki film pomocu digitalnog mikrometra
(Helios-Preisser Digital Micrometer, Type 40 EX, Njemacka), a rezultat se prikazuje kao srednja

vrijednost s odgovaraju¢om standardnom devijacijom (um).

3. 2. 8. Odredivanje bioaktivnog sastava filmova
3. 2. 8. 1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Za odredivanje udjela ukupnih polifenola koristi se spektrofotometrijska metoda temeljena na
kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteau reagensom. Folin-Ciocalteau reagens je
smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline koje se pri oksidaciji fenolnih spojeva
reduciraju u plavo obojeni wolframov i molibdenov oksid. Intenzitet nastalog plavog obojenja

mjeri se 2 sata od pocCetka reakcije na 765 nm.

Postupak rada:

U epruvetu se otpipetira 3,95 mL destilirane vode, 50 pL uzorka, 2,50 mL Folin-Ciocalteau
reagensa i 7,5 mL 20 %-tne otopine Na.COs Cime se pokrece reakcija. Uzorci stoje 2 sata na
sobnoj temperaturi. Nakon isteka vremena mijeri se apsorbancija na 765 nm. Slijepa proba
umjesto uzorka sadrzi 50 yL destilirane vode. Svi uzorci pripremaju se u paraleli, a rezultat se
prikazuje kao srednja vrijednost sa pripadajuéim standardnim devijacijama. Rezultati se
izrazavaju na temelju bazdarnog pravca izrazeni kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/g
filma. Udio ukupnih polifenola racuna se pomocu jednadzbe (13).

y= 0,001x — 0,0001 (13)
gdje su:

y - izmjerena vrijednost apsorbancije pri 765 nm
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X - koncentracija otopine galne kiseline (mg/L)
3. 2. 8. 2. Odredivanje udjela flavan-3-ola

Flavan-3-oli odreduju se spektrofotometrijski prema metodi koja se temelji na reakciji vanilina
s alkoholnim skupinama na polozajima C6 i C8 u molekulama flavan-3-ola pri ¢emu nastaje

crveno obojeni kompleks. Intenzitet nastalog crvenog obojenja mjeri se na 500 nm.

Postupak rada:

U epruvetu se otpipetira 0,5 mL uzorka i 3 mL prethodno pripremljene 4 %-tne otopine vanilina
u metanolu. Nakon 5 minuta doda se 1,5 mL koncentrirane klorovodicne kiseline u epruvete
koje se nalaze u hladnoj vodenoj kupelji. Slijepa proba umjesto vanilina sadrzi Cisti metanol.
Rezultati se izrazavaju kao mg (+) — katehina/g uzorka. Udio flavan-3-ola raCuna se prema
formuli (14).

(+)-katehin= 290,8 x AE x razrijedenje (14)
gdje je:

AE = razlika apsorbancije izmedu uzorka i slijepe probe

3. 2. 8. 3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom temelji se na redukciji DPPH radikala
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pracena kolorimetrijskom reakcijom.
DPPH radikal zbog nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra
(515 nm). U prisutnosti elektron donora dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala

te do promjene ljubicaste boje otopine u zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju.
DPPH™ + AH — DPPH-H + A’
DPPH" + R™ — DPPH-R

Postupak rada:

Pripremi se 0,094 mM otopina DPPH u metanolu. U epruvetu se otpipetira 100 pL uzorka i
doda se 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH te se odmah mjeri apsorbancija na 515 nm u razmaku
od 1 minute. Slijepa proba umjesto uzorka sadrzi 100 UL metanola. Oduzimanjem apsorbancije
uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA, a rezultati se preracunavaju
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prema bazdarnoj krivulji (15) i izrazavaju kao maseni udjel (Ug/g uzorka) ekvivalenata Trolox-

a.

y= 0,6030x — 0,0068 (15)
gdje su:
X - koncentracija otopine Trolox-a (mg/L)

y - izmjerene vrijednosti apsorbancije na 515 nm

3. 2. 8. 4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Metoda se temelji na redukciji plavo-zelenog ABTS radikal-kationa (2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)), koji se formira kemijskom ili enzimskom oksidacijom
otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. U ovom radu oksidacija otopine ABTS-a provodila
se otopinom kalijevog persulfata. Dodatkom antioksidansa dolazi do redukcije prethodno
generiranog ABTS radikala, Sto ovisi o antioksidacijskoj aktivnosti koriStenog antioksidansa,
njegovoj koncentraciji i trajanju reakcije. Udjel reduciranog ABTS radikala antioksidansima
izrazava se kao funkcija koncentracije i vremena, te se mijeri praenjem smanjenja
apsorbancije ABTS radikala spektrofotometrijski na 734 nm. Dobiveni udjel reduciranog ABTS
radikala usporeduje se sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine
Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), analoga vitamina E

topljivog u vodi, pri istim uvjetima.

Postupak rada:

Oksidacijom 7 mM vodene otopine ABTS reagensa s 140 mM kalijevim peroksodisulfatom
pripremi se otopina ABTS*™ radikala, do konacne koncentracije otopine kalijevog
peroksodisulfata od 2,45 mM. U odmjernoj tikvici od 5 mL pomijeSa se 88 uL 140 mM otopine
kalijevog peroksodisulfata i nadopuni do oznake sa 7 mM otopinom ABTS reagensa. Tako
pripremljena otopina stoji preko noci na sobnoj temperaturi. Prije analize otopina se razrijedi
96 %-tnim etanolom do konacne koncentracije ABTS* radikala od 1 %, tako da apsorbancija
te otopine iznosi 0,70 £ 0,02. U epruvetu se otpipetira 20 pL uzorka i 2 mL otopine ABTS™*
radikala i nakon 6 minuta se mjeri apsorbancija na 734 nm. Prije toga mjeri se apsorbancija
slijepe probe koja umjesto uzorka sadrzi 20 uL vode. Oduzimanjem apsorbancije uzorka od
apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA, koja se prema bazdarnom pravcu (16)

preracunava u koncentraciju (mM ekvivalenti Troloxa).
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y= 0,303x + 0,0006 (16)
gdje su:
X - antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox /L)

y - izmjerene vrijednosti apsorbancije na 734 nm

3. 2. 9. Odredivanje pojedinacnih bioaktivnih spojeva u formuliranim filmovima primjenom

tekudinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Priprema uzorka:

5 g formuliranog filma otopi se u 30 mL 10%-tnog etanola. Otopina se filtira kroz odgovarajuce
mikrofiltere te se injektira se u kromatografski sustav (10 pL).

Postupak rada:

Odredivanje pojedinacnih bioaktivnih spojeva temelji se na razlikama u polarnosti pojedinih
komponenata, a provodi se kromatografijom obrnutih faza na ACE Excel SuperC18 (250 x 4,6
mm, 5um) koloni (nepolarna stacionarna faza) eluacijom polarnim otapalima (BelSc¢ak-

Cvitanovi¢ i sur., 2012). Paremetri HPLC analize:

Mobilna faza: A — 2% mravlja kiselina Detekcija: UV/VIS PDA (A=278 nm)

B — Metanol Temperatura kolone: sobna

Protok: 1 mL/min Vrijeme trajanja analize: 35 min (+ 5 min
Post Time)

Eluiranje: gradijentno (Tablica 4.)

Tablica 4. Gradijent otapala za HPLC analizu bioaktivnih spojeva

0 98 2 1,0
10 68 32 1,0
20 60 40 1,0
30 30 70 1,0
35 5 95 1,0
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Identifikacija i kvantifikacija detektiranih spojeva:

Detekcija galne kiseline, epigalokatehin galata, kafeina, katehina, epigalokatehina i teobromina
provodi se snimanjem eluata Photo Diode Array (PDA) detektorom uz rezoluciju 1,2 nm na
valnoj duljini 278 nm (UV podrucje). Identifikacija spoja provodi se usporedbom vremena
zadrzavanja (Rt) dobivenih pikova na kromatogramima s vremenima zadrzavanja vanjskih
standarda i usporedbom s UV-spektrima standarda (oblik spektra i apsorpcijski maksimumi).
Za kvantitativno odredivanje spojeva u uzorcima koriste se jednadzbe bazdarnih pravaca za
pojedini spoj (Tablica 5.).

Tablica 5. Bazdarni pravci identificiranih bioaktivnih spojeva u formuliranim filmovima

Galna kiselina y = 29,783x — 61,812
Epigalokatehin galat y = 9,6163x + 66,845
Kafein y = 18,949x + 32,951
Katehin y = 5,4785x + 17,056
Epigalokatehin y = 21,775x — 24,912
Teobromin y = 35,066x + 8,0907

HPLC analiza provodi se u dvije paralelne probe, a rezultati se izrazavaju kao mg/g filma te se
prikazuju kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Za prikupljanje i
obradu podataka dobivenih HPLC analizom koristi se program Star Cromatography Workstation

Version 5, dok se rezultati obraduju pomocu programa Microsoft Office Excel.

3. 2. 10. Senzorska analiza

Za senzorsko ocjenjivanje filmova koristi se hedonisti¢ka bodovna ljestvica s ocjenama od 1-9
pri ¢emu 9 oznacava izrazito pozeljnu kvalitetu, a 1 oznacava defektan proizvod. U ovom
ocjenjivanju sudjelovalo je 5 djelatnica i studentica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
starosti izmedu 22-45 godina (Ozdemir i Floros, 2008). Senzorskom analizom ocjenjivani su:
izgled, boja, transparentnost, elasticnost i prihvatljivost. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost sa odgovaraju¢om devijacijom za svako ocijenjeno svojstvo.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je koristenjem prirodnih materijala, pektina iz pulpe Secerne repe i proteina
(piskavice, rize, graska, soje, sirutke i badema) te zutog Caja, kao izvora bogatog bioaktivnim
spojevima, pripremiti funkcionalne jestive filmove. Primarnim sirovinama odredena su fizikalna
svojstva: pektinu iz Secerne repe odreden je stupanj esterifikacije, ekvivalentna masa, pH te
udio galakturonske kiseline, dok je proteinima odreden kapacitet i stabilnost pjenjenja,
kapacitet vezanja vode i ulja, indeks aktivnosti emulzifikacije, indeks razdvajanja emulzija te
provodljivost. Formuliranim filmovima su, osim fizikalno-kemijskih (udio suhe tvari, boja i
debljina), odredena i mehanicka svojstva (vlatna Cvrstoca i elasti¢nost). Antioksidacijski
kapacitet formuliranih filmova odreden je ABTS i DPPH metodama, dok je primjenom HPLC-
DAD analize u filmovima odreden udio pojedinacnih polifenolnih spojeva. Takoder,

formuliranim filmovima ispitana su senzorska svojstva.

4. 1. Karakterizacija pektina

Tablica 6. Karakterizacija pektina izoliranog iz pulpe Secerne repe

Pulpa Secerne repe 74,52 £ 0,21 1086,96 + 1,02 3,12 84,04 + 0,18

U ovome radu provedena je ekstrakcija i karakterizacija (ekvivalenta masa, stupanj
esterifikacije, pH i udio galakturonske kiseline) pektina iz pulpe Selerne repe. Rezultati
karakterizacije pektina prikazani su u Tablici 6. Stupanj esterifikacije pektina iznosio je 74,52
% te je dobiveni rezultat malo visi s obzirom na rezultat Sen i suradnika (2013) gdje je iznosio
oko 66 %. Takoder, odredena je ekvivalentna masa pektina koja je iznosila 1086,96 g/mol, te
udio galakturonske kiseline koji je iznosio 84,04 %. U istrazivanju Muller-Maatsch i suradnika
(2016) udio galakturonske kiseline u pektinu Secerne repe iznosio je oko 65 %, medutim,
brojni su razlozi zbog kojih moZe doc¢i do nepodudarnosti u rezultatima, ukljucujuci

karakteristike i pripremu polazne sirovine te uvjete ekstrakcije pektina.
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4. 2. Karakterizacija funkcionalnih svojstava proteina
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B Kapacitet pjenjenja Stabilnost pjenjenja

Slika 7. Kapacitet pjenjenja (%) i stabilnost pjenjenja (%) proteina piskavice (PI), rize (R),
graska (G), soje (S), sirutke (SI) i badema (B)

Izdvajanje proteina iz piskavice provedeno je alkalnom hidrolizom i naknadnom precipitacijom
pri izoelektricnoj tocki. Ispitivana su funkcionalna svojstva tih proteina, kao i komercijalnih
proteina rize, graska, soje, sirutke i badema. Jedno od vaznih svojstava proteina je stvaranje
i stabilizacija pjene u proizvodnji raznih namirnica. Kao dobri agensi za pjenjenje, proteini bi
trebali formirati i stabilizirati pjene brzo i u€inkovito pri niskoj koncentraciji u rasponu pH koji
Su u raznim namirnicama (Barac i sur., 2011). Kapacitet i stabilnost pjenjenja prikazan je na
Slici 7. Najveci kapacitet pjenjenja pokazali su proteini sirutke (110,42 %), dok proteini graska
i soje imaju podjednake kapacitete pjenjenja, a slijede ih proteini piskavice (20 %), diji su
rezultati u skladu s istrazivanjem Mabrouki i suradnika (2015) koji su odredili da je FC piskavice
21,37 %. Najmanji FC imaju proteini rize (6,67 %). Najbolju stabilnost pjenjenja pokazali su
proteini soje (37,5 %), slijede proteini sirutke, graska, piskavice (10 %), a najlosiju stabilnost
pjenjenja imaju proteini rize (2,22 %), dok kod proteina badema pjena nije stabilna. U radu
Wang i suradnika (2016) FC proteina rize iznosio je oko 5 %. Stabilnost pjenjenja za proteine
piskavice u istrazivanju Feyzi i suradnika (2017) iznosila je 65 %, Sto je 6,5 puta vise od
rezultata u ovom radu, no buduci da se radi o biljnoj sirovini brojni su razlozi koji mogu utjecati
na taj rezultat, a ponajprije i samo podrijetlo, uvjeti uzgoja i varijetet piskavice. Kao sto se
moze na vidjeti Slici 7. proteini kojima je odreden veci kapacitet pjenjenja, imaju i vecu
stabilnost pjene.
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Slika 8. Elektricna provodljivost proteina piskavice (PI), rize (R), graska (G), soje (S), sirutke
(SI) i badema (B)
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Elektricna provodljivost proteina prikazana je na Slici 8. Najvecu provodljivost imaju proteini
piskavice (462 ps/cm), a zatim slijede proteini graska> badema> sirutke> soje, dok u prosjeku

trostruko manju provodljivost imaju proteini rize.
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Slika 9. Kapacitet vezanja vode (WHC) i ulja (FAC) proteina piskavice (PI), rize (R), graska
(G), soje (S), sirutke (SI) i badema (B)
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Na Slici 9. prikazane su vrijednosti kapaciteta vezanja vode, odnosno ulja za koristene
proteine. Proteini sirutke pokazali su najveéi kapacitet vezanja vode i ulja te su njihove
vrijednosti iste (39 mL/g). Manji kapacitet vezanja vode imaju proteini graska (38,24 mL/q),
te redom proteini piskavice i rize (s jednakim kapacitetom vezanja vode (37 mL/g)), proteini
badema (37,24 mL/qg), te najmaniji proteini soje (35,56 mL/g). Vrijednosti kapaciteta vezanja
ulja ujednacene su kod proteina piskavice, graska, soje i badema (38 mL/g), a najmanji FAC

pokazali su proteini rize (35,2 mL/g).

70
60

50

m2/

30

20
i I
0 ]
Pl R G S

Slika 10. Indeks aktivnosti emulzifikacije (EAI) proteina piskavice (PI), rize (R), graska (G),
soje (S), sirutke (SI) i badema (B)

S| B

Takoder, ispitana su svojstva indeksa aktivnosti emulzifikacije (EAI) koja su prikazana na Slici
10. Najvece vrijednosti indeksa aktivnosti emulzifikacije odredene su s proteinima sirutke
(57,61 m?/g), dok su najmanje odredene s proteinima soje (5,83 m?/g). Vrijednosti EAI
proteina ne mogu se usporedivati s rezultatima iz literature jer se razlikuju u Cistoéi te u obliku
u kakvom su koristeni (izolirani ili komercijalni).

Svojstva indeksa razdvajanja emulzija (ESI) prikazana su na Slici 11. Najveéi indeks
razdvajanja emulzija pokazali su proteini soje (preko 100 %), a slijede ih proteine piskavice
(97,8 %), rize (93 %), badema i graska (92%) . U istrzivanju Wang i suradnika (2016) ESI za

proteine rize
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Slika 11. Indeks razdvajanja emulzija (ESI) proteina iz piskavice (PI), rize (R), graska (G),
soje (S), sirutke (SI) i badema (B)
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iznosio je oko 23 % Sto je, usporedujudi s rezultatima iz ovoga rada, znatno manja vrijednost.
Razlika u dobivenim rezultatima moze se prepisati razliCitinom izvoru proteina rize. U ovome
radu koristeni su komercijalni proteini rize, dok su u spomenutom istrazivanju koristeni izolirani
proteini, a izmedu njih postoji razlika u Cistoci. Proteini sirutke imaju nizu vrijednost ESI (82,8
%).

Vizualni izgled jestivih filmova prikazan je na Slici 12. (od F1-F7). Prema vizualnim
karakteristikama, najsjajniji i bez neravnih povrsina ili napuknuca pokazao se film Cistog
pektina (F1). Najmanje sjaja ima F2, dok ostali filmovi pokazuju zadovoljavajuci sjaj. Jestivi
film F3 ima samo mala napuknuca po rubu na jednoj strani, dok filmovi F2, F5 i F6 imaju puno
pukotina, u slucaju filmova F4 i F7 prilikom vadenja iz Petrijevih zdjelica doslo je do puknuca

u sitne komadice. Najtamniji film je F2, a najsvijetliji je F7.
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4.3. Vizualni izgled formuliranih filmova

Slika 12. Fotografije formuliranih filmova Zutog ¢aja s Cistim pektinom (F1), pektinom i
proteinima piskavice (F2), rize (F3), graska (F4), soje (F5), sirutke (F6) i badema (F7)
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4. 4. Karakterizacija formuliranih filmova

Tablica 7. Fizikalno-kemijske i mehanicke karakteristike formuliranih filmova zutog c¢aja

F1 81,99+0,01 21,42+£2,72  2,24+0,47 6,33+0,91 - 96,50+22,28 3,64+0,83 18,02+2,40
F2 94,45+0,56 26,64+£1,53  2,16+0,31 5,71+0,36 34,79+27,09 140,33+39,11 - -
F3 94,11+0,07 25,43+2,83  1,36%0,31 5,43+1,77 38,31+41,53 96,50+14,94 - -
F4 94,80+0,22 22,70+1,63  0,61+0,17 5,94+0,99 17,09+12,01 85,17+13,44 - -
F5 95,01+0,00 22,72+2,53  1,97+0,28 5,91+0,35 18,36+10,02 133,00+38,04 - -
F6 93,55+0,12 17,99+3,57 3,81+141  13,63+0,68  80,45+21,38 104,33+£12,40 - -
F7 94,50+0,08 24,84+3,35  1,89+0,65 7,09+0,51 33,41+£35,61 38,67+7,23 - -
Ekstrakt 3,51+0,13 - - - - - - -

4

nije mjereno
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U Tablici 7. prikazane su fizikalno-kemijske i mehanicke karakteristike formuliranih filmova.
Najmaniji udio suhe tvari ima Cisti pektinski film (82 %), dok se u filmovima formuliranima
kombinacijom pektina i proteina udio suhe tvari krece u rasponu od 93,55 do 95,01 %. Najveci
udio suhe tvari sadrzi film F5 (95,01 %).

Svi filmovi pripremljeni kombinacijom pektina i proteina imaju vecu vrijednost parametra boje
L* u odnosu na Cisti pektinski film, osim F6. F2 ima najvecu vrijednost L* Sto upuéuje na
povecanije svjetline uzorka. Najvecu vrijednost parametra a* ima F6 Sto ukazuje da ima najvisi
intenzitet crvene boje, dok najmaniji intenzitet crvene boje ima F4 (najmanji a*). Parametar
b* najvedi je za F6 Sto znaci da on ima najzastupljeniju Zutu komponentu boje, a F3 najmanje
zastupljenu. Vrijednost AE je za sve filmove proizvedene kombinacijom pektina i proteina veéa

je od 6 Sto ukazuje na razlike u boji u odnosu na Cisti pektinski film.
Najveca debljina odredena je kod filma F2 (140,33 um), a najmanja za F7 (38,67 pm).

Mehanicka svojstva (vlatna cvrstoca i elasti¢nost) bilo je moguce izmjeriti samo za Cisti
pektinski film, dok mjerenje istih svojstava nije bilo moguce za ostale filmove zbog krhke

strukture i lomljivosti.

4. 5. Bioaktivni sastav formuliranih filmova

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 E

Slika 13. Udjel ukupnih polifenola (mg GAE/ g filma) u formuliranim filmovima zutog caja
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Udio ukupnih polifenola u formuliranim filmovima Zutog ¢aja prikazan je na Slici 13. Kao izvor
bioaktivnih spojeva koristen je ekstrakt zutog ¢aja. Udio ukupnih polifenola u ekstraktu zutog
Caja prema istrazivanju Kopjar i suradnika (2015) iznosi od 0,575 do 6,629 g/kg, ovisno o
veli¢ini Cestica i ekstrakcijskom otapalu. Rezultati pokazaju da filmovi F3, F6, F7 imaju veli
udio ukupnih polifenola od samog ekstrakta Zutog ¢aja, dok F5, F4, F2, kao i Cisti pektinski film
imaju manji udio ukupnih polifenola u odnosu na disti ekstrakt. Udjelu ukupnih polifenola u
filmovima F3, F6 i F7 osim ekstrakta Zutog ¢aja doprinose i pektin te proteini. Za odredivanje
ukupnih polifenola koristen je Folin-Ciocalteu reagens koji ulazi u interakcije s proteinima.
Bakrovi ioni (Cu?*) u luznatom mediju veZu se na peptidne veze i reduciraju se u Cu* pri cemu
nastaje kompleks protein-Cu*. U drugom koraku FC reagens reagira s tim kompleksom i

reducira se dajuci karakteristicno plavo obojenje otopine (Alam, 1992).

FL F2 F3 F4 _ F5 F6 F7 E

Slika 14. Udjel flavan-3-ola (mg katehina/ g filma) u formuliranim filmovima zutog caja

mg katehina/g filma
= N w LN (€] (o)) N
o o o o o o o o

Vrijednosti udjela flavan-3-ola u formuliranim filmovima prikazane su na Slici 14. Najveéi udio
flavan-3-ola ima Cisti pektinski film (64,56 mg katehina/g filma). Takoder, F5 ima veci udio
flavan-3-ola (57,17 mg katehina/g filma), nego ekstrakt zutog aja, dok svi ostali filmovi imaju
malo manje udjele flavan-3-ola u usporedbi s ekstraktom, Sto ukazuje da i pektin i proteini

soje doprinose povecanom udjelu flavan-3-ola.

Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta prikazane su na Slici 15.
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Slika 15. Antioksidacijski kapacitet (mmol Trolox/ g filma) formuliranih filmova Zutog caja
odreden ABTS i DPPH metodama

mmol Trolox/g filma

(6]

Antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom pokazuje da svi formulirani filmovi imaju
slicne ili jednake antioksidacijske kapacitete kao i ekstrakt Zutog ¢aja. U istrazivanju Kopjar i
suradnika (2015) ekstrakt Zutog Caja dobiven iz praskastih listi¢a, kakvi su koriSteni i u ovome
radu, imao je antioksidacijski kapacitet 40,733 pmola/100 g (ABTS metoda), odnosno 26,521
pmola/100 g (DPPH metoda). Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva ovisi o broju OH
skupina i njihovom polozaju (Kazazi¢, 2004). Rezultati ABTS metode ukazuju da F7 ima veéi
antioksidacijski kapacitet (1,94 mmol Trolox/ g filma) od ekstrakta Zutog caja, dok F3 ima
jednak antioksidacijski kapacitet kao i ekstrakt. Svi ostali filmovi imaju manji antioksidacijski
kapacitet od ekstrakta. Do razlika u rezultatima antioksidacijskog kapaciteta medu metodama
moZze dodéi zbog razlike u osjetljivosti pojedine metode, te same pripreme uzoraka i zato Sto
ABTS reagens reagira s lipofilnim i hidrofilnim skupinama, a DPPH radikal samo s hidrofilnim
skupinama (Sricharoen i sur., 2015).

Udjel bioaktivnih spojeva (galna kiselina, epigalokatehin galat, kafein, katehin, epigalokatehin
te teobromin) u jestivim filmovima odreden je HPLC analizom (Tablica 8.). Filmovi formulirani
kombinacijom pektina i proteina pokazali su veci udio galne kiseline i kafeina, u odnosu na
ekstrakt Zutog ¢aja, dok je Cisti pektinski film pokazao manje vrijednosti. Udio epigalokatehin
galata je u svim filmovima manji u usporedbi s ekstraktom zutog caja. Udio katehina je veci u
F3 (8,88 mg/ g), u odnosu na ekstrakt Zutog ¢aja, dok svi ostali filmovi sadrze manje katehina.
F7 pokazao je visi udio epigalokatehina (8,89 mg/ g) od ekstrakta Zutog Caja, dok je kod drugih
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filmova odreden nizi udio. Svi filmovi imaju veéi udio teobromina u usporedbi sa ekstraktom,

dok Cisti pektinski film i F2, F3, F6 uopce ne sadrze teobromin.

Tablica 8. Udjel (mg/g) pojedinacnih bioaktivnih spojeva u formuliranim filmovima

mg/g £ SD
F1 1,38+0,04 45,47+0,31 32,87+0,02 6,13+0,28 5,41+0,04 n.d.
F2 1,91+0,08 25,15+0,69 40,23+0,00 3,59+0,09 2,65+0,12 n.d.
F3 2,79+0,08 44,49+0,49 50,90+0,14 8,88+0,01 7,83+0,10 1,27+0,07
F4 2,41+0,01 40,58+0,78 43,65+4,85 6,97+£2,03 5,76+0,54 0,99+0,11
F5 2,92+0,04 36,23+0,36 50,50+0,56 7,16+0,12 4,51+0,25 1,19+0,00
F6 2,03+0,05 44,93+0,02 40,10+0,13 1,90+0,09 5,49+0,29 n.d.
F7 2,77+0,01 49,66+0,43 50,43+0,47 6,35+0,16 8,89+0,02 1,32+0,01
Ekstrakt 1,82+0,06 55,31+0,24 34,87+0,16 7,93+0,03 8,11+0,02 0,82+0,01
»N.d.”“- nije detektiran
4. 6. Senzorska svojstva formuliranih filmova
A m'ﬂEEd B lzgled
10
Prifvatiivost Boja Prifwatiiivost Boja
Elastifnost Transparentnost Elastitnost Tmnspatremncls
[ ] =g [} =3 F4 g [ ] e F 5 == F G F7

Slika 16. Senzorska analiza formuliranih filmova zutog ¢aja:F1, F2, F3i F4 (A) i F1, F5, F6 i
F7 (B)
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Senzorska svojstva filmova prikazana su pomocu "spider" dijagrama (Slika 16.). NajviSe ocjene
(9) za sve ispitivane parametre osim elasti¢nosti (8), dobio je Cisti pektinski film te stoga je on
najbolje ocjenjeni film. Svim formuliranim filmovima najloSije je ocijenjena elasticnost.
Senzorski su najlosije ocijenjeni filmovi s dodatkom proteina graska (F4) i badema (F7),
posebice uzimajuéi u obzir svojstva izgleda, boje, elasti¢nosti i prihvatljivosti u odnosu na ostale
ispitivane filmove. Na svojstva proizvedenih filmova utjeCu interakcije izmedu pektina i
proteina.
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5. ZAKLJUCCI

1. Pektin izdvojen iz pulpe Secerne repe, kao i proteini izdvojeni iz piskavice, uspjesno su
primijenjeni u formulacijama funkcionalnih jestivih filmova, u kombinaciji s komercijalno

dostupnim proteinima soje, rize, graska, sirutke i badema.

2. Najbolji kapacitet i stabilnost pjenjenja karakteriziraju proteine soje, dok najvecu elektricnu
provodljivost imaju proteini piskavice. Proteini sirutke imaju najbolji kapacitet vezanja vode i
ulja te najvedi indeks aktivnosti emulzifikacije. Proteini soje pokazali su neSto veci indeks

razdvajanja emulzija u odnosu na ostale proteine.

3. Najvedi udio polifenola odreden je u filmovima pripremljenima kombinacijom pektina i

proteina rize, u kojem je odreden i najvedi udio galne kiseline, kafeina i katehina.

4. Najvedi antioksidacijski kapacitet karakterizira film pripremljen kombinacijom pektina i
proteina badema, u kojem je takoder odreden i najveci udio epigalokatehin galata,
epigalokatehina i teobromina.

6. Uzimajudi u obzir rezultate senzorske analize, fizikalno-kemijske i mehanicke karakteristike,
najbolji je film pripremljen kombinacijom pektina i proteina rize, a potom slijede kombinacije
sa proteinima sirutke, soje, piskavice, badema i graska.
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Zadnja stranica zavrsnog rada

Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegpvpyj izradi nisam

Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden.




