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1. UvOD

Gotovo 90 milijuna t sekundarnih biljnih sirovina se godi$nje proizvede u Europskoj uniji (EU),
Sto predstavlja veliki problem, jer ako se njime pravilno ne gospodari i ako se ne poduzimaju
odgovarajuce mjere zbrinjavanja, moze do¢i do nezeljenih posljedica, kako za okolis, tako i za
zdravlje ljudi i zivotinja (Sadh i sur., 2018a; Ravindran i Jaiswal, 2016). Sekundarne biljne
sirovine uglavnom sadrze vanjske dijelove razli¢itog voca i povr¢a, a upravo ti vanjski dijelovi
su najbogatiji polifenolima. Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji se u biljkama
sintetiziraju u svrhu obrane protiv fizioloskih i okoli$nih ¢imbenika te je u prehrani ljudi njihova
dovoljna konzumacija od izrazitog znacaja zbog njihovih antioksidacijskih svojstava. Nadalje,
kao trend u prehrambenoj industriji istiCe se dodavanje polifenolnih ekstrakata u razlicite
prehrambene proizvode te se na taj na¢in mogu povecati funkcionalne znacajke istih. U tom
kontekstu, sekundarne biljne sirovine sve vise se promatraju kao obnovljivi neprehrambeni

izvor polifenola.

Jo§ jedan problem u prehrambenoj industriji predstavljaju i polimeri koji se koriste u procesu
pakiranja razlicitih prehrambenih proizvoda. Komercijalni polimeri koji se koriste prilikom
pakiranja prehrambenih proizvoda su neobnovljivi i nerazgradivi. 1z toga razloga uvelike se
istrazuju mogucnosti aplikacije jestivih filmova i premaza u prehrambenoj industriji. Jestivi
filmovi 1 premazi su tanki, zastitni, jestivi i biorazgradivi slojevi premazani ili omotani oko
povrsine hrane te se kao takvi mogu obogatiti dodatkom polifenolnih ekstrakata sekundarnih

biljnih sirovina.

Osim polifenolnim ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina, jestivi funkcionalni filmovi se
mogu dodatno nutritivno obogatiti dodatkom razli¢itih bilnjih proteina Sto dodatno moze

rezultirati sa Sirokim rasponom pozitivnih ishoda na ljudsko zdravlje.

Cilj ovog rada bio je formulirati i odrediti polifenolni sastav te fizikalne karakteristike (debljina,
boja, tekstura) jestivih funkcionalnih filmova obogacenih dodatkom polifenolnih ekstrakata
sekundarnih biljnih sirovina i biljnih proteina. U tu svrhu koriSteno je Sest sekundarnih biljnih
sirovina (kora banane, ljuska luka, kora cikle, mahuna graska, ljuska kakaovog zrna, ljuska

oraha) u kombinaciji s tri biljna proteina (riza, kikiriki, bundeva).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SEKUNDARNE BILJNE SIROVINE

Agroindustrijski nusproizvodi, tj. sekundarne biljne sirovine proizvode se u velikom udjelu u
cijelom lancu proizvodnje hrane i kada se ne tretiraju na odgovarajuci na¢in, mogu negativno
utjecati na okoli§ i industrijsku ekonomiju (Lemes i sur., 2022; Vilas-Boas i sur., 2021).
Sekundarne biljne sirovne naj¢esce ukljucuju kore, ljuske, sjemenke, mahune i peteljke koje se
prilikom prerade odbacuju kao otpad (Sadh i sur., 2018b). Industrije proizvodnje sokova
proizvode veliki udio razli¢itih kora, kao $to su kore citrusa, jabuka i sli¢no, dok primjerice
industrija kave proizvodi znacajan udio otpada pulpe zrna kave (Sadh i sur., 2018b).
Sekundarne biljne sirovine su vrlo bogat izvor bioaktivnih spojeva te je vazno usvojiti i
adaptirati procese koji poveéavaju njihovu uporabu, $to dalje omogucuje njihovu primjenu u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Lemes i sur., 2022). Bioaktivni spojevi su sekundarni
biljni metaboliti koji poticu farmakoloske ili toksikoloSke u¢inke kod €ovjeka i Zivotinja kao
Sto su antimikrobni, antioksidativni, antialergeni te antiinflamatorni ucinci, a ukljucuju
alkaloide, mikotoksine, pigmente, antibiotike, polifenole itd (Sadh i sur., 2018a). Kako se
prehrana smatra vode¢im ¢imbenikom rizika za razvitak raznih bolesti, posljednjih godina
prisutno je poveéano razmatranje bioaktivnih spojeva zbog njihovog povoljnog utjecaja na
ljudsko zdravlje te njihova potencijalna primjena u razvitku novih funkcionalnih prehrambenih
proizvoda (Camara i sur., 2020; Sadh i sur., 2018a). Za ekstrakciju bioaktivnih komponenata iz
sekundarnih biljnih sirovina koriste se razne metode ekstrakcije sa organskim otapalima,
medutim, sve je veca potreba za zelenim i odrZivim alternativama. Tehnologije zelene
ekstrakcije koje su u fokusu su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ultrazvu¢na

ekstrakcija i ekstrakcija superkriti¢énim fluidima (Vilas-Boas i sur., 2021).

2.1.1. Kora banane

Banana (Musaceae) je tropsko voce koje se bere tijekom cijele godine. Opéenito, biljka banane
uzgaja se zbog svojih plodova, koji se konzumiraju svjezi. U svijetu se svake godine proizvodi
veliki udio banana, ¢ak 102 milijuna t (Vu i sur., 2018). Medutim, u prehrambenoj industriji,
nakon koristenja voéne pulpe, stvara se ogromna koli¢ina otpada u obliku li§¢a, pseudostema,
stabljike i kore. Medu njima, kora banane ¢ini glavni dio voca, §to ¢ini 30 % - 40 % (w/w)
svjezeg voc¢a banane. Udio od 36 milijuna t nastalog otpada kore banane dovodi do problema
gospodarenja otpadom i njegovog sigurnog odlaganja (Vu i sur., 2018; Pathak i sur., 2016).
Kako bi se smanjio udio otpada kore banane koji se nekontrolirano odlaze postoje razliciti

nacini njegove valorizacije, a oni su shematski prikazani na slici 1.



Slika 1. Valorizacija kore banane (prema Pathak i sur., 2016)

Sto se ti¢e kemijskog sastava, ugljikohidrati i prenrambena vlakna ¢ine veéinu suhe tvari kore
banane, ali moze se nadi i znaCajan udio proteina, kalija, esencijalnih aminokiselina i
polinezasi¢enih masnih kiselina. Kora banane takoder predstavlja izvrstan izvor polifenolnih
spojeva, poput galokatehina i katekolamina, osobito dopamina, za ¢iji je udio utvrdeno da je
mnogo veci u kori u usporedbi s pulpom banane (Kanazawa i Sakakibara, 2000). Kora banane
se pokazala kao vrlo znacajan izvor ferulinske kiseline (iz 100 g kore banane moZe se
ekstrahirati 60 mg ferulinske kiseline) koja se dalje moze koristiti kao supstrat u proizvodnji
biovanilina koji je vrlo vazna koponenta u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Saeed i sur.,
2021). Nadalje kora banane je izrazito bogata prehrambenim vlaknima. Prehrambena vlakna u
kori banane se dijele na netopljiva i topljiva prenrambena vlakna. Od netopljivih prehrambenih
vlakana najviSe su zastupljeni hemiceluoza (20,3 %), celuloza (18,7 %) i lignin (16,8 %), dok
je od topljivih prehrambenih vlakana u kori banane najvise zastupljen pektin (15,9 %) (Pereira
i sur., 2020).

2.1.2. Ljuska luka
Luk (Allium cepa) je po uzgoju drugi veliki vazan hortikulturni usjev na svijetu, a Kina i Indija

su glavne zemlje za uzgoj luka (Pal i Jadeja, 2018). Ukupna globalna proizvodnja luka u 2017.



godini iznosila je 98 milijuna t od ¢ega je 10 milijuna t proizvedeno u Europi, $to rezultira i
velikim udjelom nastalog nusprodukta proizvodnje, odnosno ljuske luka (Ersoy i sur., 2019).
Procjenjuje se da Indija svakodnevno proizvodi oko 300-500 kg ljuske luka. Nadalje,
Kalifornija proizvodi 0,1 milijuna t otpada od luka, dok europske zemlje Spanjolska,
Nizozemska i Velika Britanija godi$nje proizvode vise od 0,5 milijuna t otpada od luka (Pal i
Jadeja, 2018). U pravilu se prilikom prerade luka oko 37 % odbacuje kao otpad. Otpad od luka
ukljucuje ljusku luka, dvije vanjske mesnate ljuske, korijenje, vrh i dno glavice luka, a takoder
i premale, deformirane, bolesne ili oste¢ene glavice (Ersoy i sur., 2019). Taj otpad moZe imati
Stetne ucinke na okoli§ ako se ne odlaze pravilno, jer nije prikladan za daljnju uporabu u
prehrambenoj industriji obzirom na jaku aromu luka, niti se moze koristiti kao gnojivo. Stoga
otpad od luka ostaje nedovoljno iskoristen ¢ak i kao bogat izvor bioaktivnih spojeva kao $to su
fenoli, flavonoidi i flavanoli (Kumar i sur.,, 2022). Ljuska luka bogatija je ukupnim
flavonoidima u usporedbi s jestivim mesom. Najzastupljeniji flavonoid prisutan u ljuski luka je
kvercetin (Ersoy i sur., 2019). Kvercetin je koncentriran u suhoj ljuski luka gdje njegovi
oksidacijski produkti, 3,4-dihidroksibenzoi¢na kiselina i1 2,4,6-trihidroksifenilglikozilna
kiselina daju smedu boju i pruzaju lukovici zastitu uslijed mikrobne infekcije tla (Ersoy i sur.,
2019). Za kvercetin su opisana mnogobrojna zdravstveno - korisna svojstva, ukljucujuci
antioksidativna, protuupalna, antialergijska, antivirusna i antikancerogena djelovanja, kao i
funkcija ublazavanja nekih kardiovaskularnih bolesti (tj. sr¢anih bolesti, hipertenzije i visokog

kolesterola u krvi), pa ¢ak i poremecaja raspolozenja (Ersoy i sur., 2019).

2.1.3. Mahuna graska

Mahuna graska je nusproizvod u proizvodnji zelenog graska (Pisum sativum L.). Prazne
mahune graska ¢ine 30-67 % mase ubranog proizvoda (cijele mahune) (Garg, 2015). Prema
podacima FAO-a, svjetska proizvodnja zelenog graska u 2018. iznosila je 21,22 milijuna t, pri
¢emu je otprilike 4,25 % doslo iz Europske unije, a Francuska je bila vode¢i proizvodac s
otprilike 251 000 t (FAQ, 2020). Mahune graska uglavnom se koriste za sto¢nu hranu, ali veliki
udio polisaharida stani¢nih stijenki i sekundarnih metabolita promice ih u vrijedne sekundarne
sirovine za proizvodnju energije, materijala i kemikalija ili kao nove i nekonvencionalne izvore
funkcionalnih sastojaka (Wadhava i sur., 2006). Osim njegove nutritivne vaznosti, konzumacija
graska povezana je s potencijalno korisnim svojstvima koja povoljno utjeCu na zdravlje,
ukljucujuci laksativni, adstrigentni, antifungalni i antikancerogeni ucinak te povoljno utjece na
prevenciju pretilosti i kardiovaskularnih bolesti (Zilani i sur., 2017). Unato¢ znacajnim

podacima o kemijskom i bioaktivnom sastavu sjemenki graska, relativno se malo zna o sastavu



mahune graska, koja predstavlja glavni nusproizvod prerade graska (Mejri i sur., 2019). Prema
nedavno provedenim istrazivanjima mahune graska sadrze 51 % vlakana, 28,2 %
ugljikohidrata, 14,2 % proteina, 4,5 % lipida i 4,5 % pepela sto ve¢inom ¢ine K, Mg, Ca, Na,
Fe, Zn i Cu (silaznim redoslijedom), dok je profil masnih kiselina pokazao da su linolna,
linolenska i palmitinska masna kiselina glavne komponente (Mejri i sur., 2019). Iskoristenje,
tj. valorizacija mahuna graska, ukljucuje proizvodnju bioetanola, polisaharida i ugljikohidrata
uz njihovu uporabu kao izvor prehrambenih vlakana (Mejri i sur., 2019). Opcenito, postupci
vodene ekstrakcije polifenolnih spojeva smatraju se najzelenijim pristupima za smanjenje
utjecaja na okoli$ 1 oporabu aktivnih molekula iz agroindustrijskog otpada. Vodeni polifenolni
ekstrakti mahune graska mogli bi se Koristiti kao inovativni sastojak mnogih funkcionalnih
prehrambenih proizvoda (Castaldo i sur. 2022).

2.1.4. Kora cikle

Cikla (Beta vulgaris) je uvrstena u 10 vrsta povréa s najve¢om antioksidativnom aktivnoséu,
uglavnom zbog crveno-ljubicastih pigmenata koji se nazivaju betacijanini, a posebno betanin
(da Silva i sur., 2019; Vinson i sur., 1998). Budu¢i da su primjenu betanina kao bojila hrane
odobrili EFSA 1 FDA, a zbog porasta potraznje za prirodnim bojilima za hranu, globalna
potros$nja ekstrakata cikle se povecala. Udio betaninskih i fenolnih spojeva u cikli veca je u kori
nego u mesu i kruni, §to ukazuje na mogucnost ekstrakcije tih spojeva iz kore (slika 2) (Kujala
i sur., 2000). Kora crvene cikle poznata je i po visokom udjelu ferulinske kiseline, koja je
karakteristi¢na i za ostale vrste koje sadrze betalaine (Kujala i sur., 2001). Betalaini su derivati
betalamic¢ne kiseline koji su topivi u vodi i mogu se podijeliti u dvije grupe spojeva: betacijanini
(crveno-ljubicasti) i betaksantini (Zuto-narancasti). Glavni betacijanin u cikli je betanin, koji
¢ini do 90% crvenog pigmenta (Dhiman i sur. 2021). Pigmenti ekstrahirani iz cikle koriste se
kao prehrambena bojila u prehrambenoj industriji i poznati su kao "crvena cikla" te se koriste
za poboljSavanje crvene boje dZema, zelea, zitarica za dorucak, slatkisa, juha, slastica, pasti od
rajcice, itd., a u Europi i SAD-u se klasificira kao E-broj - E162 (Dhiman i sur. 2021).

Zdravstvene prednosti konzumacije cikle su mnoge te su prikazane naslici 3.



Slika 2. Bioaktivne komponente kore cikle (prema Dhiman i sur. 2021)

Slika 3. Zdravstvene prednosti konzumacije cikle (prema Dhiman i sur., 2021)



2.1.5. Ljuska kakaovog zrna

Kakao (Theobroma cacao L.) se uglavnom proizvodi u zapadnoafri¢kim zemljama, najvise U
Obali Bjelokosti i Gani (60 % od ukupnog kakaa na svijetu), ali se obi¢no preraduje u Europskoj
uniji, Indoneziji, Sjedinjenim Americkim Drzavama i Brazilu (Cinar i sur., 2021). Zrna kakaa
su vazni izvori polifenolnih spojeva, kao $to su flavan-3-oli (monomerni epikatehin, katehin,
oligomeri i proantocijanidini) i flavonoli (kvercetinski glikozidi). Osim toga, zrna kakaa sadrze
visoki udio metilksantina teobromina (Barbosa-Pereira i sur., 2018). Pokazalo se da
konzumacija kakaa pozitivno utjeCe na ljudsko zdravlje zbog antioksidativnih svojstava ovih
bioaktivnih spojeva. Posljednjih godina potroSnja kakaa se povecala i posljedi¢no tome se
velike koli¢ine ljuske kakaovog zrna proizvode kao nusproizvod (Barbosa-Pereira i sur., 2018).
Iako ovaj nusproizvod predstavlja problem zbrinjavanja, takoder moze biti izvor polifenolnih
spojeva koji imaju veliki potencijal u industrijskim primjenama kao prehrambeni aditivi,
sastojci ili dodaci visoke nutritivne vrijednosti (Martinez-Pinilla i sur., 2015). Ljuska kakaovog
zrna sastoji se od lignin-celuloznog kompleksa posebno bogatog dijetalnim vlaknima (18 — 60
%) i drugim komponentama (Vasquez i sur., 2019). Kakaovac je vazna sirovina U svijetu i
glavni sastojak u proizvodnji ¢okolade. Medutim, cijeli plod kakaovca moze se Koristiti za
proizvodnju Sirokog asortimana proizvoda, kao $to su hrana za Zivotinje, kakao maslac i prah,
bezalkoholna pica, alkohol, dzemovi, slasticarski proizvodi i kozmetika (Cinar i sur., 2021).
Sto se ti¢e ljudskog zdravlja, dokazano je da frakcije i ekstrakti ljuski kakaovog zrna pokazuju
pozitivna svojstva, kao Sto je smanjenje incidencije kroni¢nih bolesti (pretilosti, dijabetesa i
raka), veca kontrola u poremecajima prehrane te zaStitna aktivnost protiv ishemijskih oSte¢enja

u ljudskim stanicama (Vasquez i sur., 2019).

2.1.6. Ljuska oraha

Ljuska oraha (Juglans) je tvrdi i zastitni sloj koji ima barijernu ulogu izmedu sjemena i njegove
okoline (Xiao i sur., 2020). Medu agro-industrijskim ostacima, ljuske oraha zauzimaju veliki
udio jer se orasasti plodovi zna¢ajno konzumiraju u cijelom svijetu. Trenutna potraznja za
orasima, zajedno s ljeSnjacima, vrlo je visoka zbog njihove viSestruke alimentarne primjene
(proizvodnja likera, ulja, nugata i ¢okolade) kao i uz njihovu izravnu potrosnju u prehrani
(Morales i sur., 2022). Budu¢i da jestivi dio oraha ne ¢ini vise od 50 - 60 % njihove ukupne
mase, ukupni udio godisnje proizvedenih ljuski oraha je znacajan. Svjetska proizvodnja cijelih
oraha (zrna s ljuskom) u 2018. godini iznosila je oko 3,66 milijunat, od cega se 5,63 % odnosilo
na Europsku uniju, pri ¢emu je Rumunjska glavni proizvoda¢ (gotovo 56 000 t), a slijedi

Francuska (gotovo 37 000 t) (FAO, 2020). Buduc¢i da su ljuske oraha dio lignocelulozne



biomase, mogle bi se valorizirati biorafinerijskim pristupom kako bi se izdvojili njihovi razli¢iti
sastojci (Morales i sur., 2020). Iako su se nedavno pocele koristiti kao prirodne boje u tekstilnoj
industriji, zbog svog sastava (= 30 % hemiceluloza, = 20 % celuloze, > 35 % lignina) s gledista
biorafinerije, ljuske oraha mogle bi biti obe¢avajué¢i izvor lignina (Morales i sur., 2022).
Nadalje, ljuske oraha dobri su izvori bioaktivnih spojeva koje imaju sposobnost smanjenja
rizika od raka, kardiovaskularnih bolesti, alergija i molekularne oksidacije (Simsek i Siifer,
2021).

2.2. JESTIVI FUNKCIONALNI FILMOVI

Sustavi pakiranja hrane imaju razlicite funkcije, ukljucujuéi one povezane s informacijama,
Cuvanjem 1 skladiStenjem proizvoda te marketingom. Njihova glavna funkcija je odvajanje
hrane od okoline, smanjenje interakcije s faktorima kvarenja (kao S$to su mikroorganizmi,
vodena para i kisik) i izbjegavanje gubitaka pozeljnih spojeva (npr. hlapljivih spojeva koji
najvise doprinose mirisu i okusu proizvoda), ¢ime se produljuje rok trajanja hrane (Mohamed i
sur., 2020). Problem u prehrambenoj industriji je taj da polimeri koji se koriste u pakiranju
hrane su neobnovljivi i nerazgradivi. Iz toga razloga uvelike se istrazuju moguénosti aplikacije
jestivih filmova i premaza u prehrambenoj industriji (Mohamed i sur., 2020). Jestivi filmovi i
premazi su tanki, zastitni, jestivi i biorazgradivi slojevi premazani ili omotani oko povrsine
hrane. Za izradu jestivih filmova i premaza koriste se biopolimeri koji se mogu mijesati sa
plastifikatorima ili drugim aditivima koji su dopuSteni za uporabu u prehrambenim
proizvodima, kako bi se poboljsala fizicka i funkcionalna svojstva jestivih filmova i premaza.
Osnovni materijali koji se koriste za izradu jestivih filmova i premaza su proteini, polisaharidi
i lipidi (Vuki¢ i sur., 2017). Jestivi filmovi i premazi mogu pruziti sigurnost za svjezu hranu, a
takoder mogu dati isti rezultat kao pakiranje u modificiranoj atmosferi (Mohamed i sur., 2020).
Jedno od klju¢nih svojstava jestivih filmova je debljina filma. Debljina filma ovisi o viskozitetu
pripremljene otopine filma tj. $to je viskozitet filma vecéi, film se teze razlijeva i samim time je

veca i debljina filma (Han, 2014).

Nadalje, jestivi filmovi se mogu proizvoditi na razli¢ite nacine, a koristene tehnike proizvodnje
su ekstruzija, lijevanje otopine jestivog filma, premazivanje, prskanje i uranjanje (Garcia i sur.,
2016). U tablici 1 prikazane su neke vrste jestivih funkcionalnih filmova i njihove najznacajnije

karakteristike.



Tablica 1. Vrste jestivih funkcionalnih filmova filmova i njihove najznacajnije karakteristike

Vrsta jestivog funkcionalnog filma

Karakteristike

1. Jestivi funkcionalni filmovi obogaceni
ekstraktima kore banane (Taweechat i sur., 2021;
Medeiros i sur., 2020; Zhang i sur., 2019)

2. Jestivi  funkcionalni filmovi obogaéeni

ekstraktima ljuske luka (Thivya i sur., 2021)

3. Jestivi  funkcionalni  filmovi obogaéeni

ekstraktima ljuske kakovog zrna (Karaca i sur.,

2019)

- debljina: 0.030 — 0.047 mm

- parametri boje: L* =49.6 £ 51.1,a*=0.21 £ 0.43,b* =126 £ 1.4

-udio ukupnih polifenola - 3.48 + 0.15 mg/ml.

-filmovi kompaktnog i hrapavog izgleda

- koncentracija ekstrakta kore banane u filmu: 12 % (v/v)

- debljina: 0.087 — 0.126 mm.

- parametri boje: L* = 31,27 + 0,53, a*=1,83 £ 0,03 , b*= 8,27 + 0,27

- udio ukupnih polifenola - 20.12 + 44.55 mg GAE ¢!

-koncentracije ekstrakta ljuske luka: 0,2 10,5 %

- debljina: 0,165 — 0,362 mm

- suha tvar filmova: 82.88 % - 87.11 %

- udio teobromina u filmu na bazi alginata sa dodatkom ekstrakta ljuske kakaovog zrna:
593.25 + 3.16 ug g*

- u funkcionalnim jestivim filmovima koji uz dodatak ekstrakta ljuske kakaovog zrna
sadrze i1 dodatak biljnih proteina (npr. soje) dolazi do smanjenja udjela ukupnih

polifenola u odnosu na kontrolu zbog nastajanja protein-polifenol kompleksa



Tablica 1. Vrste jestivih funkcionalnih filmova filmova i njihove najznacajnije karakteristike (nastavak)

4. Jestivi funkcionalni filmovi obogaceni

ekstraktima ljuske oraha (Villasante i sur., 2020)

5. Jestivi funkcionalni filmovi obogaceni

ekstraktima kore jabuke (Kumar i sur. 2020)

6. Jestivi funkcionalni filmovi obogaceni

ekstraktima kore naranc¢e (Kumar i sur., 2020)

7. Jestivi funkcionalni filmovi obogaéeni

ekstraktima kore limuna (Kumar i sur., 2020)

8. Jestivi funkcionalni filmovi obogadeni

ekstraktima kore krumpira (Kumar i sur., 2020)

9. Jestivi funkcionalni filmovi obogaceni

ekstraktima kore manga (Yadav i sur., 2021)
10. Jestivi filmovi

funkcionalni obogaceni

ekstraktima kore Sipka (Yadav i sur., 2021)

- parametri boje: L* =94.86, a* =—0.11,b * =4.98

- debljina: 0,076 mm

- udjel ukupnih polifenola: 72.96 + 0.02 mg GAE g s. tv.

- koncentracije ekstrakata ljuske oraha u filmvima: 10 - 50 %

- Inhibicija oksidacije lipida i suzbijanje rasta mikroba na sirovim govedim pljeskavicama.
- Nema utjecaja na senzorske karakteristike sirove i kuhane govede pljeskavice.

- Kombinacija kitozanskog filma s 2% koncentracije ekstrakta eteriénog ulja narancine

kore bila je u¢inkovita u produljenju roka trajanja svjezih Skampa do 15 dana.

- Dodavanje ekstrakta eteri¢nog ulja limunove kore (0,6 %) u jestive filmove koji su se
primjenjivali na tofu i jagode znacajno je uspjelo smanjiti njihovu razgradnju i kvarenje.
- Hladno dimljeni losos - populacija bakterijskog roda Listeria smanjila se sa 6,7 na 4,7
log CFU g* do kraja skladistenja od 28 dana

- U provedenim istraZivanjima produljen je rok trajanja rajcica (do 20 dana), crvenog ¢ilija
u prahu (do 180 dana) i badema.

- Mango i raj¢ica — poboljsana fizikalno-kemijska svojstva, smanjeni gubitak vlage i
produZzen rok trajanja

- Jezgra oraha - produzen rok trajanja smanjenjem lipidne peroksidacije te ocuvane

senzorske karakteristike
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2.3. ALGINAT

Alginat (slika 4) je polisaharid koji ima linearnu strukturu koja se sastoji od 3-D-manuronske
kiseline i C-5 epimera a-L-glukoronske kiseline medusobno povezanih 1-4 glikozidnom vezom
(Pawar, 2017).
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Slika 4. Struktura linearnog lanca alginata (prema Pawar, 2017)

Alginat se moze dobiti iz dva prirodna izvora: iz morskih algi ili kao egzopolisaharid iz
odredenih sojeva bakterija kao npr. Pseudomonas aeruginosa, no alginati koji se trenutno
koriste u komercijalne svrhe proizvode se samo od algi (Pawar, 2017). Industrijska proizvodnja
alginata iznosi oko 30 000 t godisnje, od Cega je otprilike manje od 10 % biosintetizirano
(Puscaselu i sur., 2020). Vazan je u biomedicini zbog moguénosti formiranja stabilnih
hidrogelova te je kao takav pronaSao primjenu u prehrambenoj, tekstilnoj i papirnoj industriji
(Pawar, 2017). U prehrambenoj industriji se najvise koristi zbog svojih gelirajuéih i
stabiliziraju¢ih svojstava, ali se i poboljSana svojstva hrane mogu postic¢i zbog interakcije sa
razli¢itim komponentama hrane kao $to su pozitivno nabijene aminokiseline denaturiranih
proteina (Draget, 2016). Alginat je biorazgradivi i biokompatibilni prirodni materijal koji moze
apsorbirati 200 - 300 puta vise vode od vlastite tezine (Puscaselu i sur., 2020).

Natrijev alginat predstavlja najcescu sol alginata. Natrijev alginat je lako dostupan, ekoloski je
prihvatljiv i relativno je jeftin za proizvodnju. To je, zajedno s nekoliko drugih prednosti kao
§to su biokompatibilnost i netoksi¢nost, dovelo do razvoja visestrukih primjena alginata u
prehrambenoj i biomedicinskoj industriji (Puscaselu i sur., 2020). Medutim, zbog svojih
karakteristika, alginat takoder ima niz ogranic¢enja, kao Sto su loSa stabilnost ili niska mehanicka
1 barijerna svojstva, nekompatibilnost s teSkim metalima i nestabilnost tijekom toplinske
obrade. Ta se svojstva mogu poboljsati kombiniranjem alginata s drugim biopolimerima,
posebno onima na bazi proteina, ili sintetiCkim polimerima tijekom proizvodnje (Puscaselu i
sur., 2020).

2.4. BILINI PROTEINI
Biljni proteini su predmet sve veceg interesa istrazivaca i potrosaca zbog njihovih potencijalnih

benefita na ljudsko zdravlje, kao i njihovog pozitivnog utjecaja na okolis. Proces proizvodnje
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biljnih proteina sastoji se od sljedec¢ih vaznih koraka: ekstrakcije biljnih proteina, frakcioniranja
biljnih proteina te modifikacije biljnih proteina, koje ukljucuju fizikalnu, kemijsku i biolosku
modifikaciju (Sim i sur. 2021).

Povecana konzumacija biljnih proteina moze biti povezana sa Sirokim rasponom pozitivnih
zdravstvenih ishoda kao §to su poboljsano lije¢enje dijabetesa, povecana zastita od odredenih
vrsta raka, pozitivan utjecaj na zdravlje probavnog sustava i bolja moguénost upravljanja

tjelesnom masom (Ahnen i sur., 2019).

Osim kao dodatak prehrani, biljni proteinski prahovi (npr. bundeve, kikirikija, rize, soje, graska
itd.) se mogu koristiti u obogaéivanju funkcionalnih jestivih filmova, ali i drugih prehrambenih
proizvoda. Proteinski prah bundeve dobar je izvor prehrambenih vlakana, minerala i proteina
te se koristi u prenrambenoj industriji za obogacivanje raznih vrsta proizvoda kao §to su kruh i
ostali prekarski proizvodi i tjestenine (Kuchtova i sur., 2017). Nadalje, proteini rize se smatraju
nutritivno bogatijima zbog veéeg sadrZzaja aminokiseline lizina od bilo kojih drugih proteina
zitarica (Panesar i Kaur,2016). Daleko najSiru primjenu u prehrambenoj industriji imaju
proteini soje. Proteini soje imaju probavljivost vrlo sli¢nu probavljivosti proteina mesa te kao i
proteini rize, bogati su na aminokiselini lizinu i imaju izrazito dobra funkcionalna svojstva koja
ukljuéuju emulgacijska svojstva, dobro vezanje vode, precipitirajuca i agregacijska te gelirajuca
svojstva (Li i sur., 2021). Proteini soje se uspje$no mogu koristi u proizvodnji i obogaéivanju
ravnih rezanaca od cjelovitih zitarica. Naime, prema Cao i sur. (2021) rezanci od cjelovitih
zitarica sa dodatkom proteina soje sadrzavali su veci udio hlapljivih komponenata te su
mogu se smatrati visokokvalitetnim proteinima zbog uravnotezenog omjera aminokiselina
(Boukid 1 sur., 2021). Globalno trZiSte proteina graska procijenjeno je na 215,5 milijuna
americkih dolara u 2019. godini, a predvida se da ¢e se povecati za 7,6 % tijekom razdoblja od
2020. do 2027. godine (Boukid i sur., 2021). Komercijalno, proteini graska dostupni su kao
brasno, koncentrati ili izolati, no ukljuéivanje proteina graska u razli¢ite funkcionalne
prehrambene proizvode i dalje je izazovan zadatak za prehrambenu industriju uglavnom zbog
izrazajnog i karakteristicnog okusa proteina graska te utjecaja na funkcionalna i tehnoloska

svojstva (Boukid i sur., 2021).

Osim svih navedenih korisnih svojstava bljnih proteina, oni ponekad, ovisno o vrsti biljnog
proteina, mogu imati relativno losa funkcionalna svojstva, od kojih se mogu izdvojiti loSa
topljivost, pjenjenje, smanjeni stupanj emulgiranja i loSa geliraju¢a svojstva, ogranic¢avajuci

njihovu primjenu u raznim vrstama prehrambenih proizvoda (Sim i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci

U radu je korisSteno Sest vrsta sekundarnih biljnih sirovina: kora banane (oznaka: KB; Costanza
Organic Bananas, Ekvador), ljuska crvenog luka (oznaka: CL; menza Superfaks, Zagreb,
Republika Hrvatska), ljuska kakaovog zrna (oznaka: KL; Kandit d.o.0., Osijek, Republika
Hrvatska) te kora cikle (oznaka: KC), ljuska oraha (0znaka: LO) i mahuna graska (0znaka: MG)
podrijetlom iz domacinstva. Sve sirovine (osim kore banane) su susene na sobnoj temperaturi
do udjela suhe tvari > 85 %. Kora banane je najprije blansirana (7 min) te liofilizirana. Sirovine
su nakon postupaka suSenja usitnjene te je provedeno prosijavanje kroz sito veli¢ina pora 450

pum. Za analize je koriStena frakcija manja od 450 pm.

3.1.2. Kemikalije

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

Qdredivanje ukupnih polifenola

e Destilirana voda
e Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev karbonat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

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

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna  kiselina  (Trolox), FLUKA
(Njemacka)

e Metanol, J. T. Baker (Pennsylvania, SAD)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

e 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)diamonijeva sol (ABTS), Sigma-
Aldrich (Steinheim, Njemacka)

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna  kiselina  (Trolox), @ FLUKA
(Njemacka)

e Destilirana voda

e Etanol (96 %-tni), Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
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Kalijev persulfat (140 mM otopina), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

Analiza tekuéinskom kromatografijom visoke uéinkovitosti

Acetonitril, HPLC kvaliteta, Fischer Scientific (Loughborough, Ujedinjeno
Kraljevstvo)

Analiticki standardi polifenolnih spojeva:

*dopamin, Sigma-Aldrich (SAD)

*(-)-epikatehin (> 90 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

*galna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

*kafein, Sigma-Aldrich (SAD)

*kvercetin (> 97 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

*kvercetin-3-glukozid, Fluka/Honeywell (Charlotte, SAD)

*kvercetin-3,4'-diglukozid (> 85 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
*protokatehinska kiselina (> 97 %), Acros Organics/Thermo Fisher Scientific
(Waltham, SAD)

*taksifolin, Sigma-Aldrich (SAD)

*teobromin, Sigma-Aldrich (SAD)

Mravlja kiselina, Carlo Erba Reagents S.A.S. (Val de Reuil, Francuska)

VVoda HPLC kvalitete

Formulacija jestivih funkcionalnih filmova

Alginat, Sigma-Aldrich (SAD)

Destilirana voda

Glicerol

Proteini bundeve, Galleria Internatzionale d.o.o. (Austrija)
Proteini kikirikija, Galleria Internatzionale d.o.0. (Austrija)

Proteini rize, Galleria Internatzionale d.o.0. (Austrija)

. Aparatura i pribor

Analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)

Analizator teksture TA.HDPIlus, Stable Micro Systems(Cardiff, Velika Britanija)
Centrifuga SL 8/ 8R, Thermo Scientific (Waltham, SAD)

Digitalni mikrometar, Helios-Preisser, Type 40 EX (Njemacka)

Kolorimetar CM-3500D, Konica Minolta (Tokio, Japan)
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e Laboratorijski pribor: teflonski magneti, propipete, plasticne Sprice, mikrofilteri
(regenerirana celuloza) veli¢ine pora 0,45 um (13/45), HPLC posude za uzorke (vials)
s Cepovima

e Laboratorijsko plasti¢no posude: Falcon epruvete, Eppendorf epruvete, Pasteur pipete

e Laboratorijsko stakleno posude: laboratorijske caSe, menzure, odmjerne tikvice,
laboratorijske boce, pipete, epruvete

e Laboratorijska tresilica Certomat RM, Sartorius (Gottingen, Njemacka)

e Laboratorijski suSionik, Instrumentaria (Zagreb, Hrvatska)

e Laboratorijska vaga (GF-3000 EC), A&D Instruments (Japan)

e Magnetska mijesalica (SMHS-6), Witeg (Wertheim, Njemacka)

e Mikropipete (P200, P1000, P5000), Gilson (Francuska)

e Digitalni refraktometar MA 871, Milwaukee Instruments (Madarska)

e Tresilica (MX-S), DLAB Scientific Co. (Beijing, Kina)

e Ultrazvu¢na kupelj (S 60 H) Elmasonic, Elma (Singen, Njemacka)

e UV-Vis Spektrofotometar Genesys 10S, Thermo Scientific, (SAD)

e Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Santa Clara, SAD)
koji se sastoji od vakuum otplinjaca, kvarterne pumpe, automatskog uzorkivaca s

injektorom, termostata kolone i DAD (engl. diode-array) detektora

3.2. METODE

3.2.1. Priprema vodenih ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina

Ekstrakcija se provodi u vodenoj kupelji na 100 °C kroz 30 min koriste¢i 1g uzorka i 50 mL
otapala. Kao otapalo koristi se destilirana voda. Nakon provedene ekstrakcije dobiveni ekstrakti
se hlade i centrifugiraju (9500 rpm, 4 °C, 10 min) te se provodi vakuum filtracija i filtrati se
sakupljaju u Eppendorf epruvete od 50 mL te ¢uvaju u hladnjaku do provodenja daljnjih analiza.

Za svaki uzorak ekstrakcija je radena u paraleli.

3.2.2. Odredivanje udjela ukupnih polifenola u vodenim ekstraktima sekundarnih biljnih
sirovina

Princip metode

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola (UP) temelji se na kolorimetrijskoj reakciji
Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reduciraju¢im reagensom (fenoli) pri ¢emu se Folin-

Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih volframovog i molibdenovog oksida (Singleton
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i sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b). Nakon provedene reakcije, spektrofotometrijski se
odreduje intenzitet nastalog plavog obojenja na 765 nm (Ough i Amerine, 1988), pri ¢emu je
intenzitet obojenja direktno proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku
(Singleton i Rossi, 1965).

Postupak

U staklene epruvete otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 pL pripremljenog vodenog
ekstrakta sekundranih biljnih sirovina, 500 puL Folin-Ciocalteau reagensa (razrijeden s vodom
u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20%-tne otopine natrijevog karbonata (Na2CO3) te se reakcijska smjesa
u epruvetama dobro izmijeSa. Pripremljeni uzorci se ostave stajati 2 sata na sobnoj temperaturi,
nakon ¢ega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu
probu. Slijepa proba priprema se na isti nacin kao i uzorci, samo umjesto 100 pL uzorka dodaje
se isti volumen destilirane vode. Za svaki uzorak ekstrakta sekundarnih biljnih sirovina radene
su dvije paralele.

Izradun

Udjel ukupnih polifenola izra¢unava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y =0,0010x — 0,0001

gdje su:

x — udjel ukupnih polifenola (mg L?)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

1z jednadZbe baZzdarne krivulje, konstruirane za standard galne kiseline, koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mg L), odreduje se udjel ukupnih polifenola u
ispitivanom uzorku.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta vodenih ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina
DPPH metodom

Princip metode

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji DPPH radikala (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pracena kolorimetrijskom reakcijom. 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 (Brand-
Williams i sur., 1995).

Postupak

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu, ¢ija
apsorbancija mora biti ~ 1. U epruvetu se otpipetira 100 puL pripremljenog vodenog ekstrakta

sekunadranih biljnih sirovina i doda 3,9 mL otopine DPPH te se nakon 30 min po dodatku
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otopine DPPH mjeri apsorbancija pri 515 nm. U drugu epruvetu, koja predstavlja slijepu probu,
umjesto uzorka doda se 100 pLL metanola te 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH. Za svaki uzorak
ekstrakta sekundarnih biljnih sirovina radene se dvije paralele.

Izradun

Oduzimanjem izmjerene apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost
AA, koja se prema jednadzbi bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a preraCunava
u koncentraciju (mmol Trolox-a).

Jednadzba bazdarne krivulje:

y =0,603x — 0,006

gdje su:

x — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol L?)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.

Iz jednadZzbe bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mmol L) odreduje se antioksidacijski kapacitet u
ispitivanom uzorku.

3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta vodenih ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina
ABTS metodom

Princip metode

Metoda se temelji na ,gaSenju“ plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa. Dodatak antioksidansa rezultira
redukcijom ABTS radikala i mjeri se praenjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se
usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine 6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline (Trolox), analoga vitamina E topljivog u vodi,

pri istim uvjetima (Re i sur., 1999).

Postupak

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripremi se otopina ABTS" radikala, tako
Sto se pomijesa 88 plL (140 mM) otopine kalijevog peroksodisulfata (persulfat) sa otopinom
ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Pripremljenu otopinu je potrebno omotati folijom
i ostaviti stajati preko no¢i (12-16 h) na sobnoj temperaturi. Prije analize otopina se razrijedi
etanolom (96%-tnim) do konaé¢ne koncentracije ABTS" radikala od 1 %, tako da apsorbancija

te otopine iznosi 0,70 £ 0,02.
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Volumen od 20 pL pripemljenog vodenog ekstrakta sekundarnih biljnih sirovina pomijesa se s
2 mL otopine ABTS" radikala u tamnoj epruveti te se izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon
tocno 6 minuta. Prije mjerenja uzoraka potrebno je izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se
priprema tako da se umjesto uzorka, 20 uL vode pomijesa s istom koli¢inom reagensa. Za svaki

uzorak ekstrakta sekundarnih biljnih sirovina radene se dvije paralele.
Izraun

Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA, koja

se koristi za izracunavanje kona¢nog rezultata.
Jednadzba bazdarne krivulje:

y =0,303x + 0,0006

gdje su:

x — antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox-a L™)
y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm.

Iz jednadzbe bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a, koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mmol L™?) odreduje se antioksidacijski kapacitet u

ispitivanom uzorku.

3.2.5. Odredivanje udjela polifenolnih spojeva HPLC metodom

Pojedinacni polifenolni odredeni su primjenom tekuc¢inske kromatografije visoke uc¢inkovitosti
(engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC). U analizi je koriStena
kromatografska kolona Zorbax Extend C18 (4,6 x 250 mm, 5 um, 100 A) (Agilent
Technologies, SAD). Uzorak je injektiran u sustav automatskim injektorom u volumenu od 5
uL, a eluacija je provedena gradijentno dvokomponentnom mobilnom fazom (A - 1 % (v/v)
mravlja kiselina u vodi; B - 1 % (v/v) mravlja kiselina u acetonitrilu) i pri protoku od 1 mL min
! Gradijent je uspostavljen kako slijedi: 0. min — 7 % B, 5. min — 7 % B, 45. min — 40 % B, 47.
min - 70% B, 52. min - 70% B + 10 min ekvilibracije na poCetne uvjete analize. Temperatura
kolone iznosila je 25 °C. Detekcija analita omogucena je primjenom detektora s nizom
fotodioda (engl. Diode Array Detector, DAD), snimanjem pri valnim duljinama 260, 278, 320,
350 1 370 nm, Sto odgovara maksimumima apsorpcijskih spektara razli€itih polifenolnih
spojeva koji su analizirani ovom metodom. Identifikacija pikova na kromatogramima uzoraka

provedena je usporedbom retencijskin vremena s poznatim Cistim standardima, kao i
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usporedbom apsorpcijskih spektara snimljenih u valnom podruc¢ju 190 - 400 nm. Kvantifikacija
identificiranih pikova provedena je koriStenjem konstruiranih bazdarnih pravaca za pojedini
standard. Jednadzbe bazdarnih pravaca s koeficijentima determinacije te valne duljine detekcije
pojedinih standarada i koncentracijski raspon u kojem bazdarni pravci vrijede, prikazani su u
tablici 2.

Tablica 2. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odabrane standarde, koncentracijski raspon u kojem
vrijede te valne duljine detekcije pojedinih standarada

Naziv spoja Jednadzba Valna Koncentracijski

baZdarnog duljina raspon (ng mL1)
pravca (nm)

Teobromin y=1,4188x-0,85 1 278 2-100

Kvercetin y=16,177x-7,04 1 350 2-100

Kvercetin-3- y=10,742x-4,62  0,9999 350 2-100

glukozid

Kvercetin-3,4- y=5,3531x-2,77 1 260 2-100

diglukozid

Taksifolin y=1,2115x-0,09  0,9999 278 2-100

Galna kiselina y=14,957x-4,05 1 278 2-100

Protokatehinska y=20,07x-5,56 1 260 2-100

kiselina

Kafein y=15,367x-2,55  0,9999 278 2-100

Epikatehin y=3,3554x-0,57 1 278 2-100

Dopamin y=3,8415x-2 1 278 2-100
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3.2.6. Formulacija jestivih funkcionalnih filmova

Za formulaciju jestivih funkcionalnih filmova koristeni su vodeni ekstrakti sekundarnih biljnih
sirovina (postupak izrade objasnjen u poglavlju 3.2.1.), alginat, proteini rize, proteini Kikirikija
I proteini bundeve te destilirana voda i glicerol. Ukupno je izradeno 28 filmova, a njihove
oznake i sastav prikazani su u tablici 3. Kontrolni uzorci jestivih filmova sadrzavali su

destiliranu vodu umjesto ekstrakta.

Tablica 3. Sastav izradenih funkcionalnih jestivih filmova

Uzorak  Oznaka Voda/Ekstrakt Alginat Proteini | Proteini  Proteini  Glicerol

uzorka rize kikirikija bundeve
g K1 19,2 ¢ 08¢ 0,29
N
. K2 199 0,849 0,29 0,29
. K3 19g 08¢ 0,29 0,29
L
A K4 199 08¢ 0,29 029
z KB K 19,29 0,8¢g 0,29
R
A KB 1 19¢g 0,89 0,29 0,29
B
A KB 2 199 08¢ 0,29 0,29
N
A
\ KB 3 199 0,8¢g 0,29 0,29
E
LLJJ CLK 19,2 ¢ 08¢ 0,29
S
K CL1 199 0,8¢g 0,29 0,29
A
. CL2 199 0,89 0,29 0,29
U
K CL3 199 0,89 0,29 0,29
A
z KC K 19,2 ¢ 08¢ 0,2¢
. KC 1 199 08g  02g 029
(]
| KC 2 199 0,89 0,29 0,29
K
L
£ KC3 199 0,8g 0,29 0,29

20



Tablica 3. Sastav izradenih funkcionalnih jestivih filmova (nastavak)

Uzorak Oznaka Voda/Ekstrakt Alginat Proteini  Proteini  Proteini  Glicerol

uzorka rize kikirikija bundeve

L" MG K 19,2 ¢ 08¢ 0,2¢
H
v MG 1 19¢ 0,89 0,29 0,29
N
A

MG 2 199 0,89 0,29 0,29
G
R
) MG 3 199 08¢ 029  02g
K
A
« KL K 19,2 g 084 024
K
. KL 1 19¢ 08g 029 02g
\Y%
: KL 2 199 0.8 024 024
LJ
U
; KL 3 19¢ 0,89 0,29 0,29
K
A
5 LO K 19,2 g 0,89 0,29
S
K LO 1 19¢ 0,89 0,29 0,29
A
) LO 2 199 089 0,29 029
R
: LO 3 19¢g 08¢ 02¢g 02g
A

Za pripremu otopina filmova na tehnic¢koj vagi se odvaze 0,8 g alginata, 0,2 g biljnog proteina
i doda se vodenog ekstrata sekundarnih biljnih sirovina ili destilirane vode do 20 g, ovisno o
kojem se jestivom funkcionalnom filmu radi. Takoder, u otopinu filmova se dodaje i 0,2 ¢

glicerola te se tako pripremljena otopina ostavi mijesati na magnestkoj mijesalici preko no¢i.

Nadalje, tako pripremljena otopina jestivih funkcionalnih filmova, tj. 10 mL otopine, se izljeva

u Petrijeve zdjelice promjera 11,7 cm i susi se na sobnoj temperaturi kroz 3 dana.
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Biljni proteini koji su koriSteni u izradi jestivih funkcionalnih filmova za potrebe ovog rada su
proteini bundeve, kikirikija i rize iz ekoloskog uzgoja proizvodaca Galleria internazionale d.o.o
komercijalnog naziva Nutrigold. Nutritivni sastavi proteinskih prahova bundeve, kikirikija i

rize koriStenih u izradi jestivih funkcionalnih filmova prikazani su u tablicama 4, 5 i 6.

Tablica 4. Nutritivna tablica proteinskog praha bundeve (Nutrigold, deklaracija proizvoda)

Energetska vrijednost 1606 kJ/382 kcal |
Masti 10,75 ¢
-nezasicene masne kiseline 219
Ugljikohidrati 17,259
-Se€eri 15¢
Bjelancevine 5149
Sol <0,05¢g

Tablica 5. Nutritivna tablica proteinskog praha kikirikija (Nutrigold, deklaracija proizvoda)

Energetska vrijednost 1536 kJ/367 kcal
Masti 13,3 ¢

-nezasi¢ene masne Kiseline 1,67¢g
Ugljikohidrati 26,6 g

-Secéeri 6,67 g
Bjelancevine 53,39
Sol 0g

Tablica 6. Nutritivna tablica proteinskog praha rize (Nutrigold, deklaracija proizvoda)

Energetska vrijednost

Masti 459
-nezasi¢ene masne Kisleine 2,20

Ugljikohidrati 2990
-Secéeri 1,259

Bjelancevine 83 ¢

Sol <0,05¢g
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3.2.7. Odredivanje topljive suhe tvari jestivih funkcionalnih filmova
Topljiva suha tvar jestivih funkcionalnih filmova odredena je direktnim mjerenjem na

refraktometru na nacin da su pripremljeni filmovi prethodno otopljeni u destiliranoj vodi.

3.2.8. Odredivanje debljine jestivih funkcionalnih filmova
Debljina jestivih filmova odredena je pomocu uredaja za mjerenje debljine (mikrometra) na 6
razli¢itih mjesta na filmu te je odredena srednja vrijednost debljine svakog jestivog

funkcionalnog filma.

3.2.9. Odredivanje parametara boje jestivih funkcionalnih filmova
Na kolorimetru su odredivani parametri L*, a* i b* za jestive funkcionalne filmove. Za svaki
parametar provedena su 3 mjerenja na temelju kojih je odredena srednja vrijednost za svaki

parametar.

3.2.10. Odredivanje teksture jestivih funkcionalnih filmova

Odredivanje teksture jestivih filmova provodilo se na analizatoru teksture. Uzorak Sirine 1 cm
i duzine 2 cm se podvrgavao istezanju te su se dobili podaci za maksimalnu silu do trenutka
pucanja, elasti¢nost i rad na temelju kojih se izracunala vlacna Cvrstoca svakog jestivog

funkcionalnog filma.

3.2.11. Odredivanje ukupnih polifenola u jestivim funkcionalnim filmovima

Najprije se u plasti¢nu epruvetu odvaze 0,1 g uzorka jestivog funkcionalnog filma te se otopi
u 2 mL destilirane vode. Tako pripremljeni uzorak se dalje analizira kako je opisano u poglavlju
3.2.2.

3.2.12. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta jestivih funkcionalnih filmova DPPH
metodom

Uzorak jestivog funkcionalnog filma se pripremi kako je opisano u poglavlju 3.2.11. te se u 500
nL tako pripremljenog uzorka doda 2,5 mL etanola (96 %-tni) kako bi se alginat precipitirao u
etanolu. Zatim se antioksidacijski kapacitet funkcionalnih filmova DPPH metodom dalje odredi

na nacin koji je opisan u poglavlju 3.2.3.

3.2.13. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta jestivih funkcionalnih filmova ABTS
metodom

Uzorak jestivog funkcionalnog filma se pripremi kako je opisano u poglavlju 3.2.12. te se
antioksidacijski kapacitet funkcionalnih filmova ABTS metodom dalje odredi na nacin koji je

opisan u poglavlju 3.3.3.
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3.2.14. Odredivanje polifenolnih spojeva u jestivim funkcionalnim filmovima HPLC
metodom
Prije provodenja HPLC analize potrebno je pripremiti uzorak na nacin da se najprije odvaze 0,1

g jestivog funkcionalnog filma te se doda 1 mL destilirane vode i 1 mL etanola (96 %-tni). Tako
pripremljeni uzorak se centrifugira (9500rpm, 4 °C, 10 min), profiltrira preko celuloznog

mikrofiltera i dalje analizira na HPLC uredaju kako je opisano u poglavlju 3.2.5.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Sekundarne biljne sirovine koje se u velikim koli¢inama generiraju preradom osnovnih sirovina
u prehrambenoj industriji danas privlace veliku pozornost zbog svog bogatog kemijskog sastava
I potencijala ponovne primjene u prehrani ljudi. Najvazniji sastojci takvih materijala su
polifenolni spojevi koji se isti¢u svojim antioksidacijskim i drugim pozitivnim ucincima na
zdravlje. Isto tako paznju u formulaciji novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda privlace i
biljni proteini koji takoder poboljsavaju nutritivna svojstva takvih prehrambenih proizvoda.
Vodeni ekstrakti sekundarnih biljnih sirovina, koji predstavljaju izvor polifenola, se mogu
koristiti prilikom formulacije jestivih funkcionalnih filmova. Cilj ovog rada bio je istraziti
mogucnost iskoristenja polifenolnih ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina u izradi jestivih
funkcionalnih filmova te formulirati jestive funkcionalne filmove obogacene ekstraktima
sekundarnih biljnih sirovina i biljnim proteinima rize, kikirikija i bundeve te odrediti njihove

kemijske i fizikalne karakteristike.

Za formulaciju jestivih funkcionalnih filmova tj. za pripremu polifenolnih vodenih ekstrakata
koristeno je Sest razli¢itih vrsta sekundarnih biljnih sirovina (kora banane, ljuska luka, kora
cikle, mahuna graska, ljuska kakaovog zrna i ljuska oraha). Pripremljenim polifenolnim
ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina odreden je udio ukupnih polifenola, antioksidacijski

kapacitet DPPH i ABTS metodama te polifenolni sastav HPLC metodom.

Za potrebe ovog rada izradeno je 28 jestivih funkcionalnih filmova te se njihove fotografije
nalaze u nastavku. Provedbom analiza odredeni su sljede¢i parametri jestivih funkcionalnih
filmova: topljiva suha tvar, debljina, boja i tekstura filmova. Nadalje, za izradene jestive
funkcionalne filmove takoder je odreden udio ukupnih polifenola, antioksidacijski kapacitet
DPPH i ABTS metodama te polifenolni sastav HPLC metodom. Svi rezultati prikazani su u

tablicama u nastavku.

4.1 Udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet (DPPH i ABTS) u vodenim
ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina

Ekstrakcija polifenola iz Sest sekundarnih biljnih sirovina provedena je uz vodu kao otapalo na
100 °C kroz 30 min. Dobiveni ekstrakti su bili podvrgnuti centrifugiranju (9500 rpm, 4 °C, 10
min) te vakuumskoj filtraciji. Provedene se analize udjela ukupnih polifenola te
antioksidacijskog kapaciteta vodenih ekstrakata te su dobiveni rezultati koji su prikazani u
tablici 7. Od dobivenih rezultata valja istaknuti kako je vodeni ekstrakti kore banane imao

daleko najveéu vrijednost udjela ukupnih polifenola (501 mg GAE L1) te sukladno tome i

25



najveéi antioksidacijski kapacitet (1,52 mmol Trolox L (DPPH); 2,34 mmol Trolox L
(ABTS)). Prema Rebello i sur. (2014) udio ukupnih polifenola u kori banane iznosio je 29,2 mg
g suhe tvari, dok je antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom iznosio 242,2 mmol
Trolox g suhe tvari. Nadalje, najmanji antiokidacijski kapacitet (0,16 mmol Trolox L
(DPPH); 0,47 mmol Trolox L™ (ABTS)) i najmanji udio ukupnih polifenola (61,85 mg GAE L

1) je imao vodeni ekstrakt mahune graska.

Tablica 7. Udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet u vodenim ekstraktima
sekundarnih biljnih sirovina

Uzorak Udio ukupnih polifenola  Antioksidacijska Antioksidacijska

(mg GAE LY) kapacitet—- DPPH kapacitet— ABTS

(mmol Trolox L) (mmol Trolox L-
KB 507,1+9,75 1,52+0,0012 2,343+0,0029
CL 239,6+5 1,04+0,0068 1,686+0,0355
KC 272,6+3 1,31+0,0102 1,968+0,0236
MG 61,85+4,125 0,16+0,0027 0,469+0,0145
KL 152,85+0,875 1,12+0,0060 1,606+0,0062
LO 84,1+0,5 0,59+0,0031 0,925+0,0046

*KB — kora banane, CL — ljuska crvenog luka, KC — kora cikle, MG — mahuna graska, KL — kakaova ljuska, LO — ljuska
oraha

4.2. Udio polifenola u vodenim ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina (HPLC)

Provedbom HPLC analize vodenih ekstrakta sekundarnih sirovina uspjeS$no su detektirani 1
kvantificirani odredeni polifenolni spojevi karakteristi¢ni za ekstrakte ljuske crvenog luka (CL),
ljuske kakaovog zrna (KL), kore banane (KB) te ljuske oraha (LO), dok je zbog kompleksnosti
sastava kore cikle (KC) i mahune graSka (MG) detekcija 1 kvantifikacija karakteristi¢nih
polifenolnih spojeva izostala. Svi rezultati su prikazani u tablici 8 i izrazeni u pg mL?. U
vodenom ekstraktu kore banane identificiran je dopamin (156,76 ng mL™), dok su ekstraktu
ljuske crvenog luka identificirani kvercetin, kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3,4-diglukozid i
taksifolin, od kojih je u najvecoj koncentraciji bio identificiran kvercetin-3,4-diglukozid (47,29
ng mLY). Za usporedbu Gonzalez — Montelongo i sur. (2010) su ustvrdili kako je koncentracija
dopamina u kori banane iznosila 1,72 mg g* suhe tvari, dok je u ljuski luka prema Kumar i sur.
(2022) udio kvercetina ekstrahiranog vruéom vodom iznosio 25,78 mg g? suhe tvari, a
kvercetin-3,4-diglukozida ekstrahiranog etanolom 444,7 mg g suhe tvari. Nadalje, prisustvo
teobromina, kafeina i epikatehina zabiljezeno je u ljuski kakaovog zrna, od kojih je u najvecoj
koncentraciji bio prisutan teobromin (1060,79 ug mL™), dok je u ekstraktu ljuske oraha bilo
dokazano prisutstvo galne (1,15 pg mL™? ) i protokatehinske kiseline (3,22 pg mL™). Mellina i

sur. (2020) proveli su istrazivanje izmedu ostalog i na temu ekstrakcije polifenolnih spojeva
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potpomognute mikrovalovima iz ljuske kakovog zrna te su odredili prisustvo teobromina (5,10-
7,62 mg g1), kafeinske kiseline (0,66-0,89 mg g?) i epikatehina (1,07-2,03 mg g).

Tablica 8. Udio polifenola u vodenim ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina (HPLC metoda)

Teobromin - - -

1060,79+18,71 =
Kvercetin - 5,59+1,67

Kvercetin-3- - 4,28+0,08

glukozid
Kvercetin-3,4- - 47,29+1.21 - - -
diglukozid

Taksifolin - 27,35%0,35

Galna kiselina - - - - - 1,15+0,07
Protokatehinska - - - - - 1,77+£0,01

kiselina

Kafein - - - 10,56+0,11 -
3,22+0,01 =

Dopamin 156,76+1,06 - - - - -

Epikatehin - - -

*KB — kora banane, CL — ljuska crvenog luka, KC — kora cikle, MG — mahuna graska, KL — kakaova ljuska, LO — ljuska

oraha

4.3. Jestivi funkcionalni filmovi obogaceni ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina i
biljnim proteinima bundeve, kikirikija i rize

Jestivi funkcionalni filmovi obogaceni polifenolnim ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina i
biljnim proteinima izradeni su prema tablici 3 te se njihove fotografije nalaze u nastavku ovog
poglavlja (slika 5 — slika 32). Po zavrSetku susenja svi izradeni filmovi su se jednostavno
odvajali od Petrijeve zdjelice u koju su bili izlijevani. Prilikom susenja kod nekih filmova je
doslo do pucanja povrsine te se moze istaknuti kako je do pucanja najvise dolazilo kod filmova
koji su u svom sastavu sadrzavali dodatak proteinskog praha rize. Jestivi funkcionalni filmovi
bez dodatka biljnih proteina su imali glatku i sjajniju povrSinu od onih filmova koji su u svom

sastavu sadrzavali biljne proteine rize, kikirikija i bundeve.
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Slika 5. Funkcionalni jestivi Slika 6. Funkcionalni jestivi Slika 7. Funkcionalni
film K1 film K2 jestivi film K3

Slika 8. Funkcionalni
jestivi film K4

ol‘

Slika 9. Funkcionalni jestivi Slika 10. Funkcionalni Slika 11. Funkcionalni Slika 12. Funkcionalni
film KB K jestivi film KB 1 jestivi film KB 2 jestivi film KB 3

*K-kontrola, KB-kora banane
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Slika 13. Funkcionalni jestivi film
CLK

Slika 15. Funkcionalni jestivi film
CL2

Slika 16. Funkcionalni jestivi film
CL3

4

Slika 17. Funkcionalni jestivi film Slika 18. Funkcionalni jestivi fim Slika 19. Funkcionalni jestivi film Slika 20. Funkcionalni jestivi film
KCK KC1 KC2 KC3

*K-kontrola, CL-ljuska crvenog luka, KC-kora cikle
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Slika 21. Funkcionalni jestivi Slika 22. Funkcionalni jestivi film Slika 23. Funkcionalni jestivi Slika 24. Funkcionalni jestivi film
film MGK MG1 film MG 2 MG 3

Slika 26. Funkcionalni jestivi

film KL K Blm KLl KL2 KL3

Slika 25. Funkcionalni jestivi Slika 27. Funkcionalni jestivi film Slika 28. Funkcionalni jestivi film

*K-kontrola, MG-mahuna graska, KL-ljuska kakaovog zrna
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Slika 29. Funkcionalni jestivi
fiimLOK

*K-kontrola, LO-ljuska oraha

Slika 30. Funkcionalni jestivi
filmLO 1

Slika 31. Funkcionalni jestivi
filmLO 2

Slika 32. Funkcionalni jestivi
fimLO3
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4.4. Odredivanje topljive suhe tvari, debljine i parametara boje jestivih funkcionalnih
filmova

Po zavrsetku formulacije i izrade jestivih funkcionalnih filmova odredeni su parametri topljive
suhe tvari, debljine i boje koji su prikazani u tablici 9. Suha tvar filmova kretala se u rasponu
od 67,13 % do 95,83 % (ukljucujuci kontrole), pri ¢emu je najmanji udio suhe tvari sadrzavao
jestivi funkcionalni film obogacen polifenolnim ekstraktom kore cikle i proteina kikirikija (KC
2), a najveci udio suhe tvari sadrzavao je jestivi funkcionalni film obogacen polifenolnim
ekstraktom ljuske luka i proteina bundeve (89,03 %; CL 3). Debljina izradenih jestivih
funkcionalnih filmova je bila u rasponu cca. od 30 um do 150 um ovisno o sastavu filmova.
Najvecu debljinu su imali oni funkcionalni jestivi filmovi koji su u svom sastavu imali dodatak

proteina bundeve. Odredena debljina jestivih funkcionalnih filmova se u vrijednostima slaze sa

podacima koji su dostupni u literaturi, a prikazani su u tablici 1.

Tablica 9. Topljiva suha tvar, debljina i parametri boje jestivih funkcionalnih filmova

K1 92,71 110,67+14,48 92,56+0,35 -0,44+0,01 4,48+0,32

K2 74,99 105,33+23,50 87,95+0,14 0,48+0,04  12,74+0,5

K3 86,10 153,33+3,94 88,20+1,38 -0,28+0,07 9,56+0,41

K4 90,79 56,67+12,68 89,54+0,14 -1,74+0,02  10,12+0,16
KBK 94,62 63,67+5,34 86,01+0,99 -0,48+0,03 9,55+0,97

KB 1 81,82 90,67+10,61 80,53+0,39 0,63+0,07  15,85+0,31
KB 2 80,22 119,33+33,5 83,95+0,38 -0,25+0,04 13,06+0,50
KB 3 85,20 138,83+15,87  81,01+0,36 -1,00+0,04 15,07+0,60
CLK 9583 33,83+5,87 79,15+0,82 3,64+0,40  24,92+0,73
CL1 82,05 104,00£11,08  75,32+1,09 6,26+0,59  25,02+0,43
CL?2 82,85 121,67+17,83  75,71+1,27 4,73+0,65  25,59+1,01
CL3 89,03 89,67+12,22 73,09+0,82 4,61+0,37  27,61+0,38
KCK 9520 40,17+5,15 55,91+1,84 28,88+2,34 8,96+1,48

KC1 74,05 81,33+5,53 52,45+0,44  25,85+0,52 9,55+0,33

KC 2 67,13 71,67+4,31 58,92+0,72 15,00+0,41 20,44+0,67
KC3 75,07 124,17+14,74  61,89+0,48 6,01+0,23  26,75+0,37
MG K 87,07 47,33+5,50 89,77+0,46 -0,27+0,03  10,90+0,93
MG1 79,40 77,67+6,94 83,46+1,04 -0,97+0,03 19,35+1,81
MG2 82,84 90,00+5,23 86,38+0,17 -0,18+0,02  14,36+0,23
MG3 87,26 123,67+14,60  82,65+0,19 -1,99+0,07  15,99+3,84
KLK 93,52 40,83+4,37 77,94+0,68 5,684+0,48  19,96+0,75
KL1 77,37 62,33+4,82 77,07£0,26 4,46+0,10  19,29+0,45
KL 2 85,80 79,50+5,88 78,91+0,48 3,00+0,16  17,92+0,17
KL 3 85,51 92,50+4,50 77,65+0,27 2,69+0,07  18,49+0,27
LOK 87,50 30,50+4,11 86,86+0,18 0,30+0,01  7,08+0,24

LO1 76,53 76,0043,56 80,30+0,70  1,65+0,13  14,66+0,48
LO 2 81,75 69,67+4,75 81,26+0,77 2,30+0,14  12,90+0,89
LO3 75,63 104,67+6,65 79,35+0,7  0,51+0,15  13,54+0,58

*K-kontrola, KB-kora banane, CL-ljuska crvenog luka, KC-kora cikle, MG-mahuna graska, KL-ljuska kakaovog zrna,

I O-liuska oraha



4.5. Tekstura jestivih funkcionalnih filmova

Na uredaju za odredivanje teksture odredeni su sljede¢i parametri: maksimalna sila (N),
elasti¢nost (mm) i rad (mJ) te je na osnovu tih rezultata i povrsine uzorka (200 mm) odredena i
vla¢na ¢vrstoca za svaki uzorak. Dobiveni rezultati se nalaze u tablici 10. Najvece vrijednosti
vlacne Cvrsto¢e pokazali su jestivi funkcionalni filmovi obogaceni polifenolnim ekstraktom
mahune graska i proteina kikirikija te jestivi funkcionani filmovi obogaceni polifenolnim
ekstraktom ljuske oraha i proteina bundeve (0,18 N (mm?)™). Prema podacima dostupnima u
literaturi rastezna snaga filmova obogacenima ekstraktima ljuske luka kretala se u rasponu od
7,05 do 18,37 MPa (Thivya i sur., 2021), dok se rastezna snaga funkcionalnih filmova s
dodatkom kore banane kretala od 0,14 do 0,7 MPa (De Faria Arquelau i sur., 2019).
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Tablica 10. Tekstura jestivih funkcionalnih filmova

K1

K2

K3

K4

KB K
KB 1
KB 2
KB 3
CLK
CL1
CL2
CL3
KCK
KC1
KC 2
KC 3
MG K
MG 1
MG 2
MG 3
KL K
KL1
KL 2
KL 3
LOK
LO1
LO 2
LO3

*K-kontrola, KB-kora banane, CL-ljuska crvenog luka, KC-kora cikle, MG-mahuna graska, KL-ljuska kakaovog zrna, LO-

ljuska oraha

30,83+3,46
22,26+0,35
19,79+1,84
31,03+£1,10
24,97+1,19
15,51+0,37
12,28+0,51
5,10+0,06
26,93+1,08
13,86+5,36
28,84+1,11
30,124+1,13
5,40+0,70
26,80+0,18
2,98+0,98
7,48+0,61
6,49+1,18
29,95+1,47
35,66+0,85
19,09+8,06
4,29+0,11
3,12+0,88
19,30+4,21
19,44+6,65
21,24+0,62
1,61+0,25
24,10+0,31
34,95+0,28

-1,13+0,21
-0,18+0,03
-0,20+£0,05
-0,19+0,02
-0,19+0,09
-0,03+0,01
-0,04+0,02
-1,99+0,98
-0,21+0,01
-0,06+0,03
-1,77+0,79
-1,39+0,65
-0,03+0,01
-0,09+0,03
-0,04+0,00
-0,06+0,02
-0,04+0,00
-0,44+0,12
-0,23+0,05
-2,63+1,04
-0,03+0,02
-0,10+0,05
-2,41+1,15
-0,13+0,04
-0,05+0,02
-0,06+0,00
-0,53+0,16
-0,12+0,06

7237,17£2096,67
914,70+0,82
4470,90+1452,96
4691,97+1822,91
1001,63+252,22
1223,88+519,89
-44,24+337,05
622,85+11,94
1310,26+171,95
905,40+219,24
973,01+183,07
575,25+30,63
542,03+120,98
695,21+43,44
472,93+33,86
568,35+0,63
775,929,40
2463,32+661,82
879,23+635,10
778,08+51,81
1430,52+23,31
668,52+167,90
1505,93+127,67
1159,55+330,69
-626,42+427,13
-66,32+41,31
2452,23+830,11
411,01+337,01

0,15+0,02
0,11+0,00
0,10+0,01
0,16+0,00
0,134+0,01
0,08+0,00
0,06+0,00
0,03+0,00
0,14+0,01
0,07+0,03
0,14+0,01
0,15+0,01
0,03+0,00
0,13+0,00
0,02+0,00
0,04+0,00
0,03+0,01
0,15+0,01
0,18+0,00
0,10+0,04
0,02+0,00
0,02+0,00
0,10+0,02
0,10+0,03
0,11+0,00
0,01+0,00
0,12+0,00
0,18+0,00

200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200



4.6. Udio ukupnih polifenola , antioksidacijski kapacitet (ABTS i DPPH) u jestivim
funkcionalnim filmovima

Provodenjem analiza udjela ukupnih polifenola 1 antioksidacijskog kapaciteta jestivih
funkcionalnih filmova dobiveni su rezultati koji su prikazani u tablici 11. Moglo se pretpostaviti
kako ¢e rezultati za udjele ukupnih polifenola te antioksidacijski kapacitet funkcionalnih
filmova obogacenih ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina i biljnim proteinima po
vrijednostima slijediti one dobivene za ekstrakte sekundarnih biljnih sirovina. Ta pretpostavka
se potvrdila provedbom analiza ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta jestivih
funkcionalnih filmova te su jestivi funkcionalni filmovi obogaceni ekstraktima kore banane
imali najvece vrijednosti udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta, dok su jestivi
funkcionalni filmovi obogaéeni ekstraktima mauhune graska imali najmanje vrijednosti udjela
ukupnih polifenola i antioksidacijkog kapaciteta. Znac¢ajan udio ukupnih polifenola te
antioksidacijski kapacitet uz jestive funkcionalne filmove obogacene ekstraktima kore banane
pokazali su i jestivi funkcionalni filmovi obogaceni ekstraktima ljuske crvenog luka i kore cikle
u kombinaciji sa biljnim proteinima rize, kikirikija i bundeve. Prema podacima iz literature koji
su prikazani u tablici 1, prilikom formulacija jestivih funkcionalnih filmova sa dodatkom biljnih
proteina (npr.soje) doslo je do smanjenja vrijednosti udjela ukupnih polifenola u takvim
filmovima u odnosu na kontrolu. Takvo smanjnje se objaSnjavalo nastankom kompleksa
protein-polifenol. No, provedbom analize ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta na
formuliranim jestivim funkcionalnim filmovima takvi rezultati su izostali. Naime, doslo je do
povecanja udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta kod svih jestivih
funkcionalnih filmova obogacenih ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina i biljnim

proteinima u odnosu na kontrole koje nisu sadrzavale biljne proteine.
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Tablica 11. Udio ukupnih polifenola, antioksidacijski kapacitet (ABTS i DPPH) u jestivim
funkcionalnim filmovima

Uzorak Udjel ukupnih Antioskidacijska kapacitet  Antioksidacijska kapacitet

polifenola (mg DPPH (mmol Trolox g's.  ABTS (mmol Trolox g*s.

GAE g1s. tv.) tv.) tv.)
K1 0,56+0,15 2,06+0,1 5,24+0,00
K?2 4,11+0,67 2,81+0,51 0,97+0,76
K3 5,65+0,49 2,89+0,12 1,79+1,61
K4 5,25+0,54 2,21+0,95 3,51+1,67
KB K 13,00+1,38 34,88+1,34 44,19+3,89
KB1 13,27+1,07 43,42+1,06 51,51+8,95
KB 2 17,40+1,00 63,96+2,55 76,76%0,24
KB 3 16,90+0,46 28,60+0,45 38,28+4,48
CLK 8,52+0,06 23,67+1,23 37,69+0,75
CL1 9,13+0,18 24,84+0,79 33,28+3,58
CL2 14,68+0,68 20,24+0,22 31,73+1,12
CL3 9,93+0,67 16,30+1,76 26,69+2,85
KC K 9,12+0,18 15,16+0,79 17,98+0,20
KC1 11,28+0,21 20,83+1,06 29,69+4,21
KC 2 19,44+0,97 21,65+0,43 31,61+5,14
KC3 11,77+1,29 16,57+1,09 23,30+2,41
MG K 4,84+1,64 1,54+0,22 8,05+1,75
MG 1 6,02+0,14 4,37+0,69 5,22+3,66
MG 2 6,37+0,00 4,17+0,66 25,50+10,92
MG 3 8,11+0,16 4,08+0,21 8,93+0,64
KL K 5,81+0,08 1,87+0,49 4,46+2,35
KL1 6,97+1,84 7,72+1,00 9,12+1,98
KL 2 10,77+0,24 10,90+1,05 7,46+2,29
KL3 8,97+0,47 5,90+0,54 0,38+0,21
LOK 5,32+ 0,96 5,48+0,11 4,23+1,07
LO1 6,19+0,27 2,30+0,51 5,81+0,51
LO 2 7,76+£0,21 2,65+0,12 8,44+0,00
LO3 9,61+1,04 2,11+0,62 4,90+3,22

*K-kontrola, KB-kora banane, CL-ljuska crvenog luka, KC-kora cikle, MG-mahuna graska, KL-ljuska kakaovog zrna, LO-ljuska

oraha



4. 7. Polifenoli u jestivim funkcionalnim filmovima odredeni HPLC metodom

Kako su HPLC analizom ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina uspje$no identificirani i
kvantificirani odredeni polifenolni spojevi u ekstraktima kore banane, ljuske crvenog luka,
ljuske kakaovog zrna i ljuske oraha, daljnja HPLC analiza polifenolnog sastava filmova
provedena je samo za filmove koji su u svojim formulacijama sadrzavali te iste ekstrakte. U
tablici 12 prikazani su rezultati HPLC analize polifenolnih spojeva jestivih funkcionalnih
filmova sa dodatkom ekstrakta kore banane, ljuske crvenog luka, ljuske kakaovog zrna te ljuske
oraha. Svi rezultati su izrazeni u mg g topljive suhe tvari filmova. U filmovima s dodatkom
polifenolnog ekstrakta kore banane detektiran i kvantificiran je dopamin (9,77 - 11,49 mg g
s.tv.). Od filmova obogacenih ekstraktom ljuske crvenog luka, najveéi udio kvercetina (7,02
mg g?s. tv.) itaksifolina (9,82 mg g?s. tv.) imao je film koji u svom sastavu sadrzi i dodatak
proteina kikirikija. Nadalje, jestivi funkcionalni film obogacen ekstraktom ljuske kakaovog
zrna i proteinima riZe je sadrzavao teobromin u koncentraciji od 8,74 mg g s.tv, a u svima
jestivim funkcionalnim filmovima sa dodatkom ekstrakta ljuske oraha detektirana je galna
kiselina u koncentracijskom rasponu od 0,13 do 0,25 mg g s. tv. Prema istrazivanju koje su
proveli Karaca i sur. (2019) u kreiranim jestivim funkcionalnim filmovima na bazi ekstrakta
kakaovog praha sa dodatkom proteina soje, pSenice 1 konoplje HPLC analizom identificirani i

kvantificirani su teobromin (427,36 - 1506,20 ug g) i kafein (51,23 - 130,96 pg gb).
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Tablica 12. Polifenolni spojevi u jestivim funkcionalnim filmovima odredeni HPLC metodom

Uzorak Teobromin Kvercetin Kvercetin- Kvercetin-
3-glukozid 3,4,-

Taksifolin Galna  Protokatehinska Kafein Epikatehin Dopamin
kiselina kiselina

diglukozid

KB K

11,49

KB 1

9,77

KB 2

10,46

KB 3

10,72

CLK

7,81

0,72

7,79

4,57

CL1

4,99

0,62

1,20

3,62

CL2

7,02

2,13

0,51

9,82

CL3

6,52

2,23

2,50

KL K

77,28

1,15

KL1

8,74

0,24

KL 2

KL 3

0,98

LO K

0,25

0,21

LO1

0,13

0,10

LO 2

0,13

LO3

0,14

*K-kontrola, KB-kora banane, CL-ljuska crvenog luka, KC-kora cikle, MG-mahuna graska, KL-ljuska kakaovog zrna, LO-ljuska oraha
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5. ZAKLJUCCI

1.

Od svih ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina, ekstrakt kore banane imao je najveci
udio ukupnih polifenola (507,1 mg GAE L) te najveéi antioksidacijski kapacitet (1,52
mmol Trolox L (DPPH); 2,34 mmol Trolox L? (ABTS)). Prema dobivenim
rezultatima dalje su slijedili ekstrakti kore cikle, ljuske luka, ljuske kakaovog zrna,
ljuske oraha, dok je ekstrakt mahune graska imao najmanji udio ukupnih polifenola
(61,85 mg GAE L) i najmanju antioksidacijski kapacitet (0,16 mmol Trolox L%
(DPPH); 0,47 mmol Trolox L™ (ABTS)).

HPLC analizom u ekstraktima pojedinih sekundarnih biljnih sirovina odredeni su
pojedini specifiéni, dominantni spojevi: u ekstraktu kore banane dopamin (156,76 ug
mL1), u ekstraktu ljuske luka kvercetin-3,4-diglukozid (47,29 ug mL™Y), u esktraktu
ljuske kakovog zrna teobromin (ug mL™?), a u ekstraktu ljuske oraha galna (1,15 pug mL-
1Y i protokatehinska kiselina (1,77 pg mL™).

Medu formuliranim jestivim filmovima s ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina
najbolja biokativna svojstva imao je film obogacen korom banane, dok je najnizi udio
polifenola i antioksidacijska svojstva pokazivao film obogacen ekstraktom mahune
graska.

Kada se uzme u obzir i dodatak biljnih proteina u jestive funkcionalne filmove prema
dobivenim rezultatima se moze zakljuciti kako je najve¢i porast udjela ukupnih
polifenola te antioksidacijski kapacitet u odnosu na kontrolu (KC K) (9,12 mg GAE L
1-/15,16 mmol Trolox L* (DPPH); 17,98 mmol Trolox L (ABTS)) pokazao jestivi
funkcionalni film obogacen ekstraktom kore cikle i proteinima kikirikija (KC 2) (19,44
mg GAE L; 21,65 mmol Trolox L™ (DPPH); 31,61 mmol Trolox L (ABTS)).
Dodatak proteina utjecao je na promjenu udjela polfenolnih spojeva karakteristi¢nih za
pojedinu biljnu sirovinu. Medu funkcionalnim jestivim filmovima obogacenih
ekstraktom kore banane dopamin je u najve¢em udjelu odreden u filmu formuliranom
uz dodatak proteina bundeve (10,72 mg g* s.tv.), dok je kvercetin dominirao u filmu
obogacenom ekstraktom ljuske luka uz dodatak proteina kikirikija (7,02 mg g? s.tv.).
Medu jestivim funkcionalnim filmovima obogacenih ekstraktom ljuske kakaovog zrna
najveéi udio teobromina odreden je u filmu s dodatkom proteina rize (8,74 mg g s.tv.).
Sekundarne biljne sirovine kore banane, ljuske luka, kore cikle, mahune graSka, ljuske
kakaovog zrna i ljuske oraha predstavljaju vrijedne izvore polifenolnih spojeva te se

njihovi ekstrakti mogu uspjesno koristiti u formulaciji jestivih funkcionalnih filmova te
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je potrebno provoditi daljnja istrazivanja i unaprijediti formulacije jestivih
funkcionalnih filmova kako bi se u budu¢nosti otvorila mogu¢nost implementacije istih

u proizvodnji raznih funkcionalnih prehrambenih proizvoda.
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