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Sazetak

Pakiranje hrane jedan je od najvaznijih procesa u proizvodnom lancu hrane koji osigurava
njenu kvalitetu i trajnost. Kako je hrana Cesto izloZena mikrobioloSkoj kontaminaciji koja naruSava
i biorazgradivim ambalaznim materijalima koji sprjeCavaju kvarenje hrane i Cuvaju njezina
nutritivna svojstva. Tako antimikrobni jestivi filmovi postaju sve viSe prepoznati kao ambalaza
budu¢nosti za pakiranje hrane. Osim Sto osiguravaju kvalitetu i mikrobioloSku ispravnost
proizvoda, jestivi ambalaZzni materijali svojim svojstvima produljuju trajnost hrane te ne stvaraju
otpad.

Cilj ovog rada bio je ispitati antimikrobna svojstva Caja osuSenog korijena maslacka kao
potencijalnog ambalaZznog materijala za izradu antimikrobnih jestivih filmova. Ispitivala su se
njegova antimikrobna svojstva na odabrane vrste kvasaca i plijesni. Rezultati su pokazali da
korijen maslacka, iako bogatog biokemijskog sastava, ne pokazuje inhibitorna svojstva na testirane

vrste kvasaca i plijesni.

Kljucne rijeci: jestiva ambalaZa, korijen maslacka, antimikrobna aktivnost

Summary

Food packaging is one of the most important processes in the food production chain that ensures its
quality and durability. As food is often exposed to microbiological contamination that impairs its
healthiness, newer packaging technologies increasingly turn to more environmentally friendly and
biodegradable packaging materials that prevent food spoilage and preserve its nutritional
properties. Thus, antimicrobial edible films are increasingly recognized as the packaging of the
future for food packaging. In addition to ensuring the quality and microbiological correctness of
the product, edible packaging materials extend the shelf life of food and do not create waste.

The aim of this work was to examine the antimicrobial properties of dried dandelion root tea as
a potential packaging material for the production of antimicrobial edible films. Its antimicrobial
properties against selected types of yeasts and molds were tested. The results showed that the
dandelion root, although rich in biochemical composition, does not show inhibitory properties on

the tested types of yeasts and molds.

Key words: edible packaging, Dandelion Root, antimicrobial properites



Popis koriStenih kratica

MOPS 3-(N-morfolino)propansulfonska kiselina

CFU jedinica koja stvara kolonije (eng. Colony Forming Unit)

MBA agar od mungo graha, (eng. Mung Bean Agar)

RPMI 1640 medij za rast razlicitih mikroorganizama, (eng. Roswell Park Memorial Institute)

CLSI Institut za klinicke i laboratorijske standarde, (eng. Clinical & Laboratory Standards
Institute)

MIC minimalna inhitibitorna koncnetracija, (eng. Minimal Inhibitory Concentration)
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1. Uvod (stil — Naslov 1)

Ambalazna industrija i naCini pakiranja hrane neprestano se razvijaju te se pronalaze novi,
pakiranja hrane koja omogucava personaliziraniji pristup proizvodu. Pod pojmom jestiva
ambalaZa podrazumijevamo filmove i premaze koji se konzumiraju zajedno sa proizvodom. Dok
se jestive folije koriste u obliku vrecica, premazi se najceS¢e upotrebljavaju kao zastita na vocu i
povrcu te mesu i drugim prehrambenim proizvodima. Jestiva ambalaZa sigurna je za konzumaciju
jer je proizvedena od prirodnih materijala.

Da bi se neki materijal koristio za izradu jestive ambalaZe on prvenstveno mora biti jestiv te
siguran za ljudsku konzumaciju. Materijali koji se koriste za izradu jestive ambalaZe su
disaharida, a razlikujemo one biljnog, Zivotinjskog i morskog podrijetla. Jako su zastupljeni u
prirodi, a neki od najpoznatijih polisaharida su Skrob, celuloza, glikogen i pektini. Polisaharidni
filmovi dobra su barijera za kisik i aromu, a nastaju prekidom interakcija izmedu dugolancanih
polimernih segmenata tijekom procesa koacervacije. Polisaharidni jestivi filmovi poznati su po
svojoj ¢vrstoci i uCinkovitoj barijeri za ulja i lipide. Negativne strana ovih filmova je slaba barijera
za vlagu, no to je moguce modificirati dodavanjem lipofilnih tvari prilikom izrade filma. Proteini
su sloZeni polimeri, a razlikujemo vlaknaste i globularne. Vlaknasti su topivi u vodi, dok se
globularni moraju denaturirati prije stvaranje filma. Jestivi filmovi na bazi proteina odli¢na su
barijera za hidrofobne spojeve te plinove poput CO, i O,. Razlikujemo proteine biljnog i
Zivotinjskog podrijetla, a neki od najceSce koriStenih su keratin, kolagen i Zelatina. Lipidi su
hidrofobni spojevi zbog Cega njihovi filmovi imaju odli¢nu barijeru za vlagu i kisik, dijele se na
polarne i nepolarne, a neke od njihovi prednosti su: ¢vrstoca, oCuvanje hranjivih tvari i drugo.
Cesto se koriste kao premazi na vocu i povréu kako bi ocuvali njihovu svjezinu.

Pod fizikalno-kemijska svojstva jestivih ambalaZznih materijala spadaju debljina, topljivost,
mehanicka, barijerna i opticka svojstva. Debljina je povezana sa mehanickim i barijernim
svojstvima, a utjeCe na trajnost proizvoda. NajviSe ovisi o viskoznosti otopine od koje se izraduje
film. Tako one vrlo viskozne otopine stvaraju vrlo debele filmove, dok one nisko viskozne stvaraju
tanje filmove. Debljina filmova moZe se mjeriti kontaktnom i nekontaktnom metodom. Topljivost
je svojstvo koje govori o stabilnosti filmova u vodenom mediju, a ispitivanjem mehanickih
svojstava odreduje se Cvrstoca jestivog filma. Na mehanicka svojstva utjecu udio vode i fizicki
integritet proizvoda. Mehanicka svojstva filmova moguce je ispitati odredivanjem vucne cvrstoce,
¢vrstoce na kidanje , istezanje na lomnoj tocki i otpornosti na habanje. Sjaj, transparentnost i boja

filma pripadaju optickim svojstvima. Jedno od vaznijih svojstava je sjaj filma, a njegove



karakteristike odreduju se sastavom i koncentracijom tekucine za smanjenje povrSinske napetosti
vode i drugim parametrima. Opticka svojstva vrlo su osjetljiva na temperaturu i vlagu.

Jedna od glavnih uloga jestivih filmova zastita je proizvoda od mikrobioloSke kontaminacije kako
bi se sacuvala njezina kvaliteta. Antimikrobni jestivi filmovi odli¢na su alternativa za sprjecavanje
rasta mikroorganizama na prehrambenim proizvodima. Smanjuju mogucnost kvarenja hrane te
odrZavaju njenu kvalitetu i nutritivni sastav, a utjeCu i na produljenje roka trajanja proizvoda.
Jestivi filmovi i premazi u potpunosti prekrivaju neki prehrambeni proizvod bez da utjeCu na
senzorska i nutritivna svojstva istog. Antimikrobni jestivi filmovi i premazi izraduju se od raznih
materijala, a najceSce tvari za njihovu izradu su organske kiseline, kitozan, biljni ekstrakti i drugo.
Antimikrobni jestivi filmovi imaju Siroku primjenu na brojnim prehrambenim proizvodima. Tako
se upotrebljavaju za zastitu raznih vrsta voca i povrca, poput jagoda, rajcica, manga i ostalih. Cesto
su ispitivani i koriSteni premazi na bazi kitozana koji se mogu koristit za premazivanje grozde, ali i
brokule. Kako je meso prehrambeni proizvod koji ima ograniCen vijek trajanja i lako se
kontaminira raznim mikroorganizmima, brojni jestivi antimikrobni filmovi nasli su upotrebu i u
njegovom pakiranju. Tako se medu najceSce koriStenim filmovima koriste oni na bazi natrijevog
alginata. Premazi na bazi alginata koriste se i za premazivanje raznih vrsta riba. Mlijecni proizvodi
takoder su lako kvarljivi, a jedan od najpoznatijih svakako je sladoled. Njegovu kvalitetu i
ispravnost moguce je zastiti filmovima na bazi aloe vere.

Maslacak je biljka Siroko rasprostranjena te je se moZe naci gotov svugdje u svijetu. Svi dijelovi
ove biljke sadrZze mlijecni sok, a od davnina je zabiljeZena njegova upotreba u razne medicinske
svrhe. Korijen maslacka je njegov najljekovitiji dio te se smatra jednom od najjacih biljnih tvari za
eliminaciju toksina. Ima bogat kemijski sastav, a istice se svojim protuupalnim, antioksidativnim i
antimikrobnim svojstvima.

U ovom radu predstavljene su glavne prednosti i svojstva jestive ambalaZe te je detaljno opisana
antimikrobna jestiva ambalazu. Navedeni su brojni primjeri njene upotrebe te su prikazane glavne
znacajke biljke maslacak. Iako jo$ nije dovoljno istraZen, maslacak zbog svog bogatog kemijskog
sastava postaje sve vaznija biljka u daljnjim istraZivanja za potencijalnu upotrebu u izradi jestivih
filmova.

Cilj rada bio je odrediti antimikrobnu aktivnost ¢aja od osuSenog korijena maslacka kako bi se

utvrdilo pruZa li inhibitorno djelovanje na odabrane vrste kvasaca i plijesni.



2. Jestiva ambalaza

Jestivom ambalaZom nazivamo razne filmove, folije i premaze koji se mogu sigurno
konzumirati zajedno sa proizvodom koji je u njih upakiran. Filmovi se uglavnom koriste u obliku
obloga i vrecica, a premazi se najceSce upotrebljavaju kao zaStita na prehrambenim proizvodima.
Jestiva ambalaZa osigurava kvalitetu hrane, produZuje rok trajanja te u odredenoj mjeri smanjuje
otpad [1]. Ova vrsta ambalaZe sigurna je za konzumaciju jer je proizvedena od biljnih i Zivotinjskih
ekstrakata ili dobivena od prirodnih polimera. U tablici 1. prikazani su materijali od kojih je
moguce izraditi jestivu ambalazu [2].

Tablica 1 Materijali za izradu jestive ambalaze [2]

VRSTA POLISAHARIDI LIPIDI PROTEINI
MATERIJALA
IZVORI ® Skrob @® Vosak @ Zelatina
@ Alginat @ Mineralna ulja @ Kukuruz zein
@ Karagenan @® Biljno ulje @ Psenicni
gluten
@ Derivati @ Surfaktanti
@ Proteini soje
celuloze
@ Acetilirani
@ Pektin o @® Kazein
monogliceridi
@ Agar @ Parafinski @ Proteini mung
vosak graha
@® Kitozan/hitin
@® Karnauba
vosak

@ Esteri glicerola

@ smola

Materijali koji se koriste za izradu jestive ambalaZe napravljeni su od spojeva koji ne
predstavljaju opasnost za ljudsko zdravlje. Kod izrade jestivih filmova i premaza primjenjuje se
promjena debljine materijala te minimalna promjena materijalnog sastava i strukture. Tako je

optimalna debljina uglavnhom manja od 0,3 mm. Debljina je vrlo vazna kod izrade filmova te je



obavezno testiranje istih na gutanje kako bi se provjerilo jesu li sigurni i zadovoljavaju li sve
zahtjeve kvalitete. Takoder, velika paZnja posvecena je i provjeri mikrobioloSke ispravnosti
filmova obzirom da se vec¢ina koristi za pakiranje prehrambenih proizvoda [3].

Jestiva ambalaZa ima razne funkcije. Prvenstveno, uloga joj je omoguditi selektivnu barijeru za
plinove, masti, ulja i vlagu. Takoder, bitno je da ocuva senzorska svojstva hrane kako tijekom
skladiStenja ne bi doSlo do promjene mirisa, boje i okusa proizvoda. Iako su navedene funkcije
identi¢ne sintetskim ambalaznim materijalima, jestivi ambalazni materijali isticu se od sintetskih
svojim brojnim prednostima. Prvenstveno, otporni su na migraciju vodene pare te su biorazgradivi.
Mogu se konzumirati zajedno sa proizvodom pri ¢emu ne nastaje otpad te se proizvode iskljucivo
iz biorazgradivih materijala [4]. Takoder, sve viSe ljudi postaje ekoloski osvijeSteno i obracaju
paznju na to koliko otpada stvaraju te u kakvoj ambalaZi kupuju proizvod. Specifi¢nost jestive
ambalaZe leZi upravo u tome Sto nema stvaranja otpada i tipicnog ciklusa otpada. Isto tako, nema
potrebe za recikliranjem ¢ime se joS na jedan nacin uvaju izvori energije te voda, ali i sam okolis.
Vecina jestive ambalaZe je jestiva i/ili se moZe kompostirati zbog Cega se lako razgraduje i ne puni
odlagalista i reciklazna dvoriSta [5]. Na slici 1. je primjer jestive ambalaZe za vodu koja je u

potpunosti biorazgradiva, s sve s ciljem smanjenja proizvodnje plasticnih PET boca za vodu [6].

Slika 1 Primjer jestive ambalaZe za vodu [6]

Iako se konzumira zajedno s proizvodom, prirodna jestiva ambalaZa ne mijenja njegov okus
veC je jednako hranjiva i ukusna. Takoder, neka se jestiva ambalaZza dodaje s ciljem kako bi
proizvodu poboljSala organolepticka svojstva, poput boje, mirisa pa i okusa.

Iako se jestiva ambalaza smatra inovacijom u ambalaznoj industriji, zastupljena je veé
stoljecima kao metoda konzerviranja hrane. Najstariji primjer upotrebe jestive ambalaZe u ljudskoj
povijesti zasigurno je onaj koji datira joS iz vremena Mezopotamije. Naime, Sumerani su osmislili
izradu kobasica tako Sto su koristili Zivotinjska crijeva koja su punili mesom i time dobili prvi
jestivi ambalazni materijal koji ¢uva proizvod te je ujedno siguran za konzumaciju. Jedan od

najstarijih primjera upotrebe jestive ambalaZe svakako je premazivanje voca voskom kako bi se



sprijeCio gubitak vode tijekom transporta [4]. Slika 2. prikazuje primjer voca bez i sa jestivim

premazom [7].

Slika 2 Voce sa i bez jestivog premaza [7]

Nadalje, jedna od Cesto koriStenih metoda bila je i ,uljenje“, na engleskom poznato kao
»larding®, voca, povrca i mesa kako bi se sprijeCio gubitak vlage. SvjeZina oraSastih plodova
osiguravala se prevlakom saharoze i Secernih derivata. 1930-ih godina proSloga stoljeca sve su viSe
postajali zastupljeni lipidni premazi i premazi od voska. Osim za sprjecavanje dehidracije, premazi
su sluZili i za postizanje visokog sjaja na vocu i povrcu. Krajem 20. stoljeca, odnosno razvojem
plastike i plasticnih ambalaznih materijala upotreba jestive ambalaZe jedno je vrijeme stagnirala.
No, zahvaljujuéi podizanju svijesti o zastiti okoliSa i odrZivoj i ekoloSki prihvatljivoj ambalaZi
jestivi ambalazni materijali ponovo su dobili na vaznosti i krenuli se intenzivno razvijati [3].

Glavni predstavnici jestivih ambalaznih materijala su jestivi filmovi i premazi. Iako zvuce isto,
razlikuju se uvelike po fizikalnim svojstvima te nacinu izrade. Dok se jestivi filmovi dobivaju u
obliku ¢vrstih laminiranih ploCa, premazi dolaze u tekucem obliku. NajvazZniji materijali za
njihovu izradu su: materijal koji stvara film, otapalo i razni aditivi. Filmovi se apliciraju na
proizvod te se prilikom konzumacije mogu skinuti ili konzumirati zajedno s proizvodom. S druge
strane, premazi se prskaju, premazuju ili uranjanjem nanose na proizvod. OsuSeni sloj premaza
takoder je moguce prije upotrebe proizvoda isprati ili konzumirati zajedno s njim.

Za jestive filmove je bitno da imaju dobra barijerna svojstva za vodenu paru. Naime, trebali bi
imati nisko ili nikakvo propuStanje vodene pare koje se ne bi smjelo povecati znacajno s
povecanjem relativnog tlaka. Takoder, filmovi bi trebali biti izdrZljivi i na mehanicka opterecenja i
naprezanja [8]. To je vrlo bitno kako prilikom transporta proizvoda, a uslijed primjene odredene
sile na istog ne bi doSlo do oStecenja filma koje bi posljedi¢no dovelo do kontaminacije ili kvarenja
proizvoda. Opcenito, postoje dva procesa za izradu jestivih filmova: mokri i suhi proces. Mokri
postupak najceSce se koristi kao metoda izrade filma u laboratoriju, a sastoji se od 3 glavna koraka:

otapanje, lijevanje i suSenje. Najprije je potrebno dispergirati biopolimer u otapalo. U otopinu



moguce je dodati razne aditive poput antimikrobnih supstanci ili plastifikatora. Nastala otopina
zatim se izlije na ravnu povrSinu kako bi se osuSila na odgovarajucoj temperaturi i relativnoj
vlaZnosti. Lijeva se u ravnu posudu ili staklenu plo¢u obloZenu teflonom, a suSenje se moze
odvijati u vakuumskim pec¢nicama, mikrovalnima ili pe¢nicama na vruci zrak Slika 3. pokazuje

shematski pokazuje izradu jestivog filma mokrim postupkom [3].

DODAVANIE e
SASTOIAKA | |

OTOPINA FILMA

|'.-'-."|

HOMOGFNIZACIHA | OPTLINJAVANIE
i
v
IZRADA FILMA
Lijevanje

Susenje
FYYY Y

Odvajanje
— ootovog filma od
podloge

—» Film
Ly prehrambeni proizvod
PREHRAMBENI PROIZVOD PREKRIVEN FILMOM
Slika 3 Shematski prikaz izrade jestivog filma mokrim postupkom [3]
Suhi postupak podrazumijeva izradu filma prate¢i termoplasticno ponaSanje tvari pri niskim
razinama vlage. Obuhvaca nekoliko razli¢itih metoda, a to su ekstruzija, kompresijsko kalupljenje
i injekcijsko kalupljenje. Metoda koja se najceSce upotrebljava u komercijalnoj izradi filmova je
ekstruzija, a obuhvaca tri faze: napajanje, gnjecenje i grijanje. U prvoj fazi se mijeSaju sastojci za
izradu filma i to pod kompresijom zraka kako bi se smanjio sadrZaj vlage. Sastojci se dalje
usitnjavaju i gnjece prilikom cega se povisuje temperatura. To dovodi do stvaranja taline od koje se

istiskivanje kroz mlaznicu stvara tekuci tanki sloj iz koje hladenjem dobivamo film. Na slici 4.

prikazano je shematski dobivanje filma suhim postupkom [3].
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Slika 4 Shematski prikaz ekstruzije za izradu jestivog filma suhim postupkom [3]

Sto se tice jestivih premaza, postoji takoder nekoliko nac¢ina za njihovo apliciranje na proizvod.
Uranjanje proizvoda u premaz definitivno je najstarija metoda koja se koristi kod voca, povrca i
ostalih prehrambenih proizvoda, a idealna je za one proizvode koji imaju neravnu povrsinu. Kada
je potrebno tankim slojem obloZiti samo jednu stranu proizvoda , najceSce se koristi metoda
Spricanja. Ova metoda jedna je od preciznijih te se uglavnom koristi kod proizvoda velike
povrsine. S druge strane, za proizvode male veliCine primjenjuje se obrada u fluidiziranom stanju.

Jestivi premaz dodaje se na nacin da se proizvod dodaje u rotirajuci fluidizirani stroj [3].



3. Materijali za izradu jestive ambalaze

Glavna komponenta za izradu jestive ambalaZe je neka jestiva biomakromolekula sposobna za
stvaranje kontinuiranog i kohezivnog sloja [9]. Da bi se neki materijal koristio za izradu
jestivih filmova i premaza, mora prvenstveno biti jestiv, siguran za ljudsku konzumaciju te
mora imati sposobnost stvaranja filma, odnosno premaza. Tvari koje zadovoljavaju ta svojstva

su polisaharidi, lipidi i proteini.

3.1. Polisaharidi

Polisaharidi su sloZeni ugljikohidrati koji nastaju polimerizacijom monosaharida i disaharida
formirajuci specifi¢nu strukturu vezanu glikozidnom vezom. Slika 5. prikazuje shematski prikaz
nastajanja polisaharida [5].

Glikozidna
veza

CH,0H CH,OH CH,OH CH,0H
] I |
/ -0, ; -0, 0, / 0,
/ 9 / / - Y
\ / / \ \
N, oH + OH = R o OH |
HO N\, (OH] (HO] OH HO o OH
| |
OH OH OH l. OH
[H,0)
Monosaharidne jedinice Disaharid

Slika 5 Nastajanje polisaharida [5]

Ako su sastavljeni samo od jedne vrste monosaharida nazivaju se homopolisaharidi, a oni od
sastavljeni od viSe razlicitih vrsta monosaharida heteropolisaharidi [10]. Ovisno o porijeklu,
polisaharide moZemo podijeliti na one biljnog, Zivotinjskog, morskog i mikrobnog porijekla.
Netoksi¢ni su, jestivi te ih ima u izobilju u prirodi, a neki od primjera polisaharida su: Skrob,
celuloza, pektini, glikogen te hitin. U tablici 2. prikazane su neke vrste polisaharida, aditivi te nacin
primjene kao ambalaznog materijala [5].

Tablica 2 Vrste polisaharida te njihova primjena kao jestivog ambalaZznog materijala [5]

IZVOR MATERIJALA ADITIVI PRIMJENA

Biljni Skrob kasave Nanokristali Skroba Premaz na Huannguan kruski

skladiStenoj pri temperaturi od

20°C
Aloe vera Esencijalno ulje limuna Premaz na Hayward kiwiju
Biljni Skrob krumpira Thy me esencijalno ulje Premaz na Skampima pri

rashladenim uvjetima



Nanoemulzija kitozana = Thy me esencijalno ulje Premaz za svinjsko meso

Zivotnjskog porijekla skladiSteno pri 4°C

U molekuli polisaharida prisutne su slobodne hidroksilne skupine koje iniciraju vezanje
vodika sa dodanim aktivnim tvarima. Upravo ovo svojstvo omogucuje da su jestivi premazi od
polisaharida dobra barijera za kisik i aromu. Generalno, polisaharidni jestivi filmovi nastaju
prekidom interakcija izmedu dugolancanih polimernih segmenata tijekom procesa koacervacije.
Naime, tijekom navedenog procesa dolazi do razdvajanja koloidne suspenzije u dvije tekuce faze
te isparavanja otapala pri ¢emu se stvara nova medumolekularna hidrofilna i vodikova veza te u
konacnici nastaje matrica filma. Takoder, jestivi filmovi od polisaharida poznati su po svojoj
velikoj ¢vrstoci koja se prepisuje zbijenoj strukturi molekule. Jedna od prednosti im je i Sto pruZaju
ucinkovitu barijeru uljima i lipidima. S druge strane, polisaharidni filmovi imaju hidrofilna
svojstva zbog Cega predstavljaju slabu barijeru za vlagu Sto dosta utjeCe na njihova fizikalna
svojstva. Medutim, moguce je reducirati hidrofilna svojstva materijala dodavanjem lipofilnih tvari
(npr. vosak) prilikom izrade filma. Tako se polisaharidi mogu lako modificirati kako bi se
poboljsala njihova fizikalno-kemijska svojstva, a najceS¢e metode su: dodavanje soli, promjena
otapala, toplinska Zelatinizacija, promjena pH, kemijska modifikacija hidroksilnih grupa i druge
[5]. Kako bi se usporio proces zrenja prehrambenih proizvoda i produZio rok trajanja, na
polisaharidne ambalaZzne materijale mogu se dodati razna antimikrobna sredstva i antioksidansi.
Polisaharidni ambalazni materijal takoder imaju veliku sposobnost sorpcije. Razlog tomu je
njihova hidrofilnost, a ovo svojstvo omogucuje da, kada se konzumiraju, na sebe veZu
radionuklide, ione metala te druge toksicne spojeve koje na taj nacin izbacuju van iz tijela.

Skrob kao prirodni polimer predstavlja obecavajucu biorazgradivu sirovinu za proizvodnju
ambalaZe [11]. Obzirom da je visoko zastupljen u prirodi, jeftin te jestiv, Cesto je proucavan i
testiran za izradu jestivih filmova i premaza. Opcenito, sastoji se od amiloze i amilopektina.
Upravo je amiloza tvar koja je zasluZna za stvaranje jestivog filma. Amiloza je linearni polimer
izgraden od stotinjak ostataka glukoze koji su povezani a(l- 4)-glikozidnim vezama, a
amilopektin je razgranati polimer koji se sastoji od dugih lanaca ostataka glukoze. Kod prirodnog
Skroba molekule su rasporedene u obliku Skrobnih granula koje su netopljive u hladnoj vodi.
Medutim, kada se zagrijavaju u vodi, kristalna struktura se poremeti Sto dovodi do interakcije vode
s hidroksilnim skupinama amiloze i amilopektina te se granule djelomi¢no otope. Da bi dobili film
iz Skroba potrebno je provesti Zelatinizaciju, a za to se najCeSce koriste amiloza, Skrob s viskoim
udjelom amiloze i hidroksipropilni Skrob s visokim udjelom amiloze. Filmovi jestivog Skroba
najc¢esSce se upotrebljavaju u pekarstvu i slasti¢arstvu. Slika 6. prikazuje primjer jestivog filma

napravljenog od pektina iz pirea od papaje [9].



Slika 6 Jestivi film od pektina [9]

Celuloza je linearni homopolisahrid koji se takoder primjenjuje u izradi jestivih filmova.
Sastoji se od tisuca ponavljajucih jedinica D-glukoze koje su povezane -1,4 glikozidnim vezama,
a odlikuje se svojom hidrofilnoS¢u i sposobnos¢u kemijske modifikacije [12]. Izvrstan je odabir
materijala za izradu filma zbog svoje ¢vrsto¢e, mehaniCke otpornosti te trajnosti. Takoder, nema
toksiCna svojstva, blokira UV zraCenje, ima sposobnost prenosa antioksidativnih i antibakterijskih
tvari te je biorazgradiva. Od celuloze je moguce lako izraditi razne kemijske derivate te omogucuje
lako formiranje filmova. Iako naizgled savrSen ambalaZni materijal, proizvodnja celuloznih
jestivih filmova vrlo je ograniCena zbog njezine nerazgradivosti u vodi. Razlog njene netopljivosti
u organskim otapalima su ¢vrsto zbijene vodikove veze u njenoj strukturi te kristalnost [13].
Medutim, raznim procesima derivatizacije moguce je dobiti iskoristive celulozne derivate za
izradu jestivih filmova. Tako se celulozni filmovi Cesto upotrebljavaju za pakiranje voca i povrca,

a primjer takvog pakiranja prikazan je na slici 7 [14].

Slika 7 Celulozni jestivi film za pakiranje hrane [14]



3.2. Proteini

Proteini su sloZeni polimeri, a sastoje se od aminokiselina povezanih kovalentnom peptidnom
vezom. Razlikujemo vlaknaste i globularne proteine, odnosno one topive i netopive u vodi.
Globularni se, zbog svoje specifi¢ne strukture, moraju denaturirati prije stvaranja filma, a primjer

kako izgleda denaturacija prikazan je na Slici 8 [16].

Slika 8 Denaturacija globularnog proteina [16]

Jestivi filmovi na bazi proteina imaju razne mehanicke i fizikalne karakteristike. Hidrofilni su
Sto znaci da pruZaju slabu do umjereno barijeru za vodu. No, zato su odli¢na barijera za hidrofobne
spojeve, poput ulja. Odli¢na su barijera za plinove poput CO2 i O2, lipide te arome, a koriste se na
raznim prehrambenim proizvodima kako bi smanjili gubitak vode, ogranicili unos kisika, ali i
pruzili fizicku zaStitu. Postoje razliCite vrste proteina, poput proteina biljnog podrijetla iz
kukuruza, pSenice i soje, te proteina Zivotinjskog podrijetla kao Sto su kolagen, keratin, kazein i
Zelatina [14].

Jestivi filmovi na bazi proteina takoder se mogu koristiti i u viSeslojnom pakiranju. Naime, kod
viSeslojne ambalaZe jestivi film na bazi proteina je unutarnji sloj ambalaZe koji je u direkthom
kontaktu s prehrambenim proizvodom. Obzirom na dobra mehnicka i barijerna svojstva, vrlo je
moguce i teZi se ka tome da ovi filmovi jednog dana u potpunosti zamjene sinteticke polimerne
filmove. Proteinske filmove moguce je koristiti kao premaze na mesnim proizvodima, no tada
Cesto dolazi do njihove reakcije sa proteolitickim enzimima iz mesa.

Filmovi izradeni od proteina mlijeka sadrZe razne antimikrobne i antioksidativne tvari kojima
poboljSavaju kvalitetu hrane. Prozirni su i fleksibilni bez mirisa, a sadrZe proteine sirutke i kazein.
Vecina proteina mlijeka zapravo se nalazi u obliku proteina kazeina [1]. Od kazeina se mogu
izraditi filmovi koji su stabilni pri razli¢itim pH vrijednostima, temperaturama i koncentracijama
soli. Takoder, kazeinski filmovi testiraju se za izradu vodotopivih vrecica, ali i kao premazi za

svjeZe proizvode, suSeno voce te smrznutu hranu.



Kolagen je najzastupljeniji protein u tijelu, a nalazi se u miSi¢ima i tkivima. Njegovom
razgradnjom pomocu vode nastaje Zelatina. U suhom obliku, Zelatina je tvar bez boje i okusa. Kako
bismo dobili film od Zelatine, potrebno ju je otopiti u vruc¢oj vodi. Nastala otopina oblikuje se
metodom lijevanja te se suSi u pecnici. Na slici 9. prikazana je primjena filma od Zelatine na
premazivanje jabuke [16].
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Slika 9 Premaz od Zelatine na jabuci [16]

3.3. Lipidi

Za razliku od polisaharida i proteina, lipidi nisu polimeri te nemaju samoodrZivu strukturu.
Zbog toga su dosta krhki te ne tvore kohezivne strukture. Hidrofobni su Sto im omoguc¢ava odli¢nu
barijeru za vodu i vodenu paru. Naime, molekula lipida u vodi dolazi u Cetiri razlicite strukture koje
stvaraju razlicite vrste micela obzirom da voda posjeduje jaki kohezivni samoprivlacni odbijajuci
hidrofobni ucinak [17]. Postoje dvije grupe i Cetiri podgrupe lipida koji se koriste u proizvodnji
jestivih filmova, a prikazani su u tablici 3 [17].

Opcenito, lipide moZemo podijeliti na nepolarne i polarne. Imaju brojne prednosti za izradu
jestivih filmova, a neke od njih su: ¢vrstoca, barijera za vlagu i zrak, o¢uvanje hranjivih tvari,
nosaci aktivnih tvari i drugo. Od svih vrsta lipida, vosak se istiCe najvecom barijerom za vlagu.
Nepolaran je te je u potpunosti netopiv u vodi, a razlikujemo prirodne i sintetske voskove. Zbog
toga su voskovi najucinkovitija lipidna barijera za vodu te imaju Siroku primjenu u izradi jestivih
filmova. Tako se Cesto koriste kao premazi na vocu i povrcu kako bi oc¢uvali njihovu svjezinu i
sprijeCili isparavanje vode. Negativan strana primjene voskova u jestivoj ambalaZi je njihov
neugodan okus i tekstura te masna povrsina. Nadalje, esencijalna ulja sadrZe visoka antimikrobna i
antioksidativna svojstva zbog cega reduciraju lipidnu oksidaciju. Tako se eteri¢no ulje timijana,
klinc¢i¢a i limuna dodaje biopolimernoj matrici kako bi se poboljSala antimikrobna svojstva folije
za pakiranje hrane. Neutralni esteri glicerola i masnih kiselina mogu se koristit takoder, sami ili u
kombinaciji sa drugim tvarima, kao jestivi premazi na prehrambenim proizvodima. Primjerice,
premaz od suncokretovog ulja koristio se za svinjsko meso zastita od oksidacije i barijera za vodu

[1]. S druge strane, trigliceridi su vrsta polarnih lipida kod kojih su kratkolancani trigliceridi topivi



u vodi, a dugolancani netopivi. Njihova otpornost na vodu moZe se ojacati dodavanjem
palmitinske, stearinske ili laurinske kiseline.

Tablica 3 Podjela lipida [17]

NEPOLARNI @ Parafinsko ulje
netopivi
@® Voskovi sa dugolancanim masnim kiselinama
POLARNI
1. Grupa @ trigliceridi, digliceridi
NETOPIVI U VODI
AMFIFILI @® kolesterol
@ vitamini A, D,Ei K
2. grupa @ fosfolipidi
NETOPIVI U VODI
AMFIFILI @ monogliceridi
3. grupa @ deterdZenti
TOPIVI
AMFIFILI @ soli i dugolancane masne kiseline
4. grupa @ soli Zucnih kiselina
TOPIVI
AMFIFILI @ sapuni smole

3.4. Fizikalno-kemijska svojstva jestivih ambalaznih materijala

3.4.1. Debljina jestivih filmova i folija

Debljina je vrlo bitno svojstvo filmova koje je usko povezano sa mehanickim i barijernim
svojstvima. Ona utjeCe na trajnost proizvoda, ali i na njegova bioloSka svojstva. Debljina

prvenstveno ovisi o viskoznosti otopine od koje se izraduje film. Naime, ukoliko je otopina jako



viskozna ostane skupljena te nastane debeli film. S druge strane, ukoliko imamo tekucinu niske
viskoznosti, ona je vrlo teku¢a i moguce ju je razliti u tanki sloj ¢ime dobivamo tanji film. O
debljini filma ovisi i propusnost vode i vodene pare. Naravno, kod debljih filmova teZe dolazi do
propustanja vodene pare, nego kod onih tanjih. Opc¢enito, postoje dvije metode mjerenja debljine
filma, a to su kontaktna i ne kontaktna metoda. Kod kontaktnog mjerenja, kao Sto i samo ime
govori, debljina se mjeri mikrometrom koji je u direktnom dodiru sa filmom (Slika 10). Iako je ova
metoda vrlo pouzdana, postoji velika opasnost od oSte¢enja filma prilikom pritiska. S druge strane,

ne kontaktna metoda je takoder vrlo pouzdana i to¢na, no sigurnija i bez rizika da se film osteti.

Slika 10 Mikrometar [16]

3.4.2. Topljivost jestivih ambalaznih materijala

Obzirom da se radi o jestivim ambalaZnim materijalima, jedno od bitnijih svojstava svakako je
i topljivost filma. PoSto filmovi mogu biti izradeni od raznih vrsta materijala, moZemo ih podijeliti
na hidrofobne i hidrofilne. Ovo svojstvo govori nam o stabilnosti filma u vodenom okruzenju.
Tako je prehrambene proizvode osjetljive na migraciju vode potrebno kombinirati sa hidrofobnim
filmovima i premazima kako bi se oc¢uvala voda u proizvodu, ali i zadrZala njegova kvaliteta i
svjeZina. S druge strane, hidrofilne jestive ambalazne materijale poZeljno je koristiti kada je cilj da

se film otopi tijekom konzumacije proizvoda [19].

3.5. Mehanicka svojstva

Ispitivanjem mehanickih svojstava odreduje se ¢vrstoca jestivog filma. Mehanicka svojstva
uvelike ovise o udjelu vode i fizickom integritetu proizvoda. Nekolicina znanstvenika dokazala je
u svojim istrazivanjima kako jestivi filmovi utjecu na o¢uvanje tvrdoce svjezeg voca i povréa [20].
Testovi kojima se ispituju mehanicka svojstva su: vucna ¢vrstoca, ¢vrstoca na kidanje, istezanje na

lomnoj tocki i otpornost na habanje. Opcenito, jestive folije imaju manju vuc¢nu ¢vrstocu od folija



za pakiranje izradenih od plastike. Takoder, jestivi filmovi imaju dobro svojstvo istezanje u
usporedbi s onim plasticnima. Premaz kod jestivih filmova omogucuje barijeru za vlagu te
smanjuje gubitak hranjivih tvari iz proizvoda u okolis. Isto tako, filmovi stvaraju barijeru za zrak
C¢ime se minimalizira prijenos kisika u hranu i iz nje. Na taj nacin sprjeCava se oksidacija
prehrambenog proizvoda te produljuje njegova trajnost. Vlaga u atmosferi mnogo utjeCe na
mehanicka svojstva jestivog filma. Kako vlaga reagira s polimernom jestivom matricom, naruSava
se vucna Cvrstoca te cjelovitost filma. Iako polisaharidi i proteini mogu stvarati snaZne
medumolekulske veze ¢ime nastaju filmovi odli¢nih mehanickih svojstava, ista im opada u
prisutnosti visoke koncentracije vlage. Razlog tome je Sto su navedeni filmovi po prirodi hidrofilni
te veZu vodu na sebe. Iz tog razloga, u takve vrste filmova dodaju se razni voskovi koji su

hidrofobne naravi te uspjesno stvaraju barijeru vodi i zadrZavaju mehanicka svojstva filma [1].

3.6. Barijerna svojstva

Jedno od bitnijih svojstava jestivih filmova svakako je barijerno svojstvo jer se stvaranjem
zastitne barijere pomocu filma produZuje rok trajanja nekog prehrambenog proizvoda. Opcenito,
jestiva ambalaZa predstavlja barijeru izmedu hrane i okoliSa za kontrolu izmjene plinova,
migraciju plinova (CO,, O, N,, etilen), difuzije, migracije vlage, prijenos otopljenih tvari (soli,
aditivi, pigmenti), prijenos organskih tvari (arome, otapala), prolaz lipida u tkivima proizvoda
[21]. Dakle, ona kontrolira prijenos mase izmedu hrane i okoliSa. Obzirom da postoje razlicite vrste
prehrambenih proizvoda sa razliCitim svojstvima te da zahtijevaju razlicite koncentracije vlage,
plinova i ostalog, bitno je odrediti sve parametre kako bi se odabrala ispravna vrsta filma za
odredeni prehrambeni proizvod. Jedan od najbitnijih parametara koji je potrebno odrediti je
propusnost materijala na vodu kisik i uglji¢ni dioksid.

Kisik je ukljucen u mnoge reakcije razgradnje u hrani, kao Sto su uZeglost masti i ulja, rast
mikroorganizama, enzimsko tamnjenje i gubitak vitamina [22]. Zbog toga je, na primjer, bitno da
se filmovi i folije za pakiranje mesa i mlijecnih proizvoda izraduju od materijala nepropusnih za
kisik. S druge strane, kod voca i povréa propusnost za kisik i uglji¢ni dioksid neophodna je kako bi
ono ostalo svjeZe i ne bi doSlo do njegovog propadanja. Zato se za ove proizvode odabiru filmovi
sa odgovaraju¢om propusnoSc¢u. Primjerice, filmovi na bazi Skroba zbog svoje strukture vodik-
vodik imaju imaju dobra barijerna svojstva za kisik. Park i sur. (1993.) [22] mjerili su propusnost
kisika jestivih filmova na bazi metilceluloze i hidroksipropilmetilceluloze te su ustanovili da se
propusnost kisika povecava s molekularnom teZinom metilceluloze i hidroksipropilmetilceluloze.

Propusnost vodene pare takoder je bitno barijerno svojstvo jestivih filmova te je ono
najopseZnije proucavano. Pretjerana migracija vlage u prehrambeni proizvod moZe dovesti razvoja

mikroorganizama, pogorSanja kemijskih i enzimskih interakcija, ali i do nepoZeljnih promjena



teksture proizvoda. Pizza je odlican primjer proizvoda koji ima visoki aktivitet vode izmedu
hrskave kore i so¢nog nadjeva [9]. tako tijekom skladiStenja molekule vode prelaze iz nadjeva u
koru koja na taj nacCin postaje vlazna. Dodavanjem jestivog premaza izmedu tijesta pizze i njenog
nadjeva moZemo smanjiti migraciju vode i odrZati heterogenu strukturu. Na slici 10. shematski je

prikazan jestivi film umetnut izmedu tijesta i nadjeva pizze [9].

JESTIVI FILM

Slika 11 Jestivi film na pizzi [9]
Premazi sa uljnim barijernim svojstvima sve se viSe koriste u proizvodnji prZenih
prehrambenih proizvoda. Tako se, primjerice, Cips premazuje hidrofilnim premazima kako bi se

smanjilo upijanje ulja tijekom prZenja.

3.7. Opticka svojstva

Optickim svojstvima jestivog filma pripadaju sjaj, transparentnost i boja filma. Obzirom da su
to karakteristike koje prve primjecujemo na proizvodu i koje kupce privlace na kupnju istih,
smatraju se jako bitnim parametrom. Veliku vaZnost ima sjaj filma, a njegove se karakteristike
odreduju sastavom i koncentracijom tekucine za smanjenje povrSinske napetosti vode, veli¢inom
Cestica i drugim parametrima. Opticka svojstva vrlo su osjetljiva na temperaturu, relativnu
vlaZnost, ali i proces proizvodnje i sastav. Kod dugotrajnog skladiStenja Cesto moZe doci do
naruSavanja kvalitete optickih svojstava, posebice boje. Boja je vrlo bitno opticko svojstvo koje
nam daje informaciju o kvaliteti proizvoda, njegovoj svjeZzini, ali i ono Sto nas prvo privuce na
nekoj hrani. Postoje razni filmovi kojima se premazuje prehrambeni proizvod kako bi se ocuvala
njegova boja tijekom transporta i skladiStenja. Primjerice, za jagode i neke vrste banane koriste se
sluzavi premazi ekstrahirani iz kladodija biljke Opuntia ficus indica. Ovi premazi omogucili su
ocCuvanje boje inhibicijom ili redukcijom enzima polifenol oksidaze. Osim sprjecavanja
pogorsanja boje jagoda, sluzavi premaz sprijeCio je i oksidaciju antocijana [23]. Nadalje,
transparentnost jestivog filma odnosi se na njegovu sposobnost da rasprsi svijetlost. Bitno je da
jestivi filmovi nisu previSe mutni kako bi potroSa¢ mogao prepoznati sadrzaj hrane te njegovo

stanje kvalitete.



4. Antimikrobni jestivi filmovi

Jedan od najvecih izazova u lancu opskrbe hranom zasigurno je sprjecavanje kontaminacije hrane
mikroorganizmima. To je posebno zahtjevno kod lako kvarljivih vrsta hrane, poput mesa, mlijeka i
mlijecnih proizvoda te voc¢a i povr¢a. Obzirom da navedene namirnice sadrZe velike kolic¢ine vode,
ukoliko su neadekvatno zapakirane i uskladistene pri neprilagodenim uvjetima zraka i temperature,
brzo dolazi do razvoja raznih vrsta plijesni i bakterija. Provedena su razna istraZivanja kojima je
dokazano da se ¢ak 25% hrane pokvari prije upotrebe zbog kontaminacije mikroorganizmima [24].
Opcenito, prilikom kvarenja nekog prehrambenog proizvoda dolazi do raspadanje teksture,
promjene boje i nutritivne vrijednosti. Navedeno je popraceno i rastom patogenih
mikroorganizama koji svojim metabolitima naruSavaju zdravstvenu ispravnost hrane. Ovisno o
vrsti hrane, razvijaju se razne bakterije, plijesni i kvasci, a mehanizam organizma kvarenja ovisi o
aktivnosti vode, pH, temperaturi i parcijalnim tlakovima kisika i ugljicnog dioksida [25]. Obzirom
da trenutni sintetski materijali za pakiranje hrane loSe utjecu na okolis, stvaraju toksi¢ne emisije u
atmosferi te nisu biorazgradivi, javlja se sve veca potreba za alternativnim nacinima pakiranja
hrane koja bi pruZila odgovarajucu antimikrobnu zastitu.

Antimikrobni jestivi filmovi i premazi odliCna su alternativa za smanjenje ili sprjeCavanje rasta
mikroorganizama u prehrambenim proizvodima, a zbog svojih brojnih pozitivnih u¢inaka na hranu
sve viSe dobivaju na znacaju u ambalaznoj industriji. Naime, svojim djelovanjem antimikrobni
filmovi/premazi ogranicavaju rast mikroorganizama na hrani ¢ime smanjuju mogucnost kvarenja
nekog prehrambenog proizvoda. Takoder, odrZavaju kvalitetu hrane te njen nutritivni sastav ¢ime
dolazi i do produljenja roka trajnosti. Jestivi filmovi i premazi u potpunosti prekrivaju povrSinu
prehrambenog proizvoda produzZuju¢i mu rok trajanja na taj nacin, a bez utjecaja na senzorska i
nutritivna svojstva proizvoda. Ovi filmovi zapravo djeluju kao mikroorganska barijera za
inhibiciju rasta mikroorganizama. Takoder, smanjuju proces dehidracije, prijenos vodene pare te
usporavaju proces zrenja. U jednom je znanstvenom istraZivanju (Galus i sur. 2020.) [24 dokazano
kako jagode bez premaza imaju trajnost tek 14 dana. Medutim, ukoliko ih se premaZe otopinom
Skroba, Zivotni vijek im se produZi na 21 dan. Antimikrobni filmovi se izraduju na nacin da se
antimikrobna sredstva amalgamiraju u polimernoj matrici. Takvi sustavi svoje antimikrobno
djelovanje temelje na produZenju faze kaSnjenja te smanjenju broja Zivih stanica
mikroorganizama. Na taj nacin utjeCe se na smanjenje i inhibiciju njihovog rasta na hrani. Kada se
antimikrobno sredstvo nade u kontaktu sa odredenim mikroorganizmom oStecuje gradivni blok
njegove stanice Cime dolazi do inhibicije njegovog rasta i u konacnici umiranja. Kod
antimikrobnih filmova koji djeluju na razlic¢ite mikroorganizme inhibicijska aktivnost dosta ovisi o

njihovoj fiziologiji. Stoga je bitno znati specificne antimikrobne funkcije i djelovanja



antimikrobnih materijala kako bi ispunili sve ciljeve antimikrobnog pakiranja: odrZanje kvalitete,
osiguranje sigurnosti i produljenje roka trajanja proizvoda [24].

Antimikrobni filmovi i premazi zamijenili su konvencionalan nacin prskanja hrane kemikalijama s
antimikrobnim djelovanjem. Iako takvo prskanje inhibira rast mikroorganizama, postoje velike
Sanse da Ce doc¢i do njegovog rasprSivanja. Takoder, ovakva vrsta kemikalija difundira unutar
proizvoda, Cime utjeCe na njegov sastav i kvalitetu. S druge strane, antimikrobni filmovi ili
premazi kontrolirano otpusStaju antimikrobna sredstva u hranu. Isto tako, vec¢ina antimikrobnih
sredstava kod ove vrste filmova prirodnog je podrijetla te nece narusiti kvalitetu prehrambenog
proizvoda ni njegovu zdravstvenu ispravnost.

Provodenjem brojnih istraZivanja otkrivene su i definirane razliCite metode za proizvodnju
sigurnog, biorazgradivog jestivog antimikrobnog filma. Isticu se dvije najceSce koriStene metode,
a to su koriStenje prirodnog polimera s inherentnim antimikrobnim svojstvima te ugradnja
odabranih antimikrobnih sredstava u biopolimernu matricu. Ovakvi sustavi za pakiranje hrane
sastoje se od nekoliko dijelova: prehrambenog proizvoda, atmosfere za pakiranje i materijala za
pakiranje. Atmosfera za pakiranje ima vaznu ulogu u cijelom procesu. Naime, eliminira ili
smanjuje rast patogenih mikroorganizama i tako osigurava da se antimikrobni film ili premaz

sigurno aplicira na proizvod.

4.1. Vrste antimikrobnih sredstava

Postoji mnogo vrsta antimikrobnih sredstava koja se koriste za izradu jestivih filmova i
premaza. Na slici 12. prikazano je koje sve tvari imaju antimikrobno djelovanje [24]. Tvari koje se
najceSce koriste za izradu antimikrobnih jestivih filmova su organske kiseline, kitozan, enzimi,

etericna ulja, biljni ekstrakti i drugo.
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Slika 12 Vrste antimikrobnih sredstava [24]

Od organskih kiselina isticu se benzojeva i sorbinska kiselina. Benzojeva kiselina svoja
antimikrobna svojstva najucinkovitije pokazuje u nedisociranom obliku pri pH 2,5-4,0. koristi se
kao konzervans, a pruZa zastitu protiv kvasaca i plijesni. Sorbinska kiselina je najuncikovitija pri
rasponu pH 3,0-6,5 te djeluje antimikrobno na vecinu vrsta kvasaca i plijesni te na bakterije
mlijeCne kiseline. Od ostalih vrsta organskih kiselina, antimikrobno djelovanje dokazano je i kod
mlijeCne, octene te propionske kiseline.

Bakteriocini su ribosomski sintetizirani proteini ili peptidi koje proizvode vrste iz domene
Bacteria i Archea , a sadrZe proteine makromolekule koji imaju razna antibakterijska svojstva.
Stabilni su pri viSim temperaturama, te se lako razgraduju proteolitickim enzimima u crijevima
ljudi. Bakteriocini mogu djelovati kao antimikrobni peptidi, izravno inhibirajuc¢i konkurentne
sojeve [26]. neke od glavnih prednosti bakteriocina su efikasnost, otpornost na razlicite vrijednosti
pH, mogucnost kemijske modifikacije i drugo. Takoder, ova vrsta proteina ima uzak inhibicjski
spektar, odnosno moZe ucinkovito antimikrobno djelovati na odredeni patogen bez da utjeCe na
poZeljne mikroorganizme prirodno prisutne u nekom prehrambenom proizvodu. Bakteriocini su
pokazali inhibitorno djelovanje na viSe vrsta patogenih mikrorganizama, pa je tako dokazano
njihovo djelovanje na Shiga toksin producirajucu Escherichia coli, enterotoksikogenu Escherichia
coli, enterokok i druge. Jedan od najvaznijih i najsigurnijih bakteriocina je nizin. On se ve¢ dugi niz
godina komercijalno upotrebljava protiv gram pozitivnih patogenih bakterija i bakterija kvarenja.

Djeluje na nacin da reagira sa spojevima koji sadrZe sumpor, a koji se nalaze u bakterijskim



membranama. Pomocu tih interakcija membrana gubi svoju funkciju ¢ime dolazi do lize stanica
[5].

Kitozan je derivat hitina, glavnog strukturnog polisaharida beskraljeZnjaka i niZih biljaka, koji
je uz celulozu najzastupljeniji u prirodi [27]. Topiv je u kiselim do neutralnim otopinama, a
pokazuje pozitivan naboj. Upravo prisutnost, gustoca i lokacija kationsih naboja u polimernoj
okosnici pridonose njegovoj antimikrobnoj aktivnosti. Ima dokazano antimikrobno djelovanje
protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija te nekih vrsta kvasaca i plijesni. Na debljinu
kitozanskih filmova te njegova fizikalna i antimikrobna svojstva utjeCe postotak deacetilacije,
odredene vrste kiselinskih spojeva te molekularna masa. Mehanizam antimikrobnog djelovanja
kitozana je slijedeci: dolazi do interakcije izmedu pozitivnho nabijenog kitozana i negativno
nabijene stanicne membrane mikroorganizma. Posljedica te interakcije istjecanje je proteina i
medustanicnih komponenti iz mikroorganizma Sto u konacnici dovodi do njegove inaktivacije,
odnosno smrti. Premazi na bazi kitozana mogu se nanositi u jednom sloju ili kao viSeslojni premazi
na prehrambeni proizvod. Kod viSeslojnog premazivanja koristi se tehnika elektrostatskog
taloZenja sloj po sloj. Takvo premazivanje postiZe se na nacin da se proizvod viSestruko uranja u
dvije otopine sa suprotno nabijenim polielektrolitima, a na sklapanje slojeva jednih na druge utjece
elektrostaticka sila. Premazi od kitozana uglavnom se upotrebljavaju na vocu i povrcu, a nanose se
sprejanjem ili umakanjem u otopinu. ViSeslojni premazi na bazi kitozana valjani su alati za
produljenje roka trajanja u cijelom vocu i vocu spremnom za konzumaciju, a iskoriStavaju
prednosti svakog jednoslojnog premaza s potpunom strukturom i stabilnom izvedbom [28].

Od enzima najviSe su proucavani lizozim i laktoperoksidaza koji se prirodno nalaze u mlijeku.
Lizozim je jednolancani protein koji ima antimikrobno djelovanje na Gram-pozitivne bakterije. Na
Gram-negativne bakterije nema znatno djelovanje zbog vanjske membrane.

Antimikrobno djelovanje pokazuju i brojni ekstrakti eteri¢nih ulja na biljnoj bazi koji se sve
viSe upotrjebljuju u izradi jestivih filmova. Tako su etericna ulja cimeta, klinCi¢a, CeSnjaka i
brojnih drugih biljaka bogati fenolnim spojevima te pokazuju antimikrobno i antioksidativno
djelovanje. Obzirom da su ova ulja na prirodnoj bazi, mogu se ugradivati u hranu i premazivati je
bez opasnosti za ljudsko zdravlje te bez naruSavanje kvalitete prehrambenog proizvoda. Brojni
znanstvenici dokazali su pozitivan ucinak eteri¢nih biljnih ulja na svojstva mesa, ribe te voca i
povréa. Osim sprjeCavanja razvoja mikroorganizama, eteri¢na biljna ulja djeluju i na ocuvanje
senzorskih karakteristika hrane, poput mirisa, boje i okusa. Naime, imaju mogu¢nost kontrole
pogorSanja senzorske kvalitete, Cime osiguravaju da proizvod ostane zadovoljavajucih
organoleptickih svojstava tijekom pakiranja i skladiStenja. Kvaliteta i uCinkovitost filmova na bazi
biljnih eteri¢nih ulja ovisi o njihovoj koncentraciji, temperaturi, pH te polimeru odabranom za

izradu filma. Obzirom da moZe do¢i do slabljenja njihove ucinkovitosti tijekom vremena, potrebno



je provesti dodatna istraZivanja na filmovima na bazi eteri¢nih ulja o njihovoj stabilnosti tijekom
obrade i vremena skladiStenja, kako bi omogucili da maksimalno Stite hranu od mikroorganizama

tijekom cijelog Zivotnog ciklusa proizvoda.

4.2. Primjena antimikrobnih jestivih filmova

Iako jestivi filmovi nisu novost u svijetu pakiranja hrane, zbog specifi¢nosti ovakve vrste
ambalaZe joS uvijek se provode brojna istraZivanja o njihovoj potencijalnoj primjeni te o
kombinacijama materijala i tvari sa antimikrobnim svojstvima. U tablici 4. prikazane su neke
zanimljive kombinacije materijala za izradu antimikrobnih filmova i njihova primjena za razlicite

skupine mikroorganizama [24].

Tablica 4 Razlicite vrste antimikrobnih filmova i njihovo djelovanje [24]

POLIMERNA TVARI S | CILJANI ORGANIZAM  UCINAK
OSNOVA ANTIMIKROBNIM
DJELOVANJEM
@® filmovi na bazi @ linalol @® Staphylococcus @ inhibitorni
Skroba aureus ucinak timol
@ karvakrol

@ Cheddar sir > karvakrol

. > linalol
@ timol
@ agar
@ antimikrobni @ nusprodukt ® S aureus i @ dodatak
filmovi na bazi soka Salmonella nusprodukta
riblje Zelatine sjemenki nara enterica soka  nara

povetao je
krutost
filmova i
smanjio
njihovo

istezanje

@ filmovi na bazi @ kora nara u ® S aureus i @® dobra



Skroba testirani razlic¢itim Salmonella antibakterijs
na agaru koncentracija ka svojstva

ma

Voce i povrce

Voce i povrée je hrana koja ima bogat nutritivni sastav, a obiluje vlaknima, vitamina i
mineralima. Takoder, ima visok sadrZaj vode Sto ga Cini savrSenim medijem za razvoj
mikroorganizama. Upravo visok sadrZaj vlage i velika aktivnost vode stvaraju brojne probleme u
odrZavanju voca svjezim i nepokvarenim prilikom skladiStenja i distribucije do potrosaca. Kada
voce nastane mikroorganizmi, poput plijesni, dolazi do njegovog postepenog propadanja te razvoja
neugodnih mirisa, arome ali i raspadanja tkiva. Obzirom da potroSaci Zele kupovati i konzumirati
voce bez pesticida, dobre kvalitete te velike dugotrajnosti, ambalazna industrija bavi se sve viSe
upotrebom antimikrobnih jestivih filmova i istraZuje njihove mogucnosti kako bi se voce na
prirodan i zdrav naCin maksimalno zastitilo od antimikrobne kontaminacije. Tako se za voce i
povrée upotrebljavaju filmovi i premazi na bazi kitozana, nizina, natamicina, laktoperoksidaze,
esencijalnih ulja i drugih [29].

Filmovi i premazi na bazi kitozana mogu ocCuvati kvalitetu voca i povr¢a na nacin da smanjuju
stopu disanja te inhibiraju razvoj mikroba. Takoder, utjeCu na produljenje roka trajanja odgodom
zrenja proizvoda. Njihova upotreba na vocu i povrcéu pokazala je dobro antimikrobno djelovanje na
slijedece vrste: Bacillus cereus, Brochothrix thermosphacta, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus sakey, Listeria mono-cytogenes, Pediococcus acidilactici, Photobacterium
phosphoreum, Pseudomona fluorescens, Candidalambica, Cryptococcus humiculus i Botrytis
cinerea [29]. Premazi na bazi kitozana nasli su svoju upotrebu i za hladno skladiStenje groZda.
Naime, Sanchez-Gonzalez i suradnici (2013) [30] u svojem su istraZivanju razvili premaze na bazi
hidroksipropilmetilceluloze i kitozana aktivirane etericnim uljem bergamonta. Kombinacijom
ovih triju sastojaka postignuto je jako inhibitorno djelovanje premaza na miroorganizme uz
minimalan gubitak mase prilikom skladiStenja grozda. Medutim, filmovi i premazi na bazi
kitozana ne djeluju iskljucivo kao inhibitori rasta mikrooorganizama, ve¢ pozitivno utjecu i na
senzorska svojstva hrane. Tako su Alvarez, Ponce i Moleira testirali filmove kitozana sa
ekstraktima Cajevca, ruZmarina, nara, reservatola i propolisa na blago termicki obradenoj brokuli.
Cilj istraZivanja bio je saznati u¢inak navedenih filmova na Listeriu Monocytogenes i Escherichiu
Coli, a osim pozitivnog ucinka na sprjecavanje rasta navedenog bakterija otkriven je i pozitivan

ucinak filmova na okus, boju i teksturu brokule [31].



Gel od popularne biljke aloe vere takoder je naSao svoju upotrebu za izradu jestivih filmova za
vocCe i povrc¢e. Opcenito, gel ekstrahiran iz 1iS¢a aloe vere sadrZi brojne bioaktivne spojeve,
minerale i fenole [32]. Gel, zbog svoje teksture, djeluje kao polupropusna membrana za prijenos
vode i kisika. Stoga, kada se nanese na voce i povrce uklanja uklanja kisik potreban za njihov
metabolizam. Filmovi na bazi aloe vere uglavnom se upotrebljavaju za svjeZe voce i povrce te za
svjeZe rezano voce i povrce. Tako aloeverin premaz kod svjeZe narezanih papaja reducira gubitak
teZine voca, dok se za premazivanje manga koristi zajedno s karnauba voskom i glicerolom. Sto se
tiCe povrc€a, premazi na bazi aloe vere upotrebljavani su na raj¢icama te su pokazali oCuvanje
svjeZine do 14 dana nakon skladiStenja [1]. Slika 13. prikazuje stanje rajcica bez premaza, samo sa

premazom od aloe vere te sa premazom i pakiranjem [33].

BEZ PREMAZ OD PREMAZ OD

PREMAZA ALOE VERE ALOE VERE +
PAKIRANJE

Slika 13 Izgled i trajnost rajcica ovisno o vrsti ambalaze [33]

Esencijalna ulja pokazuju svoje antimikrobno djelovanje na nacin da povec¢avaju propusnost
stanicnih stijenka bakterija. Takoder, smanjuju ili ogranicavaju oksidaciju zbog Cega su poZeljan
sastojak u filmovima za voce i povrée. Tako se, primjerice, eteri¢no ulje andelike upotrebljava za
premazivanje bresaka, Cime se smanjuje oksidacija te produZuje njihov rok trajanja [34].

Filmovi na bazi gume arabike smanjuju mikrobno propadanje u vocu i povrcu hortikulture.
Osim toga, odrZavaju ¢vrstocu proizvoda te usporavaju respiraciju i proces suSenja. Tako se guma
arabika u kombinaciji sa kalcijevim kloridom koristi za premazivanje manga Cime smanjuje
mogucnost kvarenja proizvoda za vrijeme skladiStenja. Na zelenim zrelim raj¢icama proveden je
eksperminet sa vodenim otopinama gume arabike. Cilj istraZivanja bio je otkriti utjecu li i u kojim
koncentracijama, navedene otopine na odgodu kvarenja proizvoda. Koristile su se otopine sa 5, 10,

15 i 20% gume arabike, a najucinkovitijom se pokazala ona od 10% [35].
Meso

Meso je proizvod koji se lako kvari te ima ogranicen Zivotni vijek pri rashladnim uvjetima

skladiStenja. Njegovo kvarenje uglavnom je uzrokovano mikrobioloSkom kontaminacijom ptri



cemu dolazi do promjene boje, okusa te raspadanje teksture. Zbog navedenog, industrije
proizvodnje mesa imaju najviSe problema sa mikrobnim kontaminacijama proizvoda i njihovim
kvarenjem. Razlog tome je veliki sadrZaj vode. Stoga je bitno da se antimikrobni filmovi za ovu
vrstu proizvoda rade od kvalitetnih materijala koji imaju visok stupanj antimikrobne zastite kako
se smanjila stopa kvarenja i osigurala dugotrajna kvaliteta mesa i ribe.

Alginati su prirodni polimeri izolirani iz staniCne stijenke smedih algi, a pronalazimo ih u
obliku natrijevih, kalcijevih ili magnezijevih soli. Topivi su u vodi te stvaraju c¢vrsti gel koji ima
nisku topljivost. Natrijev alginat je biorazgradiv i jeftin hidrokolid koji se Cesto upotrebljava u
ambalaznoj industriji za pakiranje porcioniranih proizvoda. Njegovi filmovi istiCu se brojnim
pozitivnim svojstvima poput ¢vrstoce, fleksibilnosti, niske propusnosti za kisik i ulja te ostalo [36].
u kombinaciji sa antimikrobnim i aktivnim tvarima, natrijev alginat uz sprjecavanje mikrobne
kontaminacije, utjece i na produljenje roka trajanja mesa. Koristi se pile¢a prsa, filete riba te
govedinu. Moguce ga je kombinirati i sa eteri¢nim uljima origana, cimeta ili ruZmarina pri cemu
dobivamo filmove koji inhibiraju rast E. coli i Salmonelle typhimurium. Etericno ulje crnog kima
takoder se mozZe kombinirati sa alginatom. Takvi filmovi koriste se kao jestive folije za pakiranje
pilecih prsa, a inhibiraju rast E.coli [37].

Karagenan je polisaharid takoder ekstrahiran iz razlicitih crvenih morskih algi. Njegovi Cvrsti
filmovi i folije koriste se za izradu crijeva za kobasice, za sprjecavanje povrSinske dehidracije
Cvrste hrane, masne hrane te ribe i peradi. Filmovi i premazi na bazi k-karagenana koriste se za
svjeZa pileca prsa, a sprjeCavaju rast bakterija Escherichie coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium i Candida albicans [37]. Nadalje, filmovi na bazi k-karagenana sa
dodatkom pcelinjeg peluda i ekstrakta meda pokazali su dobra fizicka, antioksidativna i
antimikrobna svojstva za upotrebu na govedini. Dokazano je kako su se dodatkom peludi i
ekstrakta meda povecala fizikalna svojstva te hidrofilnost filmova. Takoder, dodatkom navedenih
tvari poraslo je antibakterijsko djelovanje filmova na Escherichia coli, Staphylococcus aureus te P
seudomonas spp.. [38].

Mljeveno meso zbog svoje je strukture vrlo osjetljivo te predstavlja odlican medij za rast
mikroorganizama. Takoder, ovakvo meso uglavnom ima kratki rok trajanja te ga nije moguce dugo
skladistiti zbog brzog razvoja patogenih bakterija. Tako su Lima i sur. (2021.) [39]
eksperimentalno proizveli film polimlijecne kiseline s eteri¢nim uljem klinci¢a, narance i cimeta
kako bi sinergijom svojstava navedenih sastojaka poboljsali antimikrobno djelovanje filmova za
mlijeveno meso. Rezultati su pokazali intenzivno baktericidno djelovanje filmova bez pogorsanja
ili gubljenja njihovih svojstava. Nadalje, psihrofilne, psihrotrofne i mezofilne bakterije mogu
preZivjeti i ostati u hrani i nakon termicke obrade Cime predstavljaju veliku opasnost za

zdravstvenu sigurnost proizvod te zdravlje potroSaca. Ipak, njihova prisutnost u mesu moZze se



smanjiti upotrebom prirodnih antioksidansa, poput onih iz eteri¢nih bijlnih ulja i ekstrakata. Tako
se za govede, svinjsko i meso peradi upotrebljavaju filmovi sa organskim kiselinama i etericnim
uljima koji dokazano djeluju protiv razvoja Salmonelle [39].

Kod svjezeg pileceg mesa, Pseudmonas spp. su glavna skupina mikroorganizama koja
uzrokuje njegovo kvarenje. Za smanjenje ili sprjecavanje njihovog rasta, koriste se razni filmovi s
razli¢itim aktivnim ekstraktima koji poti¢u antimikrobno djelovanje filma. Tako su, primjerice,
Mehdizadeh i Langroodi u svojem istraZivanju upotrebom filmova kitozana sa ekstraktom
propolisa i ekstraktom biljke Zataria multiflora Boiss dokazali znatno smanjenje razvoja bakterije
iz skupine Pseudomonas. Premazivanjem pileCeg mesa smanjuje se i razvoj patogenih bakterija.
To je dokazano na primjeru premaza na bazi karboksimetil celuloze s ekstraktom biljaka Ziziphora

clinopodioides i Menta spicata, koji su se koristili na pile¢cim prsima uronjenim u suspenziju
Listerie monocytogenes [40]. Nouri Ala i Shahbazi (2019.) [41] uocili su znatno smanjenje razvoja
bakterija nakon 14 dana pri temperaturi od 4°C u usporedbi sa 0. danom. Za filete pilecih prsa
skladiStene pri temperaturi od 4°C upotrebljavaju se takoder premazi na bazi kitozana sa dodanim
ekstraktom sjemenki grozda. Naime, ovi filmovi utjeCu na produljenje roka trajnosti fileta na 15
dana te usporavaju rast mikroorganizama. Za zaStitu svinjskog mesa takoder se istrazuju i
upotrebljavaju razni filmovi sa antimikrobnim sastojcima. Primjerice, Zhao i sur. (2023.) [41]
testirali su antimikrobnu aktivnost filmova na bazi krumpirovog Skroba sa polivinil alkoholom i
Pickering emulzijom koja sadrZi etericno ulje klincica za konzerviranje svinjskog mesa. Rezultati

su pokazali uc¢inkovitu antimikrobnu aktivnost etericnog ulja klincica [41].
Riba

Riba i morski proizvodi podlijeZu brzoj razgradnji tkiva zbog visokog sadrZaja lipida ¢ime vrlo
brzo dolazi do gubitka vlage. To posljedi¢no utjeCe na razgradnju tkiva i na negativne promjene
organoleptickih svojstava. Takoder dolazi i do razvoja patogenih mikroorganizama koji stvaraju
toksi¢ne metabolite te proizvod Cine nesigurnim za konzumaciju. Kako bi se odrzala kvaliteta ribe
i morskih proizvoda i zastitili od mikrobne kontaminacije, nuZzno je koriStenje antimikrobnih
filmova i premaza.

Hladno dimljeni losos proizvod je koji ne iziskuje nikakvu dodatnu termicku obradu ve¢ se
konzumira u takvom, dimljenom obliku. To Cesto stvara opasnost za zdravstvenu ispravnost lososa
obzirom da njegovo meso lako moZe biti kontaminirano bakterijom Listeria monocytogenes. Kako
trenutno ne postoje naknadne kontrole ovog patogena prilikom proizvodnje dimljenog lososa,
grupa znanstvenika odlucila je istraziti u¢inkovitost anitmikrobnih jestivih premaza za kontrolu
rasta navedene bakterije. Naime, Neeto, Ye i Chen (2010.) [42] testirali su premaze na bazi

alginata, k-karagenana, pektina, Zelatine i Skroba. U svakom od navedenih filmova nalazile su se



organske soli te je utvrdeno kako su premazi na bazi alginata najucinkovitiji za inhibiciju rasta L.
monocytogenes [42]. Isto tako, provodilo se i istraZivanje za ocuvanje kvalitete hladno dimljene
sardine. Gomez-Estaca i sur. (2007.) [43] koristili su jestive filmove na bazi Zelatine uz dodatak
ekstrakta ruZzmarina, origana i kitozana. Filmovi sa dodatkom ruZmarina i origana povecali su
sadrZaj fenola, smanjili oksidaciju lipida te neznatno smanjili rast mikroba, dok su filmovi sa
dodatkom kitozana smanjili ukupan broj mirkoba te bakterija koje reduciraju sulfide [43].
Slatkovodne riba takoder se Stiti raznim premazima od mikrobioloSke kontaminacije i
oksidacije. Wang i sur. (2024.) [44] pripremili su filmove na bazi kitozana sa dodanim ekstraktom
bora za pakiranje odrezaka Sarana skladiStenih u hladnjaku pri temperaturi od na 4 + 1 °C.
detaljnom analizom ustanovljeno je da su filmovi koji sadrZe 30% ekstrakta bora najucinkovitiji u
inhibiciji rasta bakterija te se njihovom upotrebom rok trajnosti odrezaka Sarana moze produZiti za

50 % [43]. Slika 14. Prikazuje proces izrade filmova te izgled pakiranja odrezaka Sarana [44].
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Slika 14 Izrada i izgled filmova na bazi kitozana za pakiranje odrezaka Sarana [44]

Kako industrija akvakulture cesto ima problema sa mikrobioloskim kontaminacijama
proizvoda, a antibiotici nisu najbolji i najzdraviji odabir u suzbijanju infekcija, antimikrobni
filmovi preuzimaju alternativhu ulogu za rjeSavanje problema. Tako se upotrebljavaju
antimikrobni filmovi za pelete za ribe, i to na bazi bakteriofaga. Huang i Nitin (2019.) [45] testirali
su premaze od jestivog izolata proteina sirutke koji su se pokazali u¢inkovitima u povecanju
koncnetracije faga na paletima za ribe te u smanjenju gubitka aktivnosti faga tijekom skladiStenja
paleta. Rezultati su bili demonstrirani upotrebom modela bakterije E. coli i ribljeg patogena Vibrio
spp. te se dokazalo da ovakve vrste filmova smanjuju infekcije riba te poboljSavaju sigurnost
akvakulture [45].

Na filetima ribe glavas istraZivan je antimikrobni ucinak premaza na bazi natrijevog alginata
obogacenog eteri¢nim uljem konjske metvice. Fileti su bili obloZeni ¢istim natrijevim alginatom te

natrijevim alginatom kombiniranim sa 0,51 1 % v/v etericnog ulja konjske metvice te skladiSteni



na temperaturi od 4 £ 1 °C. Nakon provedenog istraZivanja ustanovljeno je kako filmovi sa 1 %
etericnog ulja konjske metvice pokazuju znatno smanjenje mikrobioloSke razgradnje glavasa [46].
U inhibiciji rasta mikroba na svjeZim filetima glavasa ucinkoviti su i metilcelulozni premazi
kombinirani sa etericnim uljem biljke Pimpinella affinis. Pomocu ovih biorazgradivih premaza

fileti zadrZavaju svoju kvalitetu i nutritivni sastav do 12 dana skladiStenja u hladnjaku.
Mlijecni proizvodi

Pod pojmom mlijecni proizvodi podrazumijevamo mlijeko te ostale produkte mlijeka: sir,
fermentirano mlijeko, sladoled itd. Obzirom da vlaga, kisik te brojni mikroorganizmi poticu vrlo
brzo kvarenje mlijecnih proizvoda, jestivi filmovi i kod ove vrste hrane mogu se koristit za
antimikrobno djelovanje te produZenje roka trajanja navedenih proizvoda.

Osim bakterija, mlijecne proizvode mogu nastaniti i razne vrste plijesni, poput Aspergillus spp
. 1 Penicilllium spp.. Torrijos i sur. (2022.) [47] za inhibiranje rasta plijesni P. commune na
mozarelli koristili su hidroskimetilcelulozne filmove kombinirane sa natamicinom u
koncetracijama od 0, 0,25, 0,5 i 1 mg/dm®. dokazano je antifungalno djelovanje natamicina pri
svim koncentracijama Sto je utjecalo i na produljenje roka trajanja kriski mozzarelle [47].

Sladoled je omiljeni mlijecni proizvod tijekom ljetnih mjeseci, kada ga se najviSe konzumira.
Upravo u ljetnim mjesecima za vrijeme visokih temperatura postoji i najveca opasnost za njegovu
mikrobnu kontaminaciju. Kako bi se to sprijecilo provode se brojna istraZivanja sa antimikrobnim
filmovima za poboljSanje mikrobne stabilnosti sladoleda. Kulfi je popularan indijski sladoled koji
se je koristio kao model za istraZivanje anitmikrobne aktivnosti filmova na bazi aloe vere. Filmovi
su bili standardizirani razli¢itim razinama karagenana, glicerola i ekstrakta aloe vere, a oni sa 1,5 %
karagenana, 14 % glicerola i 15 % aloe vere pokazali su najucinkovitiji antimikrobni u¢inak protiv

E. coli [48].



5. MASLACAK

Maslacak (Taraxacum officinale L.) je viSegodiSnja biljka iz porodice glavocika Asteraceae, a
broji vise od tri stotine vrsta u svojoj sloZenoj klasifikaciji. Siroko je rasprostranjen te ga se moze
naci svugdje u svijetu. Raste pored mora, na visokim alpskim predjelima te je prilagoden svim
vrstama tla. PodrZava rasti uz mjesta gdje su ljudi ostavili svoj trag, poput zgariSta, cesti,
napustenih polja i livada. Njegov izgled varira ovisno o staniStu i ekoloSkim uvjetima. Opcenito,
maslacak ima zadebljan korijen koji moZe biti dugacak i do 140 cm Sto mu omogucuje crpljenje
vode i hranjivih tvari iz dubokih slojeva zemlje. Stabljika je visoka 15-25 cm te nosi po jednu
cvjetnu glavicu, dok su cvjetovi zlatno Zute boje te promjera 3-5 cm [49]. Zanimljivo je da svi
dijelovi biljke sadrZe mlijecni sok zbog Cega ga se joS naziva i mljekacom. Obzirom da su svi
dijelovi biljke jestivi, od davnina je zabiljeZena njegova upotreba u razne medicinske svrhe zbog

njegovih brojnih ljekovitih svojstava. Slika 15. prikazuje morfologiju maslacka [50].

Slika 15 Morfologija maslacka [50]

Uvjeti okoliSa, periodi ¢upanja, razliciti nacini ¢upanja i nacini suSenja znacajno utjecu na
kemijski sastav samih materijala [50]. Prvi put maslacak je koriSten kao lijek u arapskoj medicini
protiv bolesti jetre i slezene. Dokazano je kako ova biljka posjeduje diureticko djelovanje, djeluje
kao antioksidans, analgetik te protuupalno sredstvo. Bogat je izvor vitamina i minerala, a sadrZzi

viSe Zeljeza od nekog povrca, primjerice Spinata. Cijela biljka bogata je brojnim raznim tvarima,



poput bjelanCevina, Skroba, voska i ostalog. Takoder obiluje i raznim fitospojevima poput

flavonoida, fenolnih kiselina i polifenolnih spojeva [50].
Korijen maslacka

Korijen maslacka mesnat je i lomljiv, vanjsko podrucje ima smedu boju, dok je iznutra bijel.
Vadi se u rano proljece ili jesen, ovisno o tome za Sto se planira koristiti. Njegov sastav nije jednak
tijekom svih mjeseci pa ga se preporuca brati tek na jesen, kada je bogatiji aktivnim tvarima. On je
najljekovitiji dio maslacka te se smatra jednom od najjacih biljnih tvari za eliminaciju toksina.
Razlog tome njegov je bogat kemijski sastav u kojem izmedu ostalog pronalazimo i brojne spojeve
na bazi fenola koji mu daju antioksidativno djelovanje. Takoder, sadrZi i neke fitokemikalije zbog
kojih dominira i svojom antimikrobnom aktivnosti, poput seskviterpenskih lakotna i kumarina
[51]. MoZe ga se susiti te koristiti kao caj, raditi tinkturu, ali i jesti sirovog kao povrce i dodatak
juhi. Takoder, korijenje biljke mlade od dvije godine zbog svoje gorcine i okusa moguce je prziti i
koristit kao zamjenu za kavu (Slika 16). Nisko je kalorican te je bogat vlaknima i brojnim

vitaminima, poput vitamina C, K i A.

Slika 16 Priprema kave od korijena maslacka [52]

5.1. Fitokemijski sastav maslacka

Maslacak je biljka koja spada u ljekovito bilje zbog svog bogatog kemijskog sastava i
prisutnosti brojnih bioloski aktivnih tvari. Zbog izvrsnih kemijskih svojstava, znanstvenici su
poceli izolirati njegove aktivne sastojke i koristiti ih u brojne medicinske svrhe. BioloSka aktivnost
maslacka definirana je spojevima poput seskviterpenoida, fenolnih spojeva, etericnih ulja itd.
Takoder, provedenim in vivo i in vitro istraZivanjima, dokazana su i antibakterijska,
antioksidacijska te Cak i antikancerogena aktivnost maslacka. U listovima je detektirano najvise
bioloski aktivnih tvari Ciji se sastav ne mijenja poviSenjem temperature, tj. zagrijavanjem

ekstrakata liS¢a. Navedeno nam dokazuje toplinsku stabilnost spojeva koji, izmedu ostalog,



inhibiraju rast tumorskih stanica. Neupitno je kako kemijski sastav maslacku daje odli¢na
farmakoloSka svojstva. Tablica 5. prikazuje fitokemijski sastav cvijeta, listova i stabljike te
korijena maslacka [53].

Seskviterpenski laktoni zasluZni su za gorak okus maslacka te su najrelevantniji sastojci ove
biljke. Njihov sastav razlikuje se u razlic¢itim dijelovima biljke. U cvjetovima maslacka ih ne
nalazimo, dok ih u korijenu biljke ima najviSe. To je i jedan od razloga zasto korijen biljka ima
iznimna protuupalna i antikancerogena svojstva. NajviSe zastupljeni seskviterpenski laktoni su
taraksinska kiselina i taraksakolidi. Neki znanstvenici detektirali su i brojne vitamine i minerale u
maslacku. Tako brojna istraZivanja pokazuju kako je maslacak bogat vitaminima A, B, C, D, i E, a
od minerala su pronadeni kalcij, natrij, magnezij, Zeljezo, bakar, fosfor, cink i drugi. Od minerala,
maslacak takoder sadrZi i znacajan udio kalija. Kao Sto je ve¢ i navedeno, fitokemijski sastav
maslacka varira ovisno o dijelu biljke, ali i o brojnim vanjskim ¢imbenicima: vremenu berbe,
klimi, tlu na kojem raste te ostalom. Fenolne kiseline takoder su zastupljene u biljci, a istiu se
kafeinska, klorogenicna i cirkoc¢na kiselina. Kafeinska kiselina u velikom se udjelu nalazi u

korijenu maslacka, a to je i jedan od razlog zasto se korijen upotrebljava kao alternativa kavi.



kafeinska kiselina

Seskviterpenski

laktoni

p-D-

glukopiranozid

11,13-
dihidrotaraksini¢na
kiselina B-

glukopiranozid

Seskviterpenski

laktoni

Tablica 5 Fitokemijski sastav maslacka [53]

CVIJET MASLACKA

Fenolne kiseline

klorogenicna kiselina

Triterpeni/fitosteroli

B-sitosterol

B-amirin

arnidiol

Terpeni/fitosteroli

monokafeoiltartaricna

kiselina

LISTOVII STABLJIKA

Fenolne kiseline

kafeinska kiselina

klorogenicna kiselina

cikoricna kiselina

P_
hidroskifenilaceti¢na

kiselina
KORIJEN MASLACKA

Fenolne kiseline

Flavonoidi
lutelion 7- | slobodni
O- krizoeriool
diglukozid
lutelion 7-

O-glukozid
slobodni
luteolin
Kumarini Flavonoidi
cimarin kvercetin 7-
O-glukozid
eskolin apigenin 7-
O-glukozid
luteolin 7-O-
glukozid
luteolin 7-O-
rutinozid
Kumarini Inulin



taraksakolid-O-f3- | taraksasterol kafeinska kiselina umbeliferon | inulin

glukopiranozid

11,13- arnidiol cikoricna kiselina eskuletin
dihidrolaktucin

taraksinicna stigmasterol klorogenicna kiselina | skopoletin
kiselina -

glukopiranozid

taraksakozid faradiol feruli¢na kiselina

ikserin D B-sitosterol vanilinska kiselina

acilirani Y-  &-amirin p-kumaricna kselina

butirolakton

glikozid

Iz tablice je vidljivo kako je korijen maslacka najbogatiji bioaktivnim spojevima, posebice
seskviterpenskim laktonima. Osim spojeva navedenih u tablici, korijen sadrZi i dihidrokoniferin,
siringin i dihidrosiringin. Bogat je i fenolnim spojevima, od kojih se istice cikori¢na kiselina te
derivati kafeinske kiseline. Korijen maslacka jedini je dio biljke koji sadrzi ugljikohidrate,

odnosno inulin [53].

5.2. Svojstva maslacka

Obzirom na bogati kemijski sastav, maslacak ima brojna ljekovita svojstva te Siroku upotrebu u
razne medicinske, ali i druge svrhe. Iako je vecina spojeva izolirana, zbog sloZzenog kemijskog

sastava joS uvijek nisu istraZzena sva blagotvorna svojstva ove biljke.
Antioksidativna svojstva

Pod pojmom antioksidansi podrazumijevamo spojeve koji neutraliziraju ili pomaZu
neutralizirati slobodne radikale. Kako slobodni radikali utjecu na starenje, rak i brojne druge
poremecaje, bitno je unositi antioksidanse u organizam u optimalnim mjerama. Maslacak u svom
sastavu sadrZi polifenole i beta karoten zbog kojih je poznat po svojem antioksidativhom
djelovanju. Tako su Samanth i Rana (2006.) ekstraktom korijena i liS¢éa maslacka ojacali profil
endogenih antioksidansa Stakora, na kojima su provodili istraZivanje [54]. Sli¢no istraZivanje

provodilo se i na miSevima gdje se koristila mjeSavina lisnatog povréa ukljucujuci i maslacak.



Mjerenjem koncentracije antioksidansa utvrdeno je povecanje razine glutationa i beta karotena u
usporedbi s onima mjerenim prije davanja pripravka Zivotinjama [55]. Obzirom na veliki sadrZaj
fenola, cvjetovi maslacka mogu se koristiti kao prirodni izvori antioksidansa. Tu se posebice misli
na flavonoide i derivate kumarinske kiseline. Ekstrakti liS¢a sadrZe tri puta viSe fenola nego

korijenje maslacka, zbog Cega se Cesto koriste za lijeCenje bolesti jetre i kod problema sa Zucem.
Protuupalna svojstva

Ekstrakt maslacka moZe utjecati na smanjenje raznih upala, uglavnom zahvaljujucu djelovanju
polifenola. Tako su pojedine studije dokazale znacajno smanjenje upale u stanicama koje su bile
tretirane ekstraktom maslacka. Tako je, primjerice, u jednom istraZivanju dokazano protuupalno
djelovanje ekstrakta liS¢a maslacka (0,11 1,0 pg/mL) na srediSnji Ziv€ani sustav. Nadalje, Mascoro
isur. (1987.) [56] bili su prvi znanstvenici koji su provodili istraZivanje o protuupalnom djelovanju
ekstrakta korijena maslacka. Naime, htjeli su istraZiti utjecaj etanolnog ekstrakta korijena na edem

Sape Stakora te dokazali njegovo pozitivno djelovanje [56].
Antimikrobna svojstva

Iako joS nedovoljno istrazena, maslacak pokazuje i antimikrobno djelovanje. tako je u jednoj
eksperimentalnoj studiji testirano antivirusno djelovanje od 472 tradicionalne biljke na humani
virus herpesa tipa 1. nakon provedenog istraZivanja utvrdeno je visoko antivirusno djelovanje 10
biljaka, medu kojima je i maslaCak [57]. Pretpostavlja se kako su za antimikrobna svojstva
maslacka odgovorni flavoni, no potrebno je provesti jo$ istraZivanja kako bi se potvrdila ta

hipoteza.



6. ISTRAZIVACKI DIO

U istraZzivackom dijelu ovog rada odredivala se antimikrobna aktivnost jestivih filmova na bazi
Caja od suSenog korijena maslacka. Na samom pocetku bilo je potrebno pripremiti hranjive
podloge za kvasce i plijesni te pripremiti ¢aj. U daljnjem tekstu navedeni su materijali i kemikalije

potrebne za analizu te metode rada.

6.1. Materijali
@ Magnetna mijeSalica
@ pH metar
@ filter papir
@ laboratorijska ¢aSa
@® odmjerna tikvica
@ sterilne mikrotitarske plocice
@ mikropipete
@ sterilni vrhovi od 100 pL
@ cCitaC mikrotitarske plocCice
@ jednokratne sterilne Petrijeve zdjelice
@ epruvete

@ vorteks mjeSalica

6.2. Kemikalije
@ Testni medij RPMI 1640

@ Sterilna fizioloSka otopina



® MOPS
@ Osuseni korijen maslacka

@ McFarlandov standard

6.3. Kontrola kvalitete

Za kontrolu kvalitete koriSteni su sojevi C. parapsilosis ATCC 22019 i C. krusei ATCC 6258
kako bi se provjerila ispravnost pripremljene antifungalne tvari, tj. ekstrakta ¢aja osuSenog

korijena maslacka.

6.4. Hranjive podloge
@ MBA agar — za sporuliranje Fusarium plijesni

@ Agar: Sabouraud dekstroza agar (SAB) ploCe — za odredivanje odrZivog broja CFU po
mililitru
Epruvete sa kosim krumpir dekstroza agrarom — za induciranje stvaranja konidija i

sporangiospora

6.5. Kbvasci i plijesni

@ Fusarium graminearum

Fusarium graminearum je askomicetna vrsta plijesni koja dovodi do nastanka Fusarium
plemenjace u usjevima brojnih Zitarica poput pSenice, jeCma, riZe itd. takoder, uzrokuje
truleZ klipa i stabljike kukuruza te se smatra jednim od najvecih patogena Zitarica. Osim Sto
dovodi do kvarenja Zitarica, F. garminearum proizvodi mikotoksine koji su iznimno opasni
za zdravlje stoke i ljudi. Problem je Sto se miktoksini lako prenose u krmne smjese Sto za
posljedicu ima naruSavanje kvalitete zrna te njegove zdravstvene ispavnosti, a u konacnici
to dovodi do velikih poljoprivrednih gubitaka. Ova vrsta plijesni vrlo je otporna i izdrZljiva
na sve vremenske uvijete zahvaljuju¢i aksosporama i konidijama. Ove spore omogucuju joj
otpornost na nepovoljne uvjete okoliSa zbog Cega ,primjerice, moZe preZivjeti i zimu unutar

biljnog tkiva [58].



@ Aspergilus flavus

Aspergilus flavus je je saprofitna plijesan koja proizvodi aflatoksine te cesto kontaminira
sjemenske usjeve prije i nakon Zetve. Stetna je i za Zivotinje i ljude te se stoga naziva
oportunistickim patogenom. Aflatoksin koje A. flavus proizvodi kancerogen je sekundarni
metabolit ove plijesni koji uzrokuje razne bolesti. Vodeci je uzroc¢nik invazivne aspergiloze
i najceS¢i uzrocnik povrSinske infekcije brojnih Zitarica. NajCeS¢e kolonizira Zitarice,
mahunarke i oraSaste plodove te zadaje velike probleme proizvodacima hrane [59].

@ Alternaria alternata

Alternaria alternata plijesan je koja proizvodi mikotoksine te spada medu najCeSce
patogene koji kontaminiraju brojne prirodne prehrambene proizvode: voce i povrce,
Zitarice, sjemenke i drugo. Zbog velikog sadrZaja vode, Alternariu se Cesto moZe pronaci u
rajcicama, jagodama, narancama, mandarinama i dr. kako bi se sprijecilo kontaminiranje
navedenog voca i povrca, potrebno ga je skladistiti na niskim temperaturama te ograniciti
vrijeme skladiStenja do 10 dana. Takoder, hranu je moguce zastiti raznim kemijskim,

fizikalnim i bioloSkim metodama od razvoja ove plijesni [60].

@ Aspergilus ochraceus

Aspergillus ochraceus je plijesan koja spada u skupinu Aspergillus koja proizvodi
ohratoksin A i citrinin. VaZan je prehrambeni patogen koji zagaduje hranu, a uz navedene
toksine proizvodi i penicilne kiseline te vinomelein. Ova plijesan uzrokuje bolest poznatu
kao Balkanska endemska nefropatija, a koja nastaje kao posljedica konzumacije
prehrambenih proizvoda kontaminiranih sa ohratoksinom A i penicilinskom kiselinom,

citrininom te aristolohi¢nom kiselinom [61].

@ Penicilium expansum

Penicilium expansum, poznatija kao plava plijesan, Cest je uzrocnika kvarenja voca i
povréa. Negativno utjeCe na kvalitetu plodova te pridonosi gubitku hrane. Ova plijesan
proizvodi brojne mikotoksine, a neki od njih su patulin, citrinin, ohratoksin A. najvise Stete
prouzrocava na jabucastom vocu zbog cega godisnji gubitci nekih vocara znaju dosegnuti i

do milijun dolara [62].

@® Candida albicans



6.6.

Candida albicans je visoko patogeni oportunisticki kvasac te je dio normalne flore
gastrointestinalnog takta, usne Supljine i vagine. Oportunistickim patogenom postaje kod
imunokompromitiranih ljudi kao Sto su onkoloski bolesnici i osobe zarazene HIV-om. Do
zaraze ovom vrstom kvasca Cesto dolazi u bolnicama, a posebice je opasna za pacijente koji
su bili podvrgnuti nekim kirurSkim zahvatima te transplantaciji. Iako danas postoje brojne
antifungalne terapije, mortalitet uzrokovan ovom gljivicom jako je visok , odnosno, viSe od
75% ljudi sustavno inficiranih C. albicans umre (kod sepse odnosno infekcije vitalnih

sterilnih sustava kod ljudi [63].

@® Candida krusei

Candida crusei je vrsta kvasca koja prirodno nastanjuje sluznicu zdravih sisavaca. Kod
osoba s oslabjelim imunitetom moZe uzrokovati opasne infekcije, koje ukoliko se ne lijece
na vrijeme, dovode do smrti. Posebnost ovog kvasca je 5to je rezistentan na veliku ve¢inu
antifungalnih lijekova zbog Cega stvara velike probleme kod lijecenja [64]. takoder, ova
vrsta kvasca koristi se u proizvodnji ¢okolade. Naime, pomaze u fermentaciji zrna

kakaovca proizvodeci enzime koji nizom procesa uklanjanju gorcinu iz zrna.

@® Candida parapsilosis

Candida parapsilosis je vrsta kvasca koja se prirodno nalazi u domacim Zivotinjama,
kukcima i tlu. Takoder, komenzal je ljudske koZe, ali moZe biti vrlo opasna za ljudski
organizam. Jedan je od ceS¢ih uzroc¢nika sepse te uzrokuje infekcije rana i tkiva kod osoba

sa slabijim imunitetom [65].

Metode rada

6.6.1. Priprema caja od suSenog korijena maslacka

Za pripremu caja koristio se korijen maslacka roda Taraxacum i destilirana voda. Za potrebnu

otopinu odvagano je 1,620 g osuSenog korijena maslacka te dodano 250 mL destilirane vode.

Otopina se zagrijavala na magnetnoj mije3alici do vrenja. Kada je Caj zavreo ostavljen je da vrije 2

minute. Nakon zavrSenog vrenja, Caj je ostavljen da se hladi 15-ak minuta. Slika 17. prikazuje

kuhanje caja.



Slika 17 Kuhanje ¢aja od korijena maslacka [vlastiti izvor]

6.6.2. CLSI metoda mikrorazrijedenja hranjive podloge

Institut za klinicke i laboratorijske standarde (CLSI) odobrio je standardne metode
razrjedivanja hranjive podloge za testiranje osjetljivosti kvasaca i plijesni. Navedena metoda
koristena je u ovom radu. Metoda ukljucuje mikrotitarsku plocicu koja sadrZi niz razrijedena u
kojima se nalazi odredena koncentracija antifungalnog sredstva koje se inokuliraju
standardiziranim suspenzijama kvasaca i plijesni [66]. U ovom radu antifungalno sredstvo koje se
koristilo je ¢aj od suSenog korijena maslacka, a plijesni i kvasci kojima se odredivala osjetljivost
navedeni su ranije. CLSI metoda mikrorazrijedenja provodi se u nekoliko koraka opisanih u

nastavku.
Priprema RPMI-1640 hranjive podloge

Za pripremu otopine hranjive podloge izvagano je 10,4 g RPMI-1640 hranjive podloge te
rastopljeno u 900 mL destilirane vode. Zatim je odvagano 34,53 g MOPS-a kojeg se zatim dodalo
u otopinu i mijeSalo sve do homogenizacije. Neprestano mijeSajuci na magnetnoj mijesalici bilo je

potrebno izmjeriti pH u vrijednosti od toc¢no 7,00. pH otopine podeSavao se koristec¢i 10 ili 1 mol/L



otopinom natrijeva hidroksida (Slika 18.). Kada smo postigli traZzenu pH vrijednost dodana je
potrebna koli¢ina destilirane vode kako bi ukupan volumen otopine iznosio 1L. Hranjiva podloga
sterilizirana je u laminaru pomoc¢u 0,22 pm filtera te dozirana u sterilnu staklenu bocicu od 500

mL. Prije nego li se upotrijebila, podloga je bila cuvana u hladnjaku pri temperaturi od 4°C.

Slika 18 PodeSavanje pH otopine na vrijednost od 7,00 [vlastiti izvor]

Priprema MBA hranjive podloge

MBA hranjiva podloga sastoji se od Mungo graha, a pripremljena je na slijedeci nacin:

40 g Mungo graha dodano je u 1 L destilirane vode te je stavljeno zagrijavati na magnetnu
mijeSalicu do vrenja. Kada je otopina zavrela, ostavljena je da vrije 23 minute. Nakon vrenja,
otopina se filtrirala kroz filter papir u odmjernu tikvicu u koju se naknadno dodala destilirana voda
kako bi volumen otopine bio 1 L. Zatim se odvagalo 15 g agara te dodalo u otopinu graha
neprestano mijeSajuci dok se nije postigla homogena otopina (Slika 19.). Novonastali agar prije

upotrebe sterilizirao se u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 min.



Slika 19 Dodavanje agara u otopinu Mungo graha [vlastiti izvor]

- Priprema antifungalnog sredstva — ¢aj od susenog korijena maslacka

Od pripremljenog caja bilo je potrebno napraviti 4 razlicita razrjedenja, odnosno antifungalno

sredstvo sa 100%, 75%, 50% i 25% udjela Caja. Razrjedenja su napravljena pomocu destilirane

vode, a u tablici su prikazani volumeni ¢aja i destilirane vode za svako razrjedenje (Tablica 8). Uz

razrjedenja pripremljen je i kontrolni uzorak, odnosno Cista destilirana voda.

Tablica 8 Priprema razrjedenja otopine Caja [vlastiti izvor]

RAZRJEDENJA VOLUMENI CAJA 1 DESTILIRANE
VODE
KONTROLNI UZORAK 200 mL destilirane vode

RAZRJEDENJE 100%

200 mL caja osuSenog korijena maslacka

RAZRJEDENJE 75%

150 mL ¢aja + 50 mL destilirane vode

RAZRJEDENJE 50%

100 mL caja + 100 mL destilirane vode

RAZRJEDENJE 25%

50 mL caja + 150 mL destilirane vode

Priprema jazZica mikrotitarske plocice za antifungalno sredstvo



Otopina antifungalnog sredstva i RPIM-a aplicirala se u jaZice tako da se dodalo 4 mL. RPIM-a
u pripremljene epruvete sa antifungalnim sredstvom te se svaka dobro promijeSala na vorteksu.
Pomocu mikropipetora preneseno je 0,1 mL iz svake epruvete u odgovarajucu jaZicu (Slika 21).
Zatim se dodalo 0,2 mL. RPIM-a u kolonu 1 i 0,1 mL u kolonu 12 na mikrotitarskoj plocici. Te
kolone sluZzile su kao kontrolne kolone, odnosne kolona je je tzv. sterilnost (pozitiv), a kolona 12

kontrola rasta (negativ).
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Slika 20 Shema pripreme mikrorazrjedenja za antifungalno sredstvo [66]

Priprema inokuluma

Inokulum je pripremljen iz Cistih kultura kvasaca uzgojenih na SAB-u i plijesni uzgojenih na
krumpir dekstroza kosom agru (Slika 22.). Stanice kvasca suspendirale su se u 5 mL sterilne 0,85%
otopine natrijeva klorida. Zamucenost inokuluma podeSena je na gustocu 0,5 McFarlandovog
standarda pri valnoj duljini od 530 nm. Radna suspenzija pripremljena je tako da su napravljena
1:100 razrjedenja osnovne suspenzije pa zatim razrjedenja 1:20 sa RPIM-om cime se dobila
koncentracija od 5 x 102 do 2,5 x 103 CFU/mL. Kod inokuluma pripremljenog iz Cistih kultura
plijesni radna suspenzija pripremljena je razrjedivanjem osnovne suspenzije u omjeru 1:50 u

standardnom mediju .



Slika 21 Pripremljene kulture kvasaca i plijesni za pripremu inokuluma [vlastiti izvor]

Inokulacija mikrotitarske plocice

Svaka jaZica mikrotitarske ploCice inokulirana je sa 0,1 mL radne suspenzije inokuluma

pomocu viSekanalnog mikropipetora. Slika 23. prikazuje proces inokulacije.



Slika 22 Inokuliranje jaZica mikrotitarske plocice [vlastiti izvor]

Inkubacija

Mikrotitarske plocice inokulirane inokulumom plijesni bile su inkubirane u aerobnom
inkubatoru pri temperaturi od 35°C tijekom 24 sata (slika 24.), a one inokulirane kvascima bile su

inkubirane u mrac¢noj prostoriji tijekom 24 sata (Slika 25.).



Slika 23 Inkubacija plijesni u inkubatoru [vlastiti izvor]

Slika 24 Inkubacija kvasaca [vlastiti izvor]



6.6.3. Metode odredivanja antimikrobne aktivnosti korijena maslacka

Antimikrobna ucinkovitost korijena maslacka izraZena je MIC metodom, odnosno metodom
odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije. MIC je, dakle, najniZa koncentracija
antifungalnog sredstva koja inhibira rast mikroorganizma barem 50% u odnosu na kontrolu koje je
otkriveno spektrofotometrijski nakon 48 h ili 72 h inkubacije [66].

Otopine, pribor i posude koriSteno za odredivanje antimikrobnih svojstava prethodno je

sterilizirano. Svi postupci provedeni u ovom radu uradeni su pri sterilnim uvjetima.

6.6.4. Metoda odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

Prilikom izvodenja metode minimalne inhibitorne koncentracije koriStene su sterilne
mikrotitarske plocice sa 96 otvora. Prethodno pripremljen ¢aj od osuSenog korijena maslacka
serijski se razrjedivao CLSI metodom mikrorazrjedenja opisanom ranije u radu. Ovakvim nacinom
razrjedivanja poCetna koncentracija testiranog uzorka razrijedila se duZ plocice tako da je svaka
sljedeca koncentracija upola niZa od prethodne. Konacni volumen u svakoj jaZici nakon
razrjedivanja iznosio je 50 pL. U svrhu kontrole rezultata na svakoj se plocici pripremila slijepa
proba i pozitivna kontrola (kontrola rasta). U sve otvore, osim u slijepu probu dodane su ispitivane

kulture kvasaca i plijesni nakon €ega su se uzorci inkubirali 48-72 sata prije oCitavanja rezultata.

6.6.5. Cita¢ mikrotitarskih plocica

Cita¢ mikrotitarskih plocica uredaj je koji se koristi za mjerenje opti¢ke gustoce uzoraka
smijestenih u mikrotitarskoj plo¢ici. Cita¢ se temelji na spektrofotometriji, odnosno na interakciji
uzroka s elektromagnetskim zracenjem, pri ¢emu ispitivani uzorak apsorbira ili emitira odredenu
koli¢inu zracenja koja se potom mjeri i interpretira [67]. Uzorci se stavljaju u ¢ita¢ prilikom cega
se oCitava asporbancija pri odredenoj valnoj duljini. Prilikom ovog istraZivanja uzrocima se

mjerila apsorbancija pri dvjema vrijednostima valnih duljina: 405 i 450 nm.



7. REZULTATI

7.1. Antimikrobno djelovanje uzorka caja suSenog korijena maslacka na
kvasce
Prilikom ucitavanja mikrotitarske plocice pri valnoj duljini od 450 nm utvrdene su visoke

vrijednosti rasta kvasaca, a svi rezultati prikazani su u tablici 8.

Tablica 8 Rast kvasaca pri 450 nm
KONCENTRACIJA CAJA/%

VRSTA
KVASCA
100 75 50 25
450 nm RAST KVASACA/%
C. albicans 76 72 79 78
C. krusei 3 84 80 81
C. parapsilosis 76 87 82 91

Iz prikazanih podataka vidljivo je kako vrijednosti inhibicije variraju ovisno o vrsti kvasaca, no
sve se krecu u visokim vrijednostima. Gledaju¢i dobivene vrijednosti, ne moZe se utvrditi da
koncentracija ¢aja znatno utjee na njegovo antifungalno djelovanje. Ipak, pri 100%-tnoj
koncentraciji Caja zabiljeZen je niski postotak rasta vrste C. crusei. Obzirom da je rezistentna na
skoro sve antifungalne tvari, 100%-tnom otopinom caja postignut je vrlo visok inhibitorni u¢inak
od 97%odnosno samo 3% rasta u odnosu na kontrolu. S druge strane, pri ve¢im razrjedenjima caja
zabiljeZene su i neSto vece vrijednosti rasta kvasaca. Tako C. crusei pri 75%-tnoj otopini Caja
pokazuje veliki skok u rastu te isti iznosi visokih 84%. NajviSa vrijednost od 91% izmjerena je kod
vrste C. parapsilosis pri 25%-tnoj koncentraciji caja. Vrijednosti rasta izmjerene kod kvasca C.
albicans takoder su viSe od 70% pri svim koncentracijama. ZakljuCujemo kako caj korijena
maslacka ima slab ucinak na oSteCenje stanicne membrane te loSa antimikrobna svojstva ¢ime

pokazuje slab antifunglani u¢inak na testirane vrste kvasaca.

C. albicans
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Slika 25 Grdficki prikaz rasta C. albicans pri 450 nm
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Slika 26 Grdficki prikaz rasta C.krusei pri 450 nm



C. parapsilosis
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Slika 27 Graficki prikaz rasta C.parapsilosis pri 450 nm

7.2. Antimikrobno djelovanje uzorka caja susenog korijena maslacka na
plijesni
Dobiveni rezultati rasta plijesni u odnosu na kontrolni uzorak takoder su se pokazali vrlo

visokima, a u tablici 10. prikazane su sve vrijednosti izmjerene pri odredenim koncentracijama.

Tablica 10 Rast plijesni pri 450 nm

KONCENTRACIJA CAJA/ %
VRSTA
PLIJESNI
100 75 50 25

450 nm RAST PLIJESNI/%
F. graminearum | 87 92 78 78
A. alternata 63 64 62 56
A. flavus 70 4 151 147




A. ochraceus 89 84 85 77

P. expansum 114 104 77 84

Vrijednosti rasta se, kao i kod kvasaca, razlikuju ovisno o vrsti plijesni te o razrjedenju otopine
Caja. StoviSe, nema velikih varijacija izmedu koncentracija ¢aja te se skoro sve vrijednosti
kre¢u u malim intervalima. Medutim, zabiljeZena su i neka odstupanja od navedenog. Tako je,
primjerice, kod plijesni A. flavus zabiljeZen vrlo visok rast pri dvjema najniZim
koncentracijama caja. Iz dobivenih rezultata vidljivo je kako ¢aj korijena maslacka pri 50%-
tnoj i 25%-tnoj otopini potice spomenutu plijesan na rast. S druge strane, 75% otopina Caja
pokazuje visok inhibitorni u¢inak na A. flavus, odnosno najbolji antifungalni u¢inak izmjeren u
ovom istraZivanju. Vrijednosti rasta vece od 100% izmjerene su i kod vrste P. expansum, pri
dvjema najviSim koncentracijama otopine €aja. Kod ove plijesni najmanji postotak rasta
izmjeren je pri 50%-tnoj otopini ¢aja, medutim i dalje u previsokim vrijednostima da bi mogli
govoriti o jakom antifungalnom djelovanju. NajniZe vrijednosti rasta plijesni izmjerene su kod
vrste A. alternata, a najniZa je izmjerena pri 25%-tnoj otopini caja. Obzirom da je vrlo otporna
te stvara konidije, F. graminearum pokazuje vrlo visoke vrijednosti rasta pri svim
razrjedenjima Caja korijena maslacka. Prema dobivenim rezultatima vidljivo je kako caj
korijena maslacka pokazuje vrlo slab antifungalni ucinak na testirane plijesni te neke od
ispitanih potice na dodatni rast i razvoj.

F. graminearum
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Slika 28 Graficki prikaz rasta F.graminearum pri 450 nm
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Slika 29 Graficki prikaz rasta A.alternata pri 450 nm

A. flavus
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Slika 30 Grdficki prikaz rasta A.flavus pri 450 nm
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Slika 31 Grdficki prikaz rasta A. ochraceus pri 450 nm

P. expansum
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Slika 32 Graficki prikaz rasta P.expansum pri 450 nm



8. ZAKLJUCAK

Posljednjih godina dolazi do sve veceg razvoja novih ambalaznih materijala za pakiranje hrane
koji omogucuju sigurnost i trajnost proizvodu bez narusavanja njegove kvalitete, a koji su izradeni
od odrZivih, biorazgradivih materijala. Jestiva ambalaZa sa antimikrobnim svojstvima definitivno
je buduc¢nost u sigurnom pakiranju koja ¢e uz sprjecavanje mikrobne kontaminacije proizvoda
pozitivno utjecat i na poboljSanje njegove kvalitete te produljenje trajnosti.

U eksperimentalnom dijelu rada odredena je antimikrobna aktivnost ekstrakta Caja suSenog
korijena maslacka na kvasce i plijesni pomocu spektrofotometra. Rezultati su nam pokazali kako
ekstrakt ima slabo inhibitorno djelovanje na skoro sve vrste kvasaca i plijesni. Najvece
antimikrobno djelovanje c¢aja korijena maslacka izmjereno je jedino kod kvasca vrste C. krusei pri
100%-tnoj otopini caja i kod plijesni vrste A. flavus pri istoj koncentraciji ekstrakta ¢aja. Takoder,
kod plijesni su zabiljeZene mnogo viSe vrijednosti rasta u odnosu na one izmjerene kod kvasaca.
Stovise, kod plijesni vrste A. flavus i P. expansum zabiljeZene su vrijednosti rasta vece od 100% $to
ukazuje na to kako su 50%-tna i 25%-tna otopina ¢aja navedene plijesni dodatno potaknule na rast.

Iako dobiveni rezultati ukazuju na loSa inhibitorna svojstva korijena maslacka, potrebno je
provesti joS dodatnih istraZivanja sa istim kako bi se utvrdile mogucnosti njegove primjene u izradi

jestivih filmova.
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Popis slika

Slika 1 Primjer jestive ambalaZe za vodu

Slika 2 Voce sa i bez jestivog premaza

Slika 3 Shematski prikaz izrade jestivog filma mokrim postupkom
Slika 4 Shematski prikaz ekstruzije za izradu jestivog filma suhim postupkom
Slika 5 Nastajanje polisaharida

Slika 6 Jestivi film od pektina

Slika 7 Celulozni jestivi film za pakiranje hrane

Slika 8 Denaturacija globularnog proteina

Slika 9 Premaz od Zelatine na jabuci

Slika 10 Mikrometar [16]

Slika 11 Jestivi film na pizzi

Slika 12 Vrste antimikrobnih sredstava

Slika 13 Izgled i trajnost rajcica ovisno o vrsti ambalaZe

Slika 14 Izrada i izgled filmova na bazi kitozana za pakiranje odrezaka Sarana
Slika 15 Morfologija maslacka

Slika 16 Priprema kave od korijena maslacka [51]

Slika 17 Kuhanje ¢aja od korijena maslacka

Slika 18 PodeSavanje pH otopine na vrijednost od 7,00

Slika 19 Dodavanje agara u otopinu Mungo graha

Slika 20 Shema pripreme mikrorazrjedenja za antifungalno sredstvo
Slika 21 Pripremljene kulture kvasaca i plijesni za pripremu inokuluma
Slika 22 Inokuliranje jaZica mikrotitarske plocice

Slika 23 Inkubacija plijesni u inkubatoru

Slika 24 Inkubacija kvasaca

Slika 25 Graficki prikaz rasta C.albicans pri 450 nm

Slika 26 Graficki prikaz rasta C.krusei pri 450 nm

Slika 27 Graficki prikaz rasta C.parapsilosis pri 450 nm

Slika 28 Graficki prikaz rasta F. graminearum pri 450 nm

Slika 29 Graficki prikaz rasta A. alternata pri 450 nm

Slika 30 Graficki prikaz rasta A. flavus pri 450 nm

Slika 31 Graficki prikaz rasta A. ochraceus pri 450 nm

Slika 32 Graficki prikaz rasta P. expansum pri 450 nm
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