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1. UVOD

Jestivi filmovi primjenjuju se kao ambalaZni materijali za pakiranje prehrambenih proizvoda,
te kao takvi osiguravaju nekoliko vaznih funkcija kao §to su sprjeCavanje migracije kisika,
vode, ugljikovog dioksida, lipida i sastojaka arome iz okoline u proizvod, stvaranje barijera
izmedu slojeva heterogenih proizvoda, za produljenje roka trajanja prehrambenih proizvoda
(Garcia i sur., 2016). Velika prednost ove vrste ambalaznih materijala jest njihova moguénost
konzumacije ¢ime se smanjuje otpad od pakiranja prehrambenih proizvoda. Na taj nacin
omogucuje se zamjena Stetne i nerazgradive plastiéne ambalaze koja ve¢ duzi niz godina
predstavlja sve veci globalni problem za okolis.

Jestivi film, kao tanki sloj na ili izmedu komponenata hrane, proizvodi se od polimernih
materijala te se posljednjih godina sve ¢esce takvi filmovi obogacuju bioaktivnim sastojcima.
Najcesce koristeni prirodni biopolimeri za proizvodnju jestivih filmova su hidrokoloidi
(polisaharidi i proteini), lipidi te kombinacija hidrokoloida i lipida. Pri proizvodnji jestivih
filmova razlikuje se nekoliko moguénosti primjene samih polimera pa se tako mogu
proizvesti filmovi sastavljeni samo od jednog, filmovi sastavljeni od mjeSavine dviju ili vise
polimera ili filmovi vise polimera u slojevima (Garcia i sur., 2016). Kombiniranje polimera za
proizvodnju jestivih filmova omogucuje poboljSavanje barijernih 1 mehanickih svojstava
jestivih filmova (Bertuzzi i Slavutsky, 2016). Posljednjih godina veliki broj znanstvenih
istrazivanja posvecen je ispitivanju kombinacije polimera za proizvodnju jestivih filmova te
njihovih svojstava. Osim poboljsanja osnovnih fizikalno-kemijskih i mehanickih svojstava, u
trendu je i proizvodnja filmova obogacenih raznovrsnim bioaktivnim sastojcima, a U Cilju
poboljsanja funkcionalnih svojstava filmova. Od bioaktivnih sastojaka najcesée se
primjenjuju polifenolni antioksidansi zbog svojih izrazitih antioksidacijskih svojstava, ¢ime
stite film, time ujedno i proizvod od oksidacijskih reakcija i mikrobnog djelovanja. Primjena
polifenola kao bioaktivnih sastojaka iz prirodnih biljnih ekstrakata dosad je ispitivana u
nekoliko znanstvenih istrazivanja, poput proizvodnje kitozanskih filmova sa dodatkom
ekstrakta indijskog ogrozda (Emblica officinalis) i galangana (Alpina galanga) u ispitivanjima
Mayachiewa i suradnika (2010), te proizvodnja alginatnih filmova sa dodatkom ekstrakta
ginsenga (Panax) u istrazivanju Norajita i suradnika (2010).

U ovom radu ispitat ¢e se moguénost proizvodnje funkcionalnih jestivih filmova, obogacenih
bioaktivnim sastojcima ekstrakta ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.). Kao materijali za

proizvodnju filmova primijenit ¢e se 4 prirodna biopolimera; alginat, pektin, kitozan i proteini



sirutke te ¢e se metodom lijevanja proizvesti Cisti filmovi te njihove kombinacije u obliku
mjesavina ili formiranja slojeva dvaju biopolimera. Jestivi filmovi pripremljeni u destiliranoj
vodi, sluzit ¢e kao kontrolni filmovi te ¢e se koristit za usporedbu uc¢inka obogacivanja
jestivin filmova sa bioaktivnim sastojcima. Provest ¢e se karakterizacija pripremljenih
filmova odredivanjem njihovih fizikalno-kemijskih svojstava (udio suhe tvari, topljivost u
vodi, debljina), boje, bioaktivhog sastava (udjel polifenolnih spojeva i antioksidacijski
kapacitet ABTS i DPPH metodama) te senzorskih svojstava.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JESTIVI FILMOVI

Jestivi zaStitni filmovi mogu se definirati kao tanki sloj materijala koji potrosa¢ moze
konzumirati, a koji osigurava barijeru prema plinovima i vodenoj pari (Gali¢, 2009). S
obzirom da se proizvode od prirodnih i jestivih sastojaka, osigurana je njihova
biodegradabilnost te se lakse razgraduju od sintetskih polimernih materijala. Jestivi filmovi
jednako kao i plasticna ambalaza svojim fizikalnim, kemijskim i mehani¢kim svojstvima
moraju osigurati zastitu 1 oCuvati proizvod od raznih utjecaja iz okoliSa. Najveca prednost
jestivih filmova u usporedbi sa sintetickima je ta $to se jestivi filmovi mogu jesti zajedno sa
proizvodom te na taj nacin smanjiti zagadenje okoliSa. Filmovi se mogu Koristiti za
individualno pakiranje pojedina¢nih koli¢ina hrane koji se trenutno ne pakiraju individualno
iz praktiénih razloga (kruske, grah, orasi, jagode) (Bourtoom, 2008). Takoder, filmovi se
mogu primijeniti i kod heterogenih proizvoda, gdje odvajaju dva sloja razli¢itog sastava.
Jestivi filmovi se mogu prilagoditi kako bi sprijecili propustanje vlaznosti izmedu
komponenata i migraciju otopina u hrani kao §to su pizza, pite i bomboni (Bourtoom, 2008).
Proizvodnja jestivih filmova stvara manje otpada i zagadenja, medutim, njihova propusnost 1
mehanicka svojstva su opcenito slabija nego kod sintetskih filmova (Kester i Fennema, 1986).
1z tog razloga potrebno je istraziti nove metode i materijale za proizvodnju filmova kako bi se

poboljsala svojstva jestivih filmova kao 1 njihova primjena.

2.2 MATERIJALI ZA 1ZRADU

Proizvodnja jestivih filmova ukljucuje primjenu najmanje jedne komponente sposobne za
formiranje neprekidnog i kohezivnog matriksa, sto je karakteristika polimernih materijala
(Guilbert i Gontard, 2005). Ovisno o vrsti polimera od kojeg su proizvedeni, materijali za
proizvodnju jestivih filmova dijele se u tri skupine:

¢ hidrokoloidi (polisaharidi i proteini),

e lipidi (voskovi i masne kiseline) te

e kombinacija hidrokoloida i lipida (kompoziti).



Tablica 1. Materijali za izradu jestivih filmova i prevlaka (Gali¢, 2009)

Skrob, modificirani $krob, modificirana celuloza
(karboksimetil celuloza, metil-celuloza,
hidroksipropil celuloza, hidroksipropilmetil-

Polisaharidi celuloza), alginat, karagenan, pektin, pululan,
Materijali za izradu kitozan, gelan guma, ksantan guma
filmova
Kolagen, zelatina, kazein, proteini sirutke, zein,
Proteini pSeniéni gluten, proteini bjelanjka
Voskovi (pcelinji vosak, parafin, karnauba vosak),
Lipidi, voskovi smole (Selak), acetogliceridi
Glicerin, propilen glikol, sorbitol, saharoza,
Plastifikatori polietilen glikol, kukuruzni sirup, voda
(omeksavala)
Antioksidansi, antimikrobne tvari, nutrijenti,
Funkcionalni aditivi nutraceutici, tvari okusa i boje
Emulgatori (lecitin), teku¢e emulzije (jestivi
Ostali aditivi voskovi, masne kiseline)

2.2.1.Hidrokoloidni materijali

Hidrokoloidi su hidrofilni polimeri, biljnoga, zivotinjskog ili sintetskog podrijetla, a obi¢no
sadrze velik broj hidroksilnih skupina te mogu biti polielektroliti (npr. alginat, karagenan,
karboksimetilceluloza, arapska guma, pektin i ksantan guma) (Skurtys i sur., 2010).
Hidrokoloidi kao $to su polisaharidi i proteini, imaju Siroku primjenu u formiranju jestivih
filmova pri ¢emu imaju utjecaj na teksturu, aromu i rok trajanja proizvoda (Phillips i
Williams, 2000). Oni koji se koriste za formiranje filmova su djelomi¢no ili u potpunosti
topljivi u vodi. Uloga hidrokoloida je povecanje viskoznosti kontinuirane faze (vodena faza),
kao sredstvo za zgu$njavanje ili geliranje (Debeaufort i sur, 1998). Hidrokoloidi mogu imati i
ulogu emulgatora jer njihov stabiliziraju¢i ucinak na emulzije potjeCe od povecanja
viskoznosti vodene faze jestivih filmova (Skurtys i sur, 2010). Kineticko gibanje kapljica ulja
se smanjuje, Sto za rezultat ima nizu stopu flokulacije i spajanje u film (Skurtys i sur, 2010).
Hidrokoloidi topljivi u vodi, poput polisaharida i proteina, su manje ucinkovita barijera za

migraciju vode. Medutim, njihova propusnost za plinove je Cesto niza nego kod sintetickih



materijala, te su dobra barijera za ulja i masti. Od najvete vaznosti za jestive filmove
proizvedene od hidrokoloida je poboljsanje barijernih svojstava na vodu. Posebice su
posljednjih godina kao materijali zanimljivi proteini i ugljikohidrati , budué¢i da uspjesno
formiraju jestive i biorazgradive filmove a pridonose dodanoj vrijednosti proizvoda zbog

funkcionalnih svojstava (Guilbert i sur., 1996).

Polisaharidi kao biopolimeri sastavljeni su od veéeg broja mono- ili disaharida povezanih
glikozidnim vezama. Polisaharidni filmovi nastaju interakcijama izmedu segmenata dugih
lanaca polisaharida tijekom otapanja i stvaranjem novih intermolekulskih hidrofilnih veza
nakon isparavanja otapala (Garcia i sur., 2016). Udjel vode u velikoj mjeri utjeCe na
funkcionalna svojstva uslijed hidrofilne prirode filmova od polisaharida (Lacroix i Tien,
2005). U proizvodnji jestivih filmova koriste se: skrob, neskrobni ugljikohidrati, gume i
vlakna (Han i Gennadios, 2005). Polisaharidi koji se koriste kao materijali u proizvodnji
filmova obi¢no su jednaki onima koji se koriste za geliranje, stabilizaciju i zgrusnjavanje.
Gume kao $to su alginat, pektin i karboksimetil celuloza, pokazuju znacajno razlicita reoloska
svojstva u kiselim uvjetima nego u neutralnim ili alkalnim (Han i Gennadios, 2005). lako
elektrostatska neutralnost ugljikohidrata ne utje¢e znacajno na svojstva formiranih filmova,
pojava relativno velikog broja hidroksilnih skupina ili drugih hidrofilnih jedinica u strukturi
ukazuju da vodikove veze mogu imati znacajnu ulogu u stvaranju filma i njegovih
karakteristika. Polisaharidi u otopini sadrze reaktivne grupe koje su sposobne povezivati se sa
drugim polimerima uz primjenu odgovarajucih postupaka. Razlozi za njihovu upotrebu su
odli¢na barijerna svojstva za ulja, lipide, kisik 1 openito plinove u suhim uvjetima, te odli¢cna
mehanicka svojstva. Polisaharidi su jako hidrofilni zbog ¢ega imaju slabija barijerna svojstva
na vodenu paru. Usprkos tome, mogu imati ulogu u smanjenju gubitka vlage iz prehrambenih

proizvoda (Kester i Fennema, 1986).

Proteini su makromolekule sa specificnim aminokiselinskim sekvencama i molekulskom
strukturom. Sekundarna, tercijarna i kvaterna struktura proteina mogu se lako modificirati
toplinskom denaturacijom, zracenjem, tlakom, mehanickom obradom, kemijskom hidrolizom,
kiselinama, luzinama, solima i kemijskim umrezavanjem (Han i Gennadios, 2005).
Najznacajnije karakteristike proteina u odnosu na druge materijale koji stvaraju film su
konformacijska denaturacija, elektrostatski naboj i amfifilna priroda (Han i Gennadios, 2005).
Mnogi faktori mogu utjecati na konformaciju proteina, kao $to su gusto¢a naboja i hidrofilna-

hidrofobna ravnoteza (Han i Gennadios, 2005). Ti c¢imbenici kontroliraju fizikalna i
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mehanicka svojstva jestivih filmova. Proteini za proizvodnju proteinskih filmova dobivaju se
iz razli¢itih Zivotinjskih i biljnih izvora, kao $to su zivotinjska tkiva, mlijeko, jaja, Zitarice i
uljarice (Krochta, 2002). Pri proizvodnji proteinskih filmova takoder je neophodna upotreba
plastifikatora. Kao i polisaharidi, i proteini su topivi u vodi, etanolu i mnogim drugim
otapalima. Cinjenica da proteini nisu potpuno hidrofobni i sadrze pretezno hidrofilni
aminokiselinski ostatak ograni¢ava njihova barijerna svojstva za vlagu. Zbog lose zastite od
vodene pare i slabijih mehanickih svojstava, primjena proteinskih filmova je ograni¢ena. No,
zbog formiranja filmova boljih mehani¢kih svojstava od onih baziranih na lipidima i
polisaharidima, 1 zbog moguénosti povecanja nutritivne vrijednosti prehrambenog proizvoda,
interes za primjenom proteinskih filmova raste.

Kemijske strukture, izvori i svojstva nekih od naj¢es¢ih koristenih hidrokoloidnih materijala

za proizvodnju filmova prikazani su u nastavku.

2.2.1.1. Skrob

Skrob je jedan od najrasprostranjenijih polisaharida u prirodi. Sastoji se od dva polimera
glukoze: ravnolanéane amiloze (25 % skroba) (slika 1a) i razgranatog amilopektina (75 %
Skroba) (slika 1b).

CHQOH CH,0H
CHQOH CHQOH CHQOH CHQOH o
OH O HO
CH2OH CHQOH &H,0H
a) b)

Slika 1. Kemijska struktura amiloze (a) i amilopektina (b) (Anonymous 1, 2004)

Kao sirovina utjece na fizikalna svojstva prehrambenih proizvoda, primjerice juha, grickalica,
umaka, mesnih proizvoda, pridonose¢i teksturi, viksozitetu, formiranju gela, adheziji,
zadrzavanju vlage, homogenosti proizvoda i formiranju filma (Thomas i Atwell, 1997).
Pripremaju¢i otopinu Skroba za proizvodnju filmova bitno je minimizirati ili izbje¢i hidrolizu

i oksidaciju Skroba. U otopini svaki polimer Skroba mora biti potpuno zelatiniziran,
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dezintegriran i otopljen. Vazno je pripremiti otopinu Skroba sa pogodnom koncentracijom
krutine, kako bi se osigurala kontinuiranost filmova i jednostavnost lijevanja. U slu¢aju male
koncentracije krutine (<4%), otopina sa potpuno otopljenim $krobnim polimerima se teSko
gelira, uzrokujuci probleme formiranja neprekidnog, dovoljno debelog filma (Protzman i sur.,
1967). Medutim, ako je koncentracija velika (>30%), otopina je previSe viskozna da bi se
ravnomjerno razlila (Protzman i sur., 1967). Predlozena koncentracija za formiranje $krobnih
filmova iznosi 10-15% (Liu, 2005). Filmovi od $kroba su Cesto transparentni (Lourdin i sur.,
1997a) ili djelomiéno transparentni (Rindlav i sur., 1997), bez mirisa i okusa, te bezbojni
(Wolff i sur., 1951). Zbog dobrih barijernih svojstava na kisik, koriste se u formiranju jestivih
filmova. Ujedno su i jeftiniji od primjerice ne-skrobnih filmova. Ucinkovitost $krobnih
filmova je promjenjljiva zbog dostupnosti razlicitih vrsta Skroba i njihovog kapaciteta za
fizikalnim 1/ili kemijskim modifikacijama (Ellis 1 sur., 1998; Liu, 2002). Filmovi od Skroba
najcesce se koriste za pekarske proizvode, bombone i proizvode od mesa (Thomas i Atwell,
1997). Skrobni filmovi su mozda najudinkovitji oblici topive ambalaZe u pogledu izvedbe,

prilagodljivosti za proizvode, proizvodnih postupaka i troskova (Daniels, 1973).

2.2.1.2. Alginat

Alginat je negativno nabijeni polisaharid dobiven ekstrakcijom iz smedih algi (slika 2),

poznatih kao Phaeophyceae.

Slika 2. Fotografija smede alge (Anonymous 2, 2017)



Proizvodi jednolike, prozirne i u vodi topljive filmove. Alginat moZe smanjiti dehidraciju
proizvoda i smanjiti oksidaciju neprijatnin okusa u mesu (Wanstedt i sur., 1981). Filmovi
izradeni od alginata pokazuju visoku krutost i nisku deformabilnost (Seixas i sur., 2013).
Svojstva alginatnih filmova mogu se poboljsati dodatkom ulja (origano, ¢es$njak), Skroba i
probiotika (Skurtys i sur., 2010), te dodatkom kalcija koji pridonosi efikasnijem geliranju
filma. Sadrzi dobra svojstva pogodna za proizvodnju jestivih filmova, iako nakon suSenja
filmovi budu prilicno krhki i lomljivi. Medutim, alginatni filmovi mogu biti plastificirnai

dodatkom glicerola ¢ime se ovaj nedostatak moze umanjiti.

2.2.1.3. Pektin

Pektin je negativnho nabijeni polisaharid, sastavljen od D-galakturonske Kiseline kao
monomera povezanih B-1,4 vezama (slika 3). Jedan je od glavnih komponenti stani¢ne
stijenke biljke, a pridonosi cjelovitosti tkiva i krutosti te se smatra jednim od najsloZenijih

makromolekula u prirodi (Jolie i sur., 2010).

OH

Slika 3. Kemijska struktura pektina (Anonymous 3, 2009)

U prehrambenoj industriji koristi se kao sredstvo za geliranje, stabilizaciju i zgru$njavanje
proizvoda poput dzemova, jogurta, sladoleda itd. Karboksilne grupe galakturonske kiseline
mogu biti potpuno ili djelomi¢no esterificirane metanolom, pa tako razlikujemo
visokoesterificirane i niskoesterificirane pektine. Stupanj esterifikacije utje¢e na svojstva

pektina, pogotovo na svojstvo geliranja. Pa tako, visokoesterificirani pektini formiraju odli¢ne



filmove (Lacroix i Tien, 2005). Niskoesterificirani pektini, dobiveni kontroliranom
deesterifikacijom, formiraju gelove u prisutnosti kalcijevih iona, a takoder se mogu koristiti
za razvoj jestivih filmova (Lacroix i Tien, 2005). Filmovi od pektina imaju dobra barijerna
svojstva za plinove, a mogu i sprijeciti rast bakterija u hrani (Baldwin i sur., 1995). Naime,
kada se u jestive filmove od pektina inkorporira prirodni bioaktivni spoj postize se
antimikrobno svojstvo filma protiv patogena koji se prenose hranom (Espitia i sur., 2013).
Pektinski jestivi filmovi su ekoloska prihvatljiva alternativa, biorazgradivi, dostupni i jeftini,
kao i ostali jestivi filmovi formirani od biopolimera kao baze, te su izvodljivi za proizvodnju

filmova samostalno ili u kombinaciji s drugim polimerima (Espitia i sur., 2013).

2.2.1.4. Kitozan

Kitozan je kationski polisaharid vezan [-1,4 vezama (slika 4), a dobiven je deacetilacijom
hitina, prisutnog u rakovima ili razli¢itim gljivicama, u luznatim uvjetima. Sastoji se od p-(1-
4)-2-acetamido-D-glukoze i [-(1-4)-2-amino-D-glukoze (Arvanitoyannis i sur., 1998).
Kitozan je biopolimer s dobrim antimikrobnim svojstvima, djelujuéi protiv mnogih patogena i
mikroorganizama kvarenja. Sprjecava rast raznih mikroorganizama kao $to su bakterije,
gljivice i kvasci. Antimikrobna aktivnost kitozana ovisi o molekularnoj tezini, Stupnju
polimerizacije i acetilacije (Han, 2005). Istrazivanja su pokazala da se antimikrobna aktivnost
povecava sa stupnjem deacetilacije (Tokura 1 sur., 1997). Kitozan je lako topljiv u razli¢itim
kiselim otapalima. Kitozanski filmovi nastaju otapanjem kitozana u kiselini (Begin i Van
Calsteren, 1999). Kitozan se moze koristiti kao sredstvo za bistrenje, zgu$njiva¢, kao barijera
za plinove, sredstvo za lije¢enje rana i antimikrobno sredstvo. Kitozanski filmovi imaju vrlo
dobra barijerna svojstva za plinove. Medutim, kao 1 kod drugih jestivih filmova sa
polisaharidnom bazom, imaju veliku propusnost vodene pare. Kitozan pokazuje i svojstvo
apsorpcije teskih metalnih iona koje moze imati ulogu u smanjenju oksidacijskih procesa u
hrani kataliziranoj sa slobodnim metalima (Han, 2005). Kationska svojstva kitozana nude
dobre moguénosti povezivanja s brojnim spojevima tijekom obrade ¢ime se inkorporiraju
specificna svojstva u materijal (Han, 2005). Kitozan formira filmove dobrih mehanickih
svojstava, pokazuju¢i pozeljnu fleksibilnost zbog koje ga je tesko rastrgati. Zbog navedenih
svojstava, netoksi¢nosti, biorazgradivosti, tvorbi kompaktnih filmova glatke povrSine, ima

primjenu u razli¢itim pakiranjima.



CHOH

(o]
H OH
-0
OH H H
H NH : CH‘,OH

Slika 4. Kemijska struktura kitozana (Bourtoom, 2008)

2.2.1.5. Proteini sirutke

Proteini sirutke, kao nusprodukt industrije sira, imaju odli¢éna prehrambena i funkcionalna
svojstva i potencijal koristan za proizvodnju jestivih filmova (Mate i Krochta, 1996). Proteini
sirutke (slika 5) predstavljaju oko 20% ukupnih proteina mlijeka (Brunner, 1981), te sadrze
pet glavnih proteina: o-laktalbumin, B-laktoglobulin, govedi serumski albumin (BSA),
imunoglobulin i specifi¢ne polipeptide (Lacroix i Cooksey, 2005). Proteini sirutke definirani
su kao oni koji ostaju u serumu mlijeka nakon koagulacij kazeina pri pH 4,6 i pri temperaturi
od 20°C (Morr i Ha, 1993).

CH:OH

OH

a) b)

Slika 5. Model molekule (a) i kemijska struktura (b) proteina sirutke (Anonymous 4, 2015)

Beta-laktoglobulin se sastoji od 160 amino Kkiselina, ovisno o genskim varijantama i
predstavlja 48-58% proteina sirutke (Dangaran i sur., 2009). On se ne denaturira pri promjeni

pH vrijednosti, ali je termolabilan. Sve frakcije proteina sirutke imaju globularnu
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konformaciju, ali razli¢ite sekvence amino kiselina i molekulske mase. Kao posljedica toga,
konformacije denaturiranih proteina razlikuju se jedna od druge. Osim toga, znacajno se
razlikuje 1 broj disulfidnih veza koje utjecu na trodimenzionalnu strukturu proteina (Dybing i
Smith, 1991). Ove razlicite strukture mogu proizvesti filmove razli¢itih propusnosti. Za
stvaranje filma, vazna je slobodna sulfhidrilna grupa, cistein 121 (CYS121) i dvije disulfidne
veze izmedu cisteina 66-cistein 160 i 106-cistein 119 (Dangaran i sur., 2009). U prirodnoj
formi, CYS121 je skriven (Sawyer i sur., 1999). Nakon toplinske denaturacije, tio grupa je
izloZzena 1 dostupna za stvaranje intermolekularnih disulfidnih veza. Prema tome, jestivi
filmovi na bazi denaturiranih proteina sirutke su jaci i kohenzivniji nego oni formirani od
prirodnog proteina (Perez-Gago i sur., 1999). Temperatura denaturacije beta-laktoglobulina je
78°C u 0,7 M fosfatnog pufera (pH 6) (deWit i Klarenbeek, 1983). Alfa-laktalbumin je drugi
najbrojniji protein sirutke (13-19%), te sadrzi Cetiri disulfidna mosta. Kod jestivih filmova
proteina sirutke, propusnost kisika i ugljikovog dioksida eksponencijalno se povecava s

relativnom vlaznosti prema jednadzbi:

P=j*10"*"

[1]

gdje je P propusnost kisika, odnosno ugljikovog dioksida (cm® pm/m? d kPa), j i k su
konstante, a RH relativna vlaznost pri 25°C (%) (Cisneros-Zevallos i Krochta, 2002). Proteini
sirutke su snazni antioksidansi tako da su ucinkoviti u zastiti protiv oksidacije sastojaka
prehrambenih proizvoda. Koriste se u prehrambenim proizvodima zbog svoje visoke
prehrambene vrijednosti i njihove sposobnosti da formiraju gelove, emulzije ili pjene.
Glicerol je najucinkovitiji plastifikator matriksa proteina sirutke (Sothornvit i Krochta, 2001).
Dodatkom plastifikatora unaprjeduje se fleksibilnost filmova. Pokazalo se da proteini sirutke
proizvode transparentne i fleksibilne jestive filmove, s odli¢énim barijerama za kisik i ulja, te
bez okusa i mirisa (McHugh i Krochta, 1994). Medutim, jestivi filmovi proizvedeni od
proteina sirutke bez ikakvih modifikacija imaju veliku propusnost za vlagu i relativno slaba
mehanicka svojstva u usporedbi sa sintetickim ili drugim materijalima za pakiranje hrane, te

stoga imaju ogranicenu primjenu.

2.2.2. Plastifikatori
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Stvaranje filmova kao prevlaka ovisi o dvije vrste interakcija: kohezije (privlacne sile izmedu
polimernih molekula filma) i adhezije (sile izmedu filma i supstrata) (Sothornvit i Krochta,
2005). Svojstva polimera - molekularna tezina, polaritet i struktura lanca iznimno su bitna za
ove vrste interakcija. Kohezivne sile u polimernim filmovima mogu rezultirati nezeljenim
svojstvima, kao $to je lomljivost. Da se prevladaju sile kohezije, filmovima se dodaju
plastifikatori koji smanjuju intermolekulske sile. Posljedi¢no, povecava se pokretljivost
polimernih lanaca, a plastifikator snizava temperaturu staklastog prijelaza i poboljsava
fleksibilnost, zilavost i rastezljivost filmova (Banker, 1966). Kao plastifikatori mogu se
koristiti monosaharidi, disaharidi, oligosaharidi, polioli, lipidi i derivati. Voda je takoder
vazan plastifikator u proizvodnji jestivih filmova. Glavni nedostatak plastifikatora je
povecanje propusnosti za plinove, vodenu paru i otopljenje supstancije, $to je posljedica
smanjenja kohezije filma (Gontard i sur., 1993). Plastifikatori mogu djelovati i kao
plastifikatori, ali i kao antiplastifikatori. Dodatkom plastifikatora u nizim koncentracijama i
pri nizim temperaturama dolazi do antiplastifikacije (Sothornvit i Krochta, 2005).
Antiplastifikacijom se smanjuje propusnost za vodenu paru,a poveéava modul elasticnosti i
lomljivost, §to je suprotno plastifikaciji. Prema tome, plastifikatori se moraju koristiti u
odgovarajucoj koli¢ini. Plastifikatori pomazu pri obradi filmova tijekom proizvodnje i
mijenjaju svojstva kona¢nog proizvoda (Sothornvit i Krochta, 2005). Kao pomo¢no sredstvo
pri obradi, smanjuju temperaturu proizvodnje, smanjuju lijepljenje za kalupe i poveéavaju
vlaznost. Kao modifikatori, povecavaju temperaturni raspon upotrebe konacnog proizvoda,
povecavaju fleksibilnost, rastezljivost i zilavost (Sears i Darby, 1982). Dakle, postoje

prednosti i nedostaci upotrebe plastifikatora u jestivim filmovima.

2.3. SVOJSTVA JESTIVIH FILMOVA

2.3.1. Debljina filmova

Debljina filma kontrolirana je koncentracijom ¢vrste faze i koli¢inom otopine (Liu, 2005).
Takoder, debljina filma bitno ovisi o tehnici primjene i viskozitetu otopine. Visoko viskozna
otopina se ne moze ili se jako tesko razlijeva, $to daje visoku debljinu jestivog filma. Debljina
filmova ima vrijednosti manje od 0,25 mm. Bitno je odrediti debljinu formiranog filma jer

ona utjeCe na bioloska svojstva kao i na sam rok trajanja oblozene hrane. Isto tako, kod
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biopolimernih filmova propusnost vodene pare ovisi o debljini filma. Dvije su metode kojima
se odreduje debljina filma: kontaktna i ne-kontaktna metoda. Kontaktnom metodom debljina
filma mjeri se mikrometrom. lako je ova metoda jednostavnija nema prednost nad ne-
kontaktnom metodom jer je moguce oStecenje mjerenog uzorka. Metode koje primijenom na
filmove ne utjeCu na funkcionalnost ispitivanog filma te ga ne oSteCuju, nazivaju se ne-

kontaktne metode.

2.3.2. Mehanicka svojstva

Mehanicka otpornost i deformabilnost jestivih filmova mora se utvrditi da se procijeni
odrzivost integriteta filma tijekom rukovanja, pakiranja i ostalih daljnjih procesa (Debeaufort
I sur., 1998). Opcenito, jestivi filmovi imaju slabija mehanicka svojstva od sintetickih
filmova. Hidrokoloidi obi¢no pruzaju bolja mehani¢ka svojstva jestivim filmovima u
usporedbi sa filmovima na bazi lipida i hidrofobnih materijala. Tri parametra definiraju
mehanicka svojstva, a to su: Young-ov modul, vla¢na ¢vrstoca i postotak poduljenja prije
pucanja (Skurtys i sur., 2010). Youngov modul (modul elasti¢nosti) predstavlja omjer
naprezanja i rezultirajueg produljenja filma, odnosno oznacava krutost jestivog filma

(Ozdemir i Floros, 2008).

2.3.3. Barijerna svojstva

Jedna od najznacajnijih funkcija jestivih filmova je ta da su barijere protiv plinova, vodene
pare, ulja i aroma. Odredivanje barijernih svojstava jestivih filmova vazno je za prikaz
djelotvornosti samog filma. Barijerna svojstva ovise o kemijskom sastavu i strukturi polimera
upotrijebljenih za proizvodnju filma, Kkarakteristikama proizvoda i uvjetima skladistenja
(Singh i Singh, 2005). Proizvodnjom filma dobrih barijernih svojstava postize se produljenje

roka trajanja obloZenog proizvoda.

2.3.3.1. Propusnost vodene pare i plinova

Difuzija plinova kroz fleksibilni materijal jestivih filmova ovisi o fizikalnoj strukturi barijere.

Transport plinova u jestivim filmovima odvija se u tri koraka: adsorpcija plina na povrsinu
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filma, difuzija Cestica od jedne do druge strane filma i desorpcija Cestica plina iz filma. Fickov

zakon prikazuje difuziju Cestica plina kroz jestivi film. Jednadzba Fickovog zakona je:

ac
J=-D- ()

[2]
gdje su:

J- tok, neto koli¢ina otopljene tvari koja difundira kroz jedinicu povrsine u jedinici vremena
(g/m?s ili mLs)

D- koeficijent difuzije ili difuzivnost (m?s)

C- koncentracija tvari koja difundira (g/m? ili mL/m®)

X- debljina filma (m)

J=D -8 =Q/(A 1)

[3]

gdje su:

Q- kolicina plina koji difundira kroz film (g ili mL)
A- povrsina filma (m?)

t- vrijeme (s)

Konac¢na jednadzba za odredivanje propusnosti filma dobiva se primjenom Hanryevog zakon

te koriStenjem navedenih jednadzbi. Tad jednadzba glasi:

EZD.S.@ZP.AP/X
At X

[4]

gdje su:

S- Henryeva konstanta topljivosti (mol/atm)
Ap- razlika parcijalnog pritiska plina kroz film (Pa)

P- propusnost (mL ili gm/m?sPa)
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Propusnost vodene pare, ugljikovog dioksida i kisika moze se raCunati prema jednadzbi:

P=Q X/(A-t-Ap) [5]

U zapakiranim namirnicama, propusnost vodene pare filma odlucujuéi je faktor u kontroli
promjene koli¢ine vlage i aktivitetu vode u pakiranom proizvodu (Singh i Singh, 2005).
Aktivnost vode se definira kao omjer parcijalnog tlaka vodene pare u proizvodu i parcijalnog
tlaka u Cistoj vodi. Propusnost vodene pare ovisi o temperaturi pa se tako propusnost vodene
pare smanjuje kada se temperatura smanjuje, ali se moze ponovno povecati pri vrlo niskim
temperaturama (Singh i Singh, 2005). Izuzev lipidnih filmova, veéina jestivih filmova imaju
veéu propusnost vodene pare od plastiénih materijala. Jestivi filmovi imaju Sirok raspon

vrijednosti propusnosti Kisika.

2.3.4. Opticka svojstva: sjaj, prozirnost i boja

Opticka svojstva jestivih filmova ovise o sastavu filma i postupku izrade, kao i o drugim
vanjskim faktorima (temperatura, relativna vlaznost) (Rhim i Shellhammer, 2005). Sjaj kod
jestivih filmova je visoko pozeljan. S fizickog gledista, sjaj se smanjuje koli¢inom svjetlosti
rasprSene materijalom (Hong i sur., 2004). Svjetlost je obi¢no povezana s hrapavosti
povrsine. Sto je veéa hrapavost povrsine veéa je koli¢ina raspriene svjetlosti, i obrnuto. Osim
sjaja, joS je jedan aspekt izgleda jestivih filmova, a to je nejasnoca (mutnoc¢a) (Hong i sur.,
2004). Nejasnoca se odnosi na tendenciju filma da rasprsi svjetlost. Nejasnoca tako utjece
samo na estetski izgled filma. U ekstremnim uvjetima nejasno¢a moze utjecati na sposobnost
razlikovanja pojedinog sadrzaja u proizvodu obavijenog u jestivi film, te tako imati vaznu
ulogu kod potrosaca. Zastita od svjetla koju nude jestivi filmovi ovisi o brojnim ¢imbenicima,
ukljucujuéi: prirodne apsorpcijske osobine materijala koji sacinjava film, debljinu filma,uvjete

obrade filma, obojenje konacnog filma (Singh i Singh, 2005).

2.4. POSTUPCI PROIZVODNJE JESTIVIH FILMOVA

2.4.1. Ekstruzija
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Postupak ekstruzije Siroko je rasprostranjen za proizvodnju konvencionalne komercijalne
plasticne ambalaze, ali je naSao primjenu i kod proizvodnje jestivih filmova. Ekstruzija je
kontinuirani, uéinkovit i jeftin proces, pogodan za proizvodnju vecih koli¢ina jestivih filmova
(Garcia i sur., 2016). Postupkom ekstruzije smanjuje se utro$ak vremena i energije da se
ukloni voda u odnosu na postupak lijevanja. Postupak ekstruzije zasniva se na
termoplasticnim svojstvima polimera. Prije ekstrudiranja, polimer je pomijeSan s
plastifikatorima, punilima, stabilizatorima, mazivima i drugim aditivima u cilju dobivanja
proizvoda sa zeljenim svojstvima. S pomocu jednog ili dva vijka postavljenih u cijevi,
postupno se povecava tlak i sastojci se guraju prema naprijed i mijeSaju kroz kalup Zeljeznog
oblika, te moze do¢i do ekspanzije. Uspjesna primjena ekstruzije mora osigurati potpuno
taljenje 1 dovoljno mijeSanje da se izbjegne degradacija u svrhu dobivanja homogene
taljevine. To se moze posti¢i samo pazljivom kontrolom kljuénih parametara obrade (brzina
uvlacenja, brzina vrtnje, konfiguracija vijka, omjer duljine i promjera vijka, temperatura

cijevi, veli¢ina i oblik kalupa) (Garcia i sur., 2016).

2.4.2. Lijevanje otopine jestivog filma

Kod postupka lijevanja, jestivi film se dobiva prelaskom tekuce faze u ¢vrstu fazu. Tekuca
faza je otopina jestivog filma sa odgovaraju¢om viskoznoscu. Kemijske 1 fizikalne promjene
koje se dogadaju u ovom procesu vazne su za konacni izgled filmova. Za vrijeme otapanja
makromolekularnih tvari, kohezijske sile izmedu molekula otopine neutraliziraju se
molekulama otapala. Sto je vise polimera, to su jaée intermolekulske kohezijske sile i stoga je
teze otapanje polimera. Polimeri koji se koriste u proizvodnji jestivih filmova sadrze alifatski
polimerni nepolarni lanac s polarnim supstituentima duz lanca. Uvjeti otapanja ovise 0
karakteristikama funkcionalnih skupina. Kako se funkcionalne skupine na linearnom polimeru
ioniziraju tijekom otapanja, nabijene skupine odbijaju jedna drugu. Rezultat tih reakcija je
nastajanje izduzenih polimernih lanaca. U pravilu, maksimalno otopljen i produljen lanac
polimera proizvest ¢e najvecu kohezivnost u strukturi filma (Garcia i sur., 2016). Otapanje i
produljenje lanca polimera utjeCe i na viskoznost otopine filma. Viskoznost je koristan
parametar tijekom proizvodnje i primjene jestivog filma. Oblikovanje filmova nastaje
isparavanjem otapala, buduc¢i da su polimerni lanci blisko mijesani. Polimerni lanci se
medusobno isprepli¢u, prolaze kroz stanje gela, a konacno se formira membrana filma

procesom susenja. Susenje se provodi u zra¢noj peénici nekoliko sati. Sadrzaj vlage u filmu je
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bitan parametar, stoga je pozeljno da on bude izmedu 5 i 10% wi/v. Struktura filma ovisi o
relativnoj temperaturi susenja, vlaznosti zraka tijekom suSenja, debljini mokrog lijevanja i o

sastavu otopine za lijevanje. Lijevanje otopine jestivog filma je najcesée koristena tehnika

Q—» otopina filma
-~

» Petrijeva zdjelica

proizvodnje hidrokoloidnih filmova.

Slika 6. Izlijevanje otopine jestivog filma u Petrijevu zdjelicu

2.4.3. Premazivanje

Postupak premazivanja ukljucuje razmazivanje otopine za formiranje filma pomocu kista ili
valjka na Zeljeni proizvod. Otopina s kojom se premazuje zahtijeva skruéivanje na sobnoj
temperaturi ili pomoc¢u zagrijavanja. Premazivanje se pokazalo boljim od postupka uranjanja

ili omatanja u smislu smanjenja gubitka vlage u proizvodu koji se Zeli zastititi.

2.4.4. Prskanje

Prskanje ili rasprSivanje sastoji Se od nanoSenja otopine filma na podlogu (proizvod)
sustavom rasprSivanja koji osigurava jednoliku prevlaku s minimalnom koli¢inom vode.
Medutim, ovaj postupak zahtijeva okretanje proizvoda da se i donja strana izloZi otopini
filma. Prskanje je pogodno za otopine filmova male viskoznosti kojom ¢e nastati tanki sloj

filma i za proizvode koji imaju veliku povrSinu.

2.4.5. Uranjanje
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Uranjanje je postupak pogodan za proizvode nepravilnih oblika i veli¢ina, te za visoko
viskozne otopine filma. Debljina i pokrivenost filmom mogu biti manje jednoli¢ni nego kod
ostalih postupaka. Ovaj postupak je naSao Siroku primjenu tijekom laboratorijskih analiza

mesa i povréa (Donhowe 1 Fennema, 1994).

2.5. PRIMJENA JESTIVIH FILMOVA U PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI

Jestivi filmovi se mogu prilagoditi tako da sprije¢e promjenu vlaznosti medu komponentama
u proizvodu i migraciju otapala u hrani kao $to su pizze, pite i bomboni (Bourtoom, 2008).
Filmovi mogu imati i antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje. Mogu se koristiti i kod
viseslojne ambalaze za pakiranje zajedno sa ne-jestivim filmovima (Bourtoom, 2008) te su u
ovom slucaju, jestivi filmovi unutarnji slojevi u izravnom dodiru sa hranom. Vecina
hidrokoloidnih filmova posjeduje izvrsna mehanicka svojstva koja su vrlo korisna za krhke
prehrambene proizvode. Dobar ambalazni materijal ne samo da moze sacuvati kvalitetu hrane

nego moze i znacajno pridonijeti poslovnom profitu.

Postoji nekoliko osnovnih zahtjeva koje jestivi filmovi moraju zadovoljiti kako bi se uspjesno

primijenili te su prikazani na slici 7.

ZAHTIEVI ZA
JESTIVE FILMOVE

Dobra mehanicka svojstva

Slika 7. Osnovni zahtjevi za primjenu jestivih filmova

Glavna svrha pakiranja hrane je posti¢i ocuvanje i sigurnu isporuku prehrambenog proizvoda

do potrosnje. Tijekom distribucije, kvaliteta proizvoda se moze kemijski, bioloski i fizi¢ki
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smanjiti. Stoga je cilj ambalaze pridonijeti produljenju roka trajanja, odrzavanju kvalitete i

sigurnosti prehrambenog proizvoda.

Jestivi filmovi takoder mogu smanjiti grupiranje (aglomeriranje) Cestica, poboljsati vizualne i

taktilne znacajke povrsine proizvoda (Han i Gennadios, 2005). Takoder, mogu zastititi hranu

od: migracije vlage, povrSinskog rasta mikroorganizama, svjetlosno-induciranih kemijskih

reakcija, oksidacije hranjivih tvari itd. Najcesce, jestivi filmovi djeluju kao prepreka protiv

plinova, vodene pare, ulja, i kao nosioci aktivnih tvari, kao Sto su antioksidansi, antimikrobni

lijekovi, boje 1 okusi (Han i Gennadios, 2005). Ove zastitne funkcije usmjerene su na

poboljSanje kvalitete prehrambenih proizvoda.

Tablica 2. Primjene jestivih filmova (Gali¢, 2009)

Da sadrzavaju prethodno
odmjerene porcije koje se
otapaju u vodi ili toploj hrani
Kontrola migracije otopine,
boja, arome unutar
heterogenih proizvoda
Kontrola ravnoteZe vlage
unutar heterogenih proizvoda

Osiguranje adhezivnosti
smjese za paniranje tijekom
prZenja

Osiguranje neljepljive i
nemasne povrsine

Osiguranije strukturalnog
integriteta; pojacanje
struktura hrane

Poboljsanje izgleda povrSine
hrane

Poboljsanje mehanickih
svojstava tijekom rukovanja
Pojacanje boje, arome i okusa
hrane (dekorativni efekt)
Sprecavanje migracije vlage
pri nanoSenju prevlake
maslaca i kru$nih mrvica u
procesu paniranja
Sprecavanje penetracije

Sposobnost stvaranja kapsula
topljivih u vodi
Dobra barijerna svojstva na
vodu i otapala

Dobra barijerna svojstva na

vodu

Dobra adhezivnost

Ne smije biti ljepljiv

Dobra adhezivna i kohezivna
svojstva

Glatka, sjajna, staklasta
povrsina

Dobra adhezivna i kohezivna

svojstva
Dodatak bojila, arome, za¢ina

Dobra adhezivnost i niska
propusnost na vodu

Dobra barijerna svojstva na

Dehidrirane juhe, instant Cajevi
ili kava, praskasti napici, zacini,
zasladivaci
Heterogeni proizvodi (pite,
pizze, kolaci), sendvici,
heterogeni smrznuti proizvodi
Heterogeni proizvodi (pite,
pizze, kolaci), sendvici,
heterogeni smrznuti proizvodi
Panirana hrana, smrznuta hrana
(riblji fileti, hamburgeri,
narezani luk i dr.)
Kockice sira, suho voce,
konditorski proizvodi, shack-
proizvodi, smrznuti proizvodi
(da bi se eliminirala upotreba
masnog papira izmedu
hamburgera)
Restrukturirani mesni i riblji
proizvodi, mehanicki otkosSteno
meso; liofilizirane porcije hrane
ili porcija suhe hrane
Pekarski proizvodi (Secerna i dr.
glazure); slastice, orasi, voce
srednjeg sadrzaja vlage
Kikiriki, Skampi, rakovi, snack-
hrana i dr.

Razli¢ita hrana

Panirana hrana, smrznuta hrana
(riblji fileti, hamburgeri,
narezani luk i dr.)

Usalamureni smrznuti proizvodi
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salamure u hranu vodu i otapala (8kampi, rakovi i sl.)
Usporavanje mikrobnog Dodatak antimikrobnih agenasa ~ Hrana srednjeg sadrzaja vlage
kvarenja izvana

Dobra svojstva prevlacenja, Svjeza riba, sir, meso, mesni
niska propusnost na vodenu proizvodi; hrana srednjeg
Zastita od vlage i kisika paru 1 kisik (mogu¢i dodatak sadrzaja vlage; suha hrana,
antioksidanata) orasi, suhi pekarski proizvodi;
grickalice

Sir, procesirane kockice sira,
Zastita veceg broja manjih ~ Niska propusnost vode; ne smije  voce srednjeg sadrzaja vlage;

komada hrane (pakirana u biti ljepljiv smrznuta hrana; sladoled;
vredice ili Salice) proizvodi veli¢ine jednog
zalogaja

Mnoge funkcije jestivih filmova sliéne su onima sinteti¢kih filmova za pakiranje. Medutim,
primjena jestivih filmova mora biti odabrana prema specifi¢noj namirnici, vrsti prehrambenog
proizvoda i glavhom mehanizmu smanjenja kvalitete proizvoda (Peterson i sur., 1999).
Trenutno, jestivi filmovi imaju primjenu kod nekoliko prehrambenih proizvoda, poput voca,
povréa, bombona i nekih orasastih plodova. Voce i povrée oblozeno jestivim filmovima imaju
vecu otpornost na fizicka oStecenja (udarci, vibracije) tkiva, odnosno cijelog proizvoda, te im
se usporava brzina respiracije. Visoko masno mesni i riblji proizvodi (kobasice i fileti) mogu
biti zasticeni od oksidacija primjenom jestivih filmova. Jestivi filmovi s dobrim barijernim
svojstvima na propusnost vlage mogu zastititi voce 1 povrée od dehidratacije. Takoder, to
svojstvo im omogucava 1 sposobnost spreCavanja migracije vlage izmedu heterogenih
sastojaka hrane, na primjer izmedu grozdica 1 Zitarica za dorucak, punila pite 1 kore, Cipsa i
tijesta za pecenje, 1 sli¢no (Han 1 Gennadios, 2005). TrZiSte za minimalno procesiranu hranu
biljezi znacajan rast zadnjih godina, i u skladu s tim postoji potreba za osiguranjem sigurnosti
i produljenja roka trajanja tih proizvoda. Jestivi filmovi primijenjeni na konvencionalnim
materijalima za pakiranje mogu poboljSati njihova opticka svojstva 1 modificirati njihovu
hidrofilnu/hidrofobnu prirodu (Han i Gennadios, 2005). Jestivi biopolimeri mogu se ugraditi u
boje na bazi vode kako bi kontrolirali viskoznost boje i svojstva povrsine boje nakon susenja
(Han i Gennadios, 2005). Jestivi biopolimeri takoder mogu sadrzavati kemikalije, ¢ime se
dobiva jaca struktura filma s ve¢om otpornos¢u i veCom dugovjecnosti. lako takvi filmovi
vi§e nisu jestivi, oni jo$ uvijek ¢uvaju svoju biolosku razgradivost, umanjujuc¢i negativan
utjecaj na okoli§ (Han i Gennadios, 2005). Jestivi filmovi i premazi pronasli su svoju
primjenu jo§ u dalekoj pros$losti. Kinezi se u dvanaestom stolje¢u prakticirali premazivanje
voca voskom kako bi mu produljili rok trajanja. Yuba (skorup sojinog mlijeka) je primjer

jestivog filma koji se tradicionalno koristi u Aziji od petnaestog stoljeca, a koristi se za
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omatanje i oblikovanje mljevenog mesa ili voca. Osim u prehrambenoj industriji, jestivi
filmovi pronasli su primjenu i u farmaceutskoj industriji gdje se koriste za maskiranje
nepozeljnih okusa lijekova. Postoji jo§ potencijalnih ne-prehrambenih primjena jestivih

filmova, a prikazani su na slici 8.

Industrija
papira

Slika 8. Primjena jestivih filmova u prehrambenim i neprehrambenim industrijama (Han i
Gennadios, 2005)

2.6. FUNKCIONALNI JESTIVI FILMOVI

Jestivi filmovi mogu sluziti i kao nosioci bioaktivnih spojeva te se tako postizu funkcionalna
svojstva hrane. Bioaktivni spojevi koji se inkorporiraju u filmove su razni antioksidansi. Prije
primjene antioksidansa u filmovima, potrebno je odrediti njegovu antioksidacijsku aktivnost
kao i njihov doprinos na odredene karakteristike na apliciranoj hrani. Antioksidansi se mogu
dodati kao Cisti spojevi, esencijalna ulja ili kao ekstrakti. Poznato je da se kao Cisti spojevi
mogu dodavati askorbinska i limunska kiselina, resveratrol ili tokoferol. Askorbinska kiselina
sprjeCava enzimatsko posmedivanje voca tako da smanjuje stvaranje kinona koji nastaju
djelovanjem enzima polifenol oksidaze. Dodatak resveratrola, a-tokoferola, vanilina, propil
galata, fenola 1 natrijevog tripolifosfata pozitivno utjeCe na smanjenje lipidne peroksidacije.

Funkcionalni jestivi filmovi s dodanim ¢istim antioksidansima produljuju rok trajanja hrane
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koja je sklona oksidaciji. Esencijalna ulja su aromati¢na i pokazuju antimikrobna svojstva.
Vecina tih ulja mjeSavina je terpena, fenolnih kiselina te ostalih aromatskih i alifatskih
spojeva. Sastav eteri¢nih ulja varira ovisno o vrsti ulja. Dodatkom esencijalnih ulja smanjuje
se lipidna peroksidacija i produljuje se rok trajanja proizvoda. Esencijalna ulja su hidrofobne

prirode, §to im daje svojstvo poboljsanja zastite od propusnosti vodene pare.

Slika 9. Bioaktivni spojevi koriSteni u proizvodnji funkcionalnih filmova

Ekstrakti koji se dodaju jestivim filmovima mogu biti ekstrakt ¢aja, voca, povréa, ginsenga i
drugih biljnih vrsta. Prema podatcima iz znanstvenog rada Gomez-Estaca i suradnika (2007),
filmovi obogaceni origanom ili ekstaktom ruZmarina uspjeli su usporiti lipidnu oksidaciju na
primijenjenom proizvodu (hladno dimljena riba). Primjenom ekstrakata pojacavaju se
antioksidacijska svojstva filmova, poboljsava se kvaliteta i produljuje rok trajanja proizvoda
te se usporava oksidacija lipida. U pravilu, antioksidacijski kapacitet filmova proporcionalan
je koli¢ini dodanih bioaktivnih spojeva (Eca i sur., 2014).

Tablica 3. Pregled znanstvenih istrazivanja o dobivanju jestivih filmova s inkorporiranim

bioaktivnim sastojcima

askorbinska i limunska kiselina Robles-Sanchez i sur., 2013.
Alginat ekstrakt ginsenga Norajit i sur., 2010.
Kalcij Koushki i sur., 2015.
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pire jabuke
ulje ¢esnjaka
ulje origana
a-tokoferol
celuloza
ekstrakt galangana
ekstrakt indijskog ogrozda
origano

ekstrakt ruzmarina

Kitozan esencijalno ulje lista cimeta, oleinska

kiselina
kolagen

laktoferin
oleinska kiselina
ulje cimeta
zelatina
instant zeleni ¢aj

Pektin
ulje lista cimeta

Proteini
sirutke

Olivas i Barbosa-Canovas, 2008.
Rojas-Gratl i sur., 2008.
Pranoto i sur., 2005.
Benavides i sur., 2012.
Blanco-Fernandez i sur., 2013.
Hasegawa i sur., 1994.
Mayachiew i sur., 2010.
Mayachiew i sur., 2010.
Gomez-Estaca i sur., 2007.
GoOmez-Estaca i sur., 2007.
Perdones i sur., 2014.

Zhang i sur., 1997.
Brown i sur., 2008.
Vargas i sur., 20009.
Xing i sur., 2011.
Arvanitoyannis i sur., 1998.
Kang i sur., 2007.
Ayala-Zavala i sur., 2013.
Melgarejo-Flores i sur., 2013.
Mate i Krochta, 1996.

2.7. RUZMARIN KAO 1ZVOR FUNKCIONALNIH SASTOJAKA

Velika pozornost medu ljekovitim biljnim vrstama i za¢inima kao izvorima antioksidansa ve¢
nekoliko godina usmjerena je na ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.). Ruzmarin je
aromati¢na biljka koja ima dugu povijest upotrebe u tradicionalnoj medicini i kulinarstvu kao
zaCin, mijenjaju¢i organolepticka svojstva hrane. Antioksidacijska aktivnost ruzmarina
zasniva se na karnozinskoj kiselini, karnozolu i ruzmarinskoj kiselini, koji spadaju u skupinu
polifenola. Osim navedenih spojeva, antioksidacijskoj aktivnosti ruzmarina doprinose i druge

komponente ruzmarina kao $to su karnozol kinon, neki flavonoidi, rozmanol, epiisorozmanol,
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epirozmanol, rozmadial, metil karnozat. Svi ti spojevi su bioaktivni spojevi koji su nasli
primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji zahvaljujuéi svojim pozitivnim ucincima
na zdravlje ¢ovjeka. Pokazalo se da bioaktivni spojevi ruzmarina mogu djelovati protuupalno,
antitumorski, kao i blagotvorno protiv neuroloskih i metabolickih poremecaja. Zadnjih godina
povecan je interes za koriStenjem prirodnih antioksidansa, medu kojima je i ruzmarinska
kiselina. Prirodni antioksidansi zamjenjuju potencijalno toksi¢ne antioksidanse, poput propil
galata, butirilan hidroksitoluena (BHT) i butirilan hidroksianisola (BHA) (Erkan i sur., 2008).
Esencijalno ulje ruzmarina sadrzi komponente, kao $to su 1-8-kineol, kamfor, a-pinen ili
borneol, a takoder su povezane sa bioloskim aktivnostima, ponajprije sa antioksidacijskim i

antimikrobnim.

Slika 10. Gran¢ica ruzmarina, Rosmarinus officinalis L. te kemijska struktura
hidroksicimetnih kiselina karakteristiénih za ruzmarin (Anonymous 5, 2012;

Macheix i sur., 1990)
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

U ovom radu kao materijali za proizvodnju jestivih filmova koriSteni su prirodni biopolimeri:
kitozan (Acros organic, SAD), pektin (Cargill, Njemacka), alginat (Sigma-Aldrich, SAD) i
proteini sirutke (Davisco Foods International, SAD) te ekstrakt ruzmarina kao izvor
bioaktivnih sastojaka za obogacéivanje filmova. SuSeni listovi i stabljika ruzmarina kupljeni su

od tvrtke Suban d.o0.0., koji su ubrani tijekom 2015. godine u obalnom podrucju Hrvatske.

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema ekstrakata ruzmarina

SuSeni biljni materijal usitnjen je pomocu mlinca za domacinstvo do veli¢ine praskastog
stanja te prosijan kroz sito veli¢ine otvora 500 um kako bi se postigla ujednacena veli¢ina
Cestica. Ekstrakcija biljnog materijala provedena je mijeSanjem 20 g biljnog materijala s 500
mL destilirane vode prethodno zagrijane do 80 C. Postupak ekstrakcije proveden je tijekom
30 min, nakon Cega se uzorak profiltrira pomocu sita za ¢aj (gruba filtracija) te zatim

primjenom vakuum sisaljke uz filter papir Whatman br.4.

3.2.2. Priprema jestivih filmova

Za formiranje filmova koristene su Cetiri vrste polimernih hidrokoloidnih materijala: kitozan
(K), pektin (P), alginat (A) i proteini sirutke (PS) uz dodatak glicerola kao plastifikatora.
Osim zasebnih, ¢istih filmova ovih materijala proizvedeni su filmovi dobiveni kombinacijom

ovih materijala, i to kao mjesavine ili slojevi, a kako je prikazano na slici 11.
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alginat (A) kitozan (K) pektin (P) proteini sirutke (PS)

}ﬁ

alginat-pektin (AP) alginat-proteini sirutke (APS) pektin-proteini sirutke (PPS)

alginat-kitozan (AK) pektin-kitozan (PK) kitozan-proteini sirutke (KPS)

Slika 11. Shematski prikaz dizajna eksperimentalnog dijela rada i uzoraka

Za proizvodnju filmova u staklene caSe odvaze se odredena koli¢ina hidrokoloidnih praskastih
materijala kako bi se pripremile: 3% (w/v) otopine kitozana i pektina, 4% (w/v) otopina
alginata te 5% (w/v) otopina proteina sirutke. Za pripremu filmova, odvagana koli¢ina
biopolimera prelivena je prethodno pripremljenim ekstraktom ruzmarina, dok su za pripremu
kontrolnih filmova s navedenim materijalima suspenzije istih koncentracija pripremljene u
destiliranoj vodi. U slu¢aju filmova s kitozanom pH otopine podesen je na 3,00 dodatkom
octene kiseline. Pri toj pH vrijednosti moguce je potpuno otapanje kitozana. Proteine sirutke
denaturiramo na 70C, zatim hladimo 10 min te su kao takvi spremni za daljnji proces
proizvodnje jestivih filmova od proteina sirutke. Nakon mijeSanja pripremljenih otopina na
magnetskoj mijesalici tijekom 12h, svim otopinama dodano je 1% (w/v) glicerola
(plastifikatora), te je provedena homogenizacija na magnetskoj mijeSalici pri sobnoj
temperaturi te kratkotrajno odzra€ivanje otopina (15 sek) u ultrazvucnoj kupelji kako bi se

uklonili eventualno nastali mjehuriéi zraka.

U slucaju mjesavina dvaju polimera pripremljene su mjeSavine omjera dvaju nosaca 50 : 50,
w/w, jednostavnim mijeSanjem dviju otopina, dok se u slucaju proizvodnje filmova u
slojevima takoder zadrzao jednak omjer materijala (50:50, w/w), odnosno, prvo je nanesen

sloj jednog polimera nakon ¢ega je nanesen sloj drugog polimera iste tezine.



Iz ovako pripremljenih otopina formirani su filmovi lijevanjem u Petrijeve zdjelice (unutarnji
promjer = 11,7 cm). U svaku Petrijevu zdjelicu izlijevano je 20 mL uzorka pomocu staklene
pipete na analitickoj vagi te je konacna masa svih Petrijevih zdjelica ujednacena kako bi se
osigurala homogenost i jednoli¢nost filmova. U slucaju formiranja filmova u slojevima
izlijevano je najprije 10 mL jednog polimera nakon ¢ega je lijevano 10 mL drugog polimera.
Nakon izlijevanja otopina, Petrijeve zdjelice se postave na ravnu povrsinu i filmovi se suse na
temperaturi od 30°C tijekom 72 sata. Nakon susenja, filmovi se uklanjaju iz Petrijevih
zdjelica pomocu Spatule i ¢uvaju u eksikatorima s osiguranim kontroliranim uvjetima vlage

do analize.

3.2.3.Karakterizacija filmova

3.2.3.1. Odredivanje udjela vode (suhe tvari)

Udio vode i suhe tvari odreden je gravimetrijskom metodom (odredivanjem mase prije i

nakon susenja uzorka na 105°C do konstantne mase) prema AOAC metodi (1995).

Aparatura i pribor:

1) staklena ¢asa volumena 100 mL
2) aluminijske posude

3) magnetska mijeSalica

4) staklene pipete volumena 10 mL
5) pinceta, Spatula

6) analitickaa vaga

7) susionik

8) eksikator

Postupak rada:
Udjel vode odnosno suhe tvari odredivan je u ekstraktu ruzmarina te formiranim filmovima.

U osuSenu 1 izvaganu aluminijsku posudicu s izarenim kvarcnim pijeskom izvaze se oko 5,00
g ekstrakta ili 1,00 g filmova na analitickoj vagi. Nakon vaganja posudice s uzorcima suse se

u susioniku na 105°C do postizanja konstante mase. Nakon suSenja i hladenja u eksikatoru,
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posudice s osuSenim uzorcima se ponovo vazu na analitickoj vagi. Sva mjerenja provedena su

u paraleli a udjel vode i suhe tvari u ekstraktima i jestivim filmovima racuna se pomocu

jednadzbi:

Voda (%)=((mo+mz)-m,)/ m;*100
Suha tvar (%)=100-Voda (%)

gdje su:
mo- masa aluminijske posudice
m;- masa uzorka

my- masa aluminijske posudice i uzorka nakon suSenja

3.2.3.2.0dredivangje topljivosti filmova u vodi

[6]

Topljivost filmova u vodi odredena je gravimetrijski metodom prema postupku Rangel-

Marrén i suradnika (2013).

Aparatura i pribor:

1) aluminjska posudica za odredivanje udjela suhe tvari
2) analiticka vaga

3) pipete volumena 10 mL

4) susionik

5) eksikator

Postupak rada:

Filmovi prethodno osuseni na 105°C izvagani su te su pektinski, kitozanski, alginatni te

filmovi od proteina sirutke suspendirani u 30 mL destilirane vode na sobnoj temperaturi, dok

su kitozanski filmovi suspendirani u istom volumenu vode zakiseljene octenom kiselinom

(pH=2). Nakon 24 h mijesanja na magnetskoj mijesalici (200 rpm), filmovi se uklanjaju iz

otopine, a oko 5,00 g dobivene otopine izvaze se u osusenu i izvaganu aluminijsku posudicu.

Nakon vaganja lon¢i¢i s uzorcima se suse na 105 °C do postizanja konstantne mase, hlade i

ponovno se zabiljezi masa. Sva mjerenja provedena su u paraleli.

Topljivosti filmova u vodi racuna se pomocu jednadZbe:

Topljivost u vodi (%)=((mo+m3)-m;)/m;1*100

[7]
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gdje su:
M- masa aluminijskog loncic¢a
m1- masa uzorka

m,- masa aluminijskog loncica i uzorka nakon susenja

3.2.3.3. Odredivanje debljine filmova

Debljina filmova odredena je pomocu digitalnog mikrometra (Helios-Preisser Digital
Micrometer, Type 40 EX, Njemacka). Za svaki film debljina je odredena na nekoliko
razli¢itih mjesta (min. 6) te u sredini filma, a kao rezultat se uzima srednja vrijednost s

pripadaju¢om devijacijom (pm).

3.2.3.4. Odredivanje boje

CIE L*a*b* prostorni model boja je trodimenzionalni sustav boja koji se temelji na percepciji
standardnog promatraca kojeg predstavlja statisticki podatak dobiven nizom mjerenja u
kojima su sudjelovali ljudi dobrog vida bez deformacije videnja boja. Koordinate CIELAB
sustava boja temelje se na Heringtonovoj teoriji suprotnih parova boja, koje ujedno

predstavljaju i osi sustava.

f=1
L]

Slika 12. CIE L*a*b* prostor boja (Petrovic i sur., 2013)
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Raspon boja je crveno-zeleno za os a, raspon boja zuto-plavo za os b, te akromatska os L sa
vrijednosti u rasponu od 0% (crna) do 100% (bijela). Broj¢ane vrijednosti u CIE L*a*b*

kolornom sustavu prikazuju sve boje koje ljudsko oko moze percipirati (Petrovi¢ i sur., 2013).

Postupak rada:

Boja jestivih filmova odredena je pomocu kolorimetra pri ¢emu su dobivene L*, a* i b*
vrijednosti. Za svaki pojedinacni film mjerenje je provedeno na nekoliko razlicitih mjesta, a
rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost s pripadaju¢om devijacijom. Rezultati se
izrazavaju kao vrijednost kolorimetrijske razlike (AE) (Petrovi¢ i sur., 2013). Kolorimetrijska
razlika opisuje kvalitetu reprodukcije, odnosno pokazuje odstupanje reprodukcije od
originala. Odstupanje boja moze se provesti na osnovu vrijednosti kolorimetrijske razlike
prema slijede¢im kriterijima:

AE < 0,2 = razlika boje se ne vidi

AE = (0,2-1) = razlika boje se primjecuje

AE = (1-3) = razlika boje se vidi

AE = (3-6) = razlika boje se dobro vidi

AE > 6 = ocigledna odstupanja boje

Vrijednost kolorimetrijske razlike se izracunava pomocu jednadzbe:

AE= AL*+Aa’+Ab?
AL=Lg—L,

Aa=ag—a [8]
Ab:bo—bl

gdje su:
Lo, a0, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje

L1, a1, bs- vrijednosti ispitivanoga uzorka boje (Petrovi¢ i sur., 2013)

3.2.4. Odredivanje bioaktivnog sastava jestivih filmova

Za odredivanje bioaktivnog sastava filmova pripremljene su otopine svih uzoraka filmova u
vodi, otapanjem 5 g filmova u 30 mL destilirane vode te mijesanjem na magnetskoj mijesalici
tijekom 24 h. U uzorke kitozanskih filmova dodana je octena kiselina u svrhu podesavanja

odgovaraju¢e pH vrijednosti pri kojoj su ti filmovi topljivi u vodi. Dobivene otopine svih
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filmova su nakon otapanja i pripreme ekstrakata centrifugirane na 5000 okretaja/min tijekom

5 min te je za analize koriSten samo bistri supernatanat.

3.2.4.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli odredeni su spektrofotometrijski prema metodi koja se temelji na
kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteau reagensom (Singleton i Rossi, 1965).
Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline, a pri oksidaciji
fenolnih tvari iz uzorka ove kiseline se reduciraju u wolframow oksid i molibdenov oksid,
koji su plavo obojeni. Intenzitet nastalog plavog obojenja mjeri se pri 765 nm kroz 1 sat. Kao

standard se koristi galna kiselina.

Reagensi:

1) Folin- Ciocalteau reagens (razrijeden vodom u omjeru 1:2)

2) 20 %- tna otopina natrijevog karbonata (Na,CO3)

Aparatura i pribor:

1) staklene epruvete

2) stalak za epruvete

3) pipete volumena 10 mL

4) mikropipete volumena 100 pL i 500 pL
5) kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

6) spektrofotometar

Postupak rada:
U epruvetu se otpipetira 3,95 mL destilirane vode, 50 uL uzorka, 2,50 mL Folin-Ciocalteu

reagensa i 7,5 mL 20%-tne otopine Na,COj3. Nakon dodatka 20%-tne otopine Na,COj3 pokrece
se reakcija te uzorci stoje 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon Cega se mjeri apsorbancija
razvijenog plavog obojenja spektrofotometrijski na 765 nm. Istodobno sa uzorcima priprema
se 1 slijepa proba, na isti nacin kao i uzorci samo §to umjesto uzorka sadrzi 50 pL destilirane
vode. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralelne probe, a kao rezultat se uzima srednja

vrijednost. Na osnovu jednadzbe bazdarnog pravca, rezultati se izrazavaju kao mg
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ekvivalenata galne kiseline (GAE)/g cCestica. Udio ukupnih polifenola ratuna se pomocu

jednadzbe:

y=0,001x-0,0001 [9]

gdje su:
y- izmjerena vrijednost apsorbancije pri 765 nm

X- koncentracija otopine galne kiseline (mg/L)

3.2.4.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

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

ove metode preuzet je iz originalnog rada Re i suradnika (1999).

Reagensi

1) etanol (96 %- tni)

2) 140 mM otopina kalijevog peroksodisulfata (K,S,0s)

3) 7 mM otopina 2,2'- azinobis (3- etilbenzotiazolin- 6- sulfonska kiselina) diamonijeve soli
(ABTS)

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

Aparatura i pribor

1) odmjerna tikvica volumena 100 mL

2) epruvete
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3) stalak za epruvete

4) pipete volumena 0-10 mL

5) mikropipeta volumena 0-100 pL

6) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

7) spektrofotometar

Postupak rada
Otopina ABTS radikal-kationa priprema se oksidacijom 7 mM vodene otopine ABTS

reagensa s 140 nM Kalijevim peroksodisulfatom, do kona¢ne koncentracije otopine kalijevog
peroksodisulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove otopine potrebno je pomijesati 88 uL 140 mM
otopine kalijevog perolsodisulfata te nadopuniti sa 7 mM otopinom ABTS reagensa do
volumena od 5 mL. Pripremljenu otopinu potrebno je omotati folijom i ostaviti stajati preko
no¢i (min. 12-16 h), jer ABTS i Kkalijev peroksodisulfat reagiraju u stehiometrijskom odnosu
1:0,5 pa neée doci do potpune oksidacije. Nakon odstajanja, otopina se razrijedi etanolom
(96%) do kona¢ne koncentracije ABTS radikal-kationa od 1%, tako da apsorbancija
pripremljene otopine iznosi 0,7+0,2. Alikvot od 40 pL uzorka pomijesa se u epruveti s 4 mL
ABTS radikal-kationom, te se nakon 6 minuta spektrofotometrijski mjeri apsorbancija na 734
nm. Mjerenja se rade u dvije paralele za svaki uzorak, a kao rezultat se uzima srednja
vrijednost. Takoder se priprema i slijepa proba u koju umjesto uzorka dodajemo 40 uL
destilirane vode. Oduzimanjem apsorbanicje uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se
vrijednost AE, koja se koristi za izratunavanje kona¢nog rezultata. Kona¢ni antioksodacijski
kapacitet u ispitivanim uzorcima izracunava se pomocu baZdarnog pravca konstruiranog za
standard Trolox-a (10) koji prikazuje ovisnost apsorbancije (AA) o koncentraciji standarda
(mg L™):

y = 0,303x + 0,0006 [10]

gdje su:
x- antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox-a L™)

y- izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm

3.2.4.3. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina
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Protokol za ovu metodu preuzet je iz originalnog rada Matkowski i suradnika (2008). Metoda
je preuzeta iz Poljske farmakopeje (6.izd., 2005), a koriStena je za odredivanje

hidroksicimetnih kiselina u listu maslac¢ka.

Reagensi:
1) 0,5 M HCI

2) Arrnow reagens- 10 % wi/v vodena otopina natrijevog nitrita i natrijevog molibdata

3) 8,5 % vodena otopina natrijevog hidroksida

Aparatura i pribor

1) odmjerna tikvica volumena 300 mL

2) epruvete

3) stalak za epruvete

4) pipete volumena 0- 10 mL

5) mikropipete volumena 0- 100 pL

6) kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

7) spektrofotometar

Postupak rada

Uzorak volumena od 1 mL pomijeSan je u epruveti sa 2 mL 0,5 M klorovodi¢ne kiseline, 2
mL Arnowa reagensa, 2 mL otopine NaOH, te je dopunjen destiliranom vodom do 10 mL.
Paralelno se priprema 1 slijepa proba koja sacinjava sve kao i pripremljena otopina za
mjerenje, osim §to se umjesto uzorka koristi 1 mL destilirane vode. Takoder, pripremaju se 1
dvije paralele svakog uzorka. Apsorbancija se mjeri spektrofotometrom netom nakon
pripreme otopine za mjerenje na 490 nm. Udjel hidroksicimetnih kiselina izrazen je kao

postotak uzevsi u obzir apsorbanciju kafeinske kiseline, a izratunava se prema jednadzi:

y =0,0025x + 0,0054

[11]

gdje su:
X — koncentracija otopine kafeinske kiseline (mg/L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 490 nm
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3.2.4.4. Otpustanje bioaktivnih spojeva iz formuliranih filmova

Otpustanje bioaktivnih spojeva iz formuliranih filmova praceno je izuzimanjem alikvota
uzoraka iz odgovaraju¢eg medija u odredenim vremenskim razmacima (0-24h). Kao medij za
otpustanje koriStena je simulacijska otopina gastrointestinalnog trakta pri niskom pH (pH=
2,0). Kao parametri kojima se odredivala kinetika otpustanja mjereni su udjel ukupnih
polifenola s Folin-Ciocalteu reagensom te antioksidacijski kapacitet ABTS metodom. Za
odredivanje kinetike otpusStanja, priblizno 0,5 g usitnjenih filmova suspendira se u 30 mL
medija. Cestice su konstatno mije$ane na magnetskoj mijesalici (podesenoj na 100 rpm) te se
U odredenim vremenskim razmacima iz otopine izuzima po 2 mL tekucine. Uzorci se dalje
uzimaju u odredenim vremenskim razmacima do posljednjeg uzorkovanja u 24 satu. U ovako
dobivenim alikvotima od 2 mL odreduje se udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski
kapacitet pomocu prethodno navedenih metoda a rezultati se izrazavaju kao mg GAE/g filma

ili mmol Trolox/g filma.

3.2.5. Senzorska analiza

Senzorsko ocjenjivanje filmova provedeno je primjenom hedonisticke bodovne ljestvice, s
ocjenama od 1-10, prema kojoj 10 oznacava izrazito pozeljnu kvalitetu, a 1 oznacava defektan
proizvod. U senzorskom ocjenjivanju sudjelovalo je 30 panelista, djelatnika i studenata
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta (podjednak broj osoba muskog i zenskog spola,
starosti izmedu 25 - 40 godina) (Ozdemir i Floros, 2008).

Panelisti su prije samog ocjenjivanja raspravljali 1 upoznavali se sa slicnim uzorcima te sa
skalom intenziteta, dok se nije postigao dogovor oko senzorskih atributa koji ¢e biti
ocjenjivani te njihove kvantifikacije. Uzevsi u obzir prethodna iskustva panelista i znanstvene
radove iste tematike, izabrani su atributi koji su se Cinili najpogodnijima za senzorsku
karakterizaciju uzoraka.

Senzorskom analizom ocjenjivani su: izgled, boja, transparentnost, elasti¢nost i prihvatljivost.
Rezultati senzorskog ocjenjivanja prikazani su kao srednja vrijednost i pripadajuca devijacija

za svako ocjenjivano svojstvo.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu proizvedeni su funkcionalni jestivi filmovi primjenom prirodnih biopolimera:
alginata, kitozana, pektina i proteina sirutke te njihovih kombinacija u ekstraktu ruzmarina
kao izvoru funkcionalnih, bioaktivnih sastojaka. U svrhu poboljsanja fizikalno-kemijskih
svojstava jestivih filmova uz Cciste zasebne filmove svakog pojedinog biopolimera
pripremljene su i kombinacije biopolimera kao mjesavin: alginata i pektina (AP), alginata i
proteina sirutke (APS) i pektina i proteina sirutke (PPS), te kao slojevi biopolimera: alginata i
kitozana (AK), pektina i kitozana (PK) i kitozana i proteina sirutke (KPS). U ovom poglavlju
prikazani su rezultati karakterizacije fizikalno-kemijskih, senzorskih svojstava te bioaktivnog

sastava formuliranih filmova.

Osnovna fizikalno-kemijska svojstva (udjel suhe tvari (udjel vode), topljivost filmova u vodi
te debljina filmova) prikazana su u tablici 4. Boja jestivih filmova ispitana je CIE L*a*b*
prostornim modelom, a rezultati mjerenja prikazani su u tablici 5. Spektrofotometrijskim
metodama odreden je bioaktivni sastav formuliranih filmova i to; udjel ukupnih polifenola
(FC metoda), udjel hidroksicimetnih kiselina (metoda za odredivanje udjela hidroksicimetnih
kiselina) i antioksidacijski kapacitet (ABTS metoda). Udjel ukupnih polifenola prikazan je na
slici 16, udjel hidroksicimetnih kiselina na slici 17, te antioksidacijska aktivnost na slici 18.
Provedena su i otpuStanja ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta filmova
proizvedenih od zasebnih (slike 19 i 20), mjesavina (slike 21 i 22) te slojeva biopolimera
(slike 23 i 24) u vodi. Senzorska karakterizacija jestivih filmova koriste¢i hedonisticku

bodovnu ljestvicu, prikazana je na slici 25 a), b) i c).
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4.1. FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA FORMULIRANIH FILMOVA

Tablica 4. Udjel vode i suhe tvari, debljina te topljivost formuliranih filmova u vodi

Uzorci Suha tvar
(%)

86,00+2,03

85,40+1,54

82,26+3,09

84,90+3,72

83,72+0,22

Udjel vode
(%)

14,00£2,03

14,60+1,54

17,74+3,09

15,1043,72

16,28+0,22

Debljina filmova
(Hm)

173,25+31,46

135,75+19,45

241,33+20,39

214,13+19,30

159,88+25,34

Topljivost u vodi
(%)

41,60+13,08

17,09+5,96

28,51+6,44

24,45+18,60

59,08+5,38
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Udjel vode u svim formuliranim filmovima kretao se u rasponu od 13,56 do 17,74 %. Izmedu
filmova proizvedenih od zasebnih, mjesavina i slojeva biopolimera nisu uocene znacajne
razlike u udjelu vode, odnosno, suhe tvari. Promatrajuci filmove proizvedene od zasebnih
biopolimera najveci udjel suhe tvari pokazali su alginatni filmovi (86,40 %), dok najmanji
udjel pokazuju filmovi formirani od mjesavina biopolimera alginata i proteina sirutke (82,26
%). Posljedi¢no, ti filmovi imaju najmanji (13,60 %), odnosno najveéi udjel vode (17,74 %).
Kod filmova proizvedenih od slojeva biopolimera, kombinacija kitozan-proteini sirutke
pokazuju najveci udjel suhe tvari (86,44 %), tako da imaju i najmanji udjel vode (13,56 %). S
obzirom na nedostatak jednolikog trenda u udjelu vode odn. suhe tvari, nije moguce izvesti
zakljucak o utjecaju pojedinog biopolimera na zadrzavanje vode te filmogena svojstva

proizvedenih filmova.

U istrazivanju kitozanskih filmova sa dodatkom bioaktivnih spojeva laktoferina, koncentrata
proteina sirutke i glikomakropeptida, Bourbon i suradnika (2011) dosli su do zakljuc¢ka da
dodatak bioaktivnih spojeva povecava udjel vode u jestivim filmovima, pri ¢emu su
vrijednosti iznosile 14,11- 15,53%. Film proizveden od zasebnog biopolimera kitozana
sadrzavao je 12,72% vode. Posto je koli¢ina vode pokazatelj hidrofilnosti, a ona je veca Sto je
veci sadrzaj vlage (Bourbon i sur., 2011), jasno je da dodatkom bioaktivnih spojeva dolazi i
do povecanja koli¢ine vode u jestivim filmovima. U usporedbi s ovim rezultatima, filmovi
proizvedeni u ovom radu imaju neznatno vece vrijednosti udjela vode nego u istraZivanju
Bourbona i suradnika (2011), Sto moze biti posljedica vrste i udjela primijenjenog

plastifikatora te nac¢ina suSenja filomva.

Debljina filmova prema dobivenim rezultatima u zna¢ajnoj je ovisnosti o vrsti primjenjenog
biopolimera. Kod filmova proizvedenih od zasebnih biopolimera najvecu debljinu pokazuju
pektinski filmovi (173,25 um), dok kitozanski pokazuju najmanju vrijednost debljine (133,75
pm). Prema istrazivanju Benavidesa i suradnika (2012), filmovi proizvedeni od zasebnog
biopolimera alginata sa dodatkom esencijalnog ulja sa origanom kao izvorom bioaktivnih
sastojaka imali su debljinu u rasponu od 36 do 42 um. U usporedbi s rezultatima Benavidesa i
suradnika (2012) filmovi proizvedeni u ovom radu znacajno su vece debljine, §to moze biti
posljedica kao i prije navedene vrste i udjela primijenjenog plastifikatora te prvenstveno
konacne primjene filmova koja diktira njihova osnovna fizikalno-kemijska svojstva. Prema
dobivenim rezultatima, filmovi formulirani od mjeSavina biopolimera posjeduju najvecu
debljinu sa vrijednostima > 200 pm. Filmovi formirani od mjeSavine alginata i pektina

pokazali su najvecu debljinu (288,25 um) medu svim formiranim filmovima. Formuliranjem
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filmova od slojeva biopolimera, dobiveni su filmovi manje debljine, u rasponu od 159,88 pum
za filmove od slojeva pektina i kitozana (PK) do 190,63 um za filmove od slojeva kitozana i
proteina sirutke (KPS). Usporedbom razlicitih biopolimera te njihovih kombinacija, pokazalo
se da primjena pektina doprinosi debljini filmova, dok su filmovi formirani od kitozana

opcenito najmanje debljine, bilo zasebno ili u kombinacijama.

Analiziraju¢i rezultate topljivosti u vodi jestivih filmova vidljive su znacajnije razlike u
vrijednostima u odnosu na vrijednosti za suhu tvar (udjel vode) i debljinu. Najvecu topljivost
u vodi kod cistih filmova pokazuju filmovi od alginata (52,49 %), dok najmanju pokazuju
kitozanski filmovi (9,46 %). U istrazivanju Bourbona i suradnika (2011) ispitana je i
topljivost formuliranih filmova te se i ona pokazala ve¢om kod filmova sa dodatkom
bioaktivnih spojeva (43,89- 47,11 %) u odnosu na filmove proizvedene od zasebnog
biopolimera kitozana (42,05 %). Zasebni, Cisti kitozanski filmovi proizvedeni u ovom radu
imali su znac¢ajno manju topljivost (9,56%), koja se kombinacijom s drugim biopolimerima
povecavala. Kod filmova formuliranih od slojeva biopolimera, alginat-kitozanski filmovi
najvise su topljivi u vodi (69,20 %), dok su kitozan-proteinski najmanje topljivi (42,46 %).
Promatrajuc¢i filmove formirane kao mjeSavine, najveéu topljivost pokazali su filmovi
formulirani od mjesavine alginata i pektina (42,78 %), a najmanju topljivost pokazuju filmovi
formulirani od mjeSavine Kitozana i proteina sirutke (24,45 %). Usporedujuc¢i dobivene
vrijednosti medu formiranim skupinama filmova, vidljivo je da su ¢isti filmovi od kitozana i
proteina sirutke, te filmovi formulirani kao mjesavine i slojevi S ova dva biopolimera manje ili
najmanje topljivi u vodi. Nadalje, filmovi formulirani od alginata, bilo ¢isti, mjeSavine ili
slojevi, najviSe su topljivi u vodi. Poznavanje topljivosti ovih filmova iznimno je bitno zbog
njihove kona¢ne primjene te postizanja odgovarajucih barijernih svojstava prema vanjskim
utjecajima u doticaju s proizvodom. Prema dobivenim rezultatima, primjena alginatnih
filmova preporucljiva je za proizvode koji se ispiru ili su u kontaktu s vodom te se predvida
njihovo uklanjanje s proizvoda, dok su kitozanski filmovi otporniji te namijenjeni

proizvodima s potrebnim izraZenijim barijernim svojstvima prema vodi.
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Tablica 5. Kolorimetrijski parametri boje formuliranih filmova

*

Uzorci L a* b* AE Svjetlina  Opalescencija
A 23,69+0,66 0,21+0,10 5,62+0,22 5,17+0,22 3,16+0,15 11,47+0,39
S — 29,80+0,73 0,10+0,44 8,28+1,16 8,36+1,20 4,55+0,39 11,94+0,89
K 18,68+1,24  2,09+0,32 6,43+1,42  107,78+5,77  2,34+0,05 13,56+2,21
PS 23,89+1,44 0,59+0,96 9,76+0,33 86,84+7,02 1,56%0,09 9,44+2 11
AP 28,14+0,90 0,17+0,22 7,57+0,12 51,01+0,71 4,65+0,01 12,13+1,45
MijeSavine APS 35,56+0,02  1,93+0,25  16,24+0,22 353,83#8,52  2,40+0,55 32,31+0,98
PPS 31,24+1,00  1,03+0,17  11,33+0,68 130,12+9,13  1,95+0,26 16,54+1,09
KPS 14,87+0,14 1,33+0,18 9,71+0,81 201,03+12,12 1,06+0,06 6,35+0,27
AK 15,68+6,51 3,10+0,63 7,32+1,13 13,23+5,42 1,56+1,20 12,86+8,86
Slojevi PK 27,01+3,85 3,76+2,26 10,88+7,19 10,71+8,07 3,60+1,63 23,40+8,77
KPS 18,54+8,91 2,62+1,40 10,86+1,56 14,03+6,28 1,94+1,67 9,42+4,27
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Rezultati ispitivanja kolorimetrijskih parametara na svim formuliranim uzorcima u ovom radu
prikazani su u tablici 5. Dobivene vrijednosti za parametre L*, a* i b* znacajno se razlikuju
za razlicito formulirane filmove, odnosno ovisno o nainu formiranja filmova (zasebni,
mjesavine ili slojevi biopolimera). Opcenito, filmovi proizvedeni od mjesavina biopolimera
pokazali su veée vrijednosti svjetline L*, u odnosu na zasebne i filmove u slojevima. Filmovi
proizvedeni od mjesavine biopolimera alginat-pektin pokazali su najve¢u L* vrijednost
(35,56), sto prema definiciji ovog parametra ukazuje da od svih ispitivanih filmova sadrze
najvise blijedo-zute boje. Najmanja L* vrijednost odredena je za filmove koji u sastavu sadrze
kitozan, pri ¢emu se posebice isticu filmovi proizvedeni od mjesavine biopolimera u
kombinaciji kitozan-proteini sirutke (14,87). Filmovi proizvedeni od slojeva biopolimera
pokazuju najvece vrijednosti parametra a* u odnosu na filmove proizvedene od zasebnih i
mjeSavina biopolimera. Najveéu vrijednost za spomenuti parametar pokazali su filmovi
proizvedeni od slojeva biopolimera u kombinaciji pektin-kitozan (3,76) te se tako pokazali
kao filmovi sa najzastupljenijom crvenom komponentom boje. Najmanju zastupljenost crvene
boje pokazali su filmovi proizvedeni od zasebnog biopolimera pektina (0,10). Parametar b*
koji oznacava zelenu komponentu boje najprisutniji je kod filmova proizvedenih od mjeSavine
biopolimera u kombinaciji alginat-proteini sirutke (16,24), te je opcenito neSto veéi za
filmove proizvedene u slojevima. Prema dobivenim rezultatima za vrijednost ukupne razlike
boje - AE, vidljiva je znacajna razlika izmedu pojedinih filmova proizvedenih od zasebnih,
mjeSavina i slojeva biopolimera. Ovaj parametar pokazuje da filmovi proizvedeni od
mjesavina biopolimera imaju zna¢ajno izraZeniju ukupnu razliku boje u odnosu na druge dvije
skupine spojeva. Posebice se pritom istice film proizveden od mjeSavine biopolimera alginata
i proteina sirutke za kojeg je odredena najveca ukupna razlika boje ali i najveca opalescencija,
te se pojava ovog svojstva moZe smatrati objaSenjenjem za uocene izraZene razlike u boji
uzoraka. S obzirom na ovo svojstvo, pokazalo se da kombinacija biopolimera kitozana i
proteina sirutke karakterizira filmove dobre transparentnosti ili male opalescencije, $to prema
rezultatima moZe biti posljedica manje opalescencije Cistih, zasebnih filmova proizvedenih od
ova dva materijala. Odredivanje svjetline formuliranih filmova ukazalo je na najvece
vrijednosti filmova koji u sastavu sadrze pektin, Sto je posljedica najveée numericke
vrijednosti ovog parametra za Cisti zasebni film pektina (4,55). Ovi rezultati mogu se povezati

i sa velikom vrijednosti parametra L* za ovaj uzorak.
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4.2. VIZUALNI IZGLED FORMULIRANIH FILMOVA

Slika 13. Digitalne fotografije filmova formuliranih u ekstraktu ruzmarina i ¢istih zasebnih

biopolimera a) alginata, b) pektina, c) kitozana i d) proteina sirutke

Prema vizualnim karakteristikama filmova, prikazanima na digitalnim fotografijama na slici
13, kitozanski filmovi (slika 13c) pokazali su se najtamnijima, dok su najsvijetliji alginatni
filmovi (slika 13a). Ova dva filma takoder su imala i najbolje morfoloske karakteristike
povrsine filmova, odnosno najravniju povrsinu bez vidljivih neravnih dijelova ili napuklina. S
obzirom na sjaj filmova, svi filmovi osim pektinskih (slika 13b) imali su zadovoljavaju¢ sjaj,

pri ¢emu su se ipak izdvajali kitozanski i proteinski filmovi (slika 13d) s vrlo visokim sjajem.
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Slika 14. Digitalne fotografije filmova formuliranih u ekstraktu ruzmarina i od mje$avina
biopolimera u kombinacijama a) alginat-pektin, b) alginat-proteini sirutke, c)

pektin-proteini sirutke i d) kitozan-proteini sirutke

Na slici 14 prikazane su digitalne fotografije filmova proizvedenih od mjesavina biopolimera.
Vizualna karakterizacija boje filmova na slici 14, pokazala je najsvjetliju boju filma
proizvedenog od mjeSavine pektina i proteina sirutke (slika 14c), a najtamniju filma od
mjesavine alginata i proteina sirutke (slika 14b). Film proizveden od mjeSavine biopolimera u
kombinaciji kitozan-proteini sirutke (slika 14d), pokazao je izrazito nejednoliku strukturu
filma §to moze biti posljedica kompleksnosti matriksa filma, odnosno mogucih interakcija
mjeSavine primijenjenih biopolimera. Filmovi proizvedeni od mjeSavine biopolimera alginat-

proteini sirutke pokazali su najveci sjaj i glatko¢u povrsine filma.
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Slika 15. Digitalne fotografije filmova formuliranih u ekstraktu ruzmarina i od slojeva
biopolimera u kombinacijama a) alginat-kitozan, b) pektin-kitozan, c) proteini

sirutke-kitozan

Slika 15 prikazuje digitalne fotografije filmova proizvedenih od slojeva biopolimera. S
obzirom na ujednacenost debljine i boje filmova, filmovi proizvedeni od slojeva proteina
sirutke i kitozana (slika 15¢) pokazali su se najboljima, ¢emu je pridonijela i njihova mala
debljina i povoljna teksturalna svojstva, posebice savitljivost. Pojava trubiditeta pri
filmovima od alginata i kitozana (slika 15a) te pektina i kitozana (slika 15b), posljedica je
mogucih ionskih interakcija izmedu ovih biopolimera s obzirom na njihov polielektrolitski
karakter. Film proizveden od slojeva biopolimera u kombinaciji pektin-kitozan (slika 15b)
ima najlosiji vizualni izgled te, hrapavu povrsinu, $to moze biti dokaz najizrazenijih

prethodno navedenih interakcija te pojavom vidljivih precipitiranih aglomerat.
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4.3. BIOAKTIVNI SASTAV FORMULIRANIH FILMOVA

4.3.1. Udjel bioaktivnih spojeva i antioksidacijski kapacitet filmova formuliranih s ekstraktom

ruzmarina
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Slika 16. Udjel ukupnih polifenola (mg GAE/g filma) u filmovima formuliranim u ekstraktu

ruzmarina

Slika 16 prikazuje udjel ukupnih polifenola u formuliranim funkcionalnim filmovima
pripremljenim od razli¢itih zasebnih biopolimera, njihovih mjeSavina i slojeva. Usporedbom
svih formuliranih filmova, vidljivo je da filmovi proizvedeni od mjesavina biopolimera sadrze
najve¢i udjel ukupnih polifenola, pri ¢emu se najviSe istice mjeSavina pektina i proteina
sirutke (42,33 mg GAE/g filma), $to moze biti posljedica najveceg udjela ukupnih polifenola i
Cisitih zasebnih filmova proizvedenih od ova dva materijala. Kod filmova proizvedenih iz
zasebnih biopolimera najveci udjel ukupnih polifenola pokazao je pektinski film, a najmanji
kitozanski film. Filmovi proizvedeni od zasebnih biopolimera sadrze manji udjel ukupnih
polifenola od filmova pripremljenih od mjeSavina biopolimera, ali ve¢i od filmova
pripremljenih od slojeva biopolimera. Kod filmova proizvedenih od slojeva biopolimera,

kombinacija alginata i kitozana pokazala je najve¢i udjel, dok je kombinacija pektina i
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kitozana pokazala najmanji udjel ukupnih polifenola (3,63 mg GAE/g filma), ne samo medu
filmovima proizvedenih od slojeva biopolimera, ve¢ i medu svim formuliranim filmovima.
Usporedbom teoretskih vrijednosti udjela ukupnih polifenola u filmovima proizvedenih od
mjeSavina biopolimera, izracunatih kao zbroj udjela ukupnih polifenola u filmovima od
jednakih zasebnih biopolimera, nisu primije¢ene znacajnije razlike u odnosu na
eksperimentalne vrijednosti. S obzirom da je udjel ukupnih polifenola u filmovima
formuliranim od slojeva biopolimera znatno manji od teoretskih vrijednosti, rezultati ukazuju
na filmove formulirane od mjeSavina biopolimera kao najbolji nafin postizanja bioaktivno
bogatih, funkcionalnih filmova. S obzirom na vrstu biopolimera, mozZe se primijetiti da
prisutnost proteina sirutke u filmovima proizvedenim i od mjesavina i slojeva biopolimera
rezultira ve¢im udjelom ukupnih polifenola, Sto moze biti posljedica interakcije proteina s
Folin-Ciocalteu reagensom za odredivanje udjela ukupnih polifenola te prividnim povecanjem
udjela ukupnih polifenola. Takoder, filmovi proizvedeni od kitozana, ili u kombinaciji s
kitozanom imaju manji udjel ukupnih polifenola kao posljedica manje topljivosti kitozanskih

filmova u vodi.
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Slika 17. Udjel hidroksicimetnih kiselina (mg CAE/g filma) u filmovima formuliranim u

ekstraktu ruzmarina
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Kao i1 u slucaju udjela ukupnih polifenola, primije¢en je jednak trend udjela ukupnih
hidroksicimetnih kiselina. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina u formuliranim
filmovima (slika 17) pokazalo je da je najveéi udjel hidroksicimetnih kiselina odreden u
filmovima dobivenim od mjeSavina biopolimera, nakon ¢ega slijede filmovi proizvedeni od
zasebnih polimera te naposlijetku filmovi od slojeva biopolimera. Od svih ispitivanih filmova,
film proizveden od mjesavine alginata i proteina sirutke sadrzavao je najveci udjel ukupnih
hidroksicimetnih kiselina (73,59 mg CAE/g filma), dok je najmanji udjel ovih spojeva
odreden u filmu proizvedenom od slojeva pektina i kitozana (9,95 mg CAE/g filma), jednako
kao i u slu¢aju udjela ukupnih polifenola. Cisti kitozanski filmovi, kao i kombinacija ostalih
biopolimera s kitozanom ponovno je rezultirala namjanjim udjelom ukupnih hidroksicimetnih
kiselina. Kod filmova proizvedenih od slojeva biopolimera u kombinacijama alginat- kitozan
(AK), pektin- kitozan (PK) i kitozan- proteini sirutke (KPS), vidljivo je da je prisutnost
kitozana dala filmove s najmanjim udjelom hidroksicimetnih kiselina. Filmovi proizvedeni od
zasebnih biopolimera alginata i pektina sadrze veliki udjel ispitivanih kiselina, te je
posljedi¢no koristenje ova dva biopolimera u mjesavinama rezultiralo dobivanjem filmova sa
visokim udjelima hidroksicimetnih kiselina (AP, APS, KPS, PPS).
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Slika 18. Antioksidacijski kapacitet (mmol Trolox/g filma) filmova formuliranih u ekstraktu
ruzmarina
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Ispitivanje antioksidacijskog kapaciteta pokazalo je znacajno drugaciji trend i poredak
uzoraka u odnosu na prethodno odredene udjele ukupnih polifenola i hidroksicimetnih
kiselina. Najveca razlika uocena je kod filmova proizvedenih od slojeva biopolimera, koji su
karakterizirani najmanjim udjelima ukupnih polifenola hidroksicimetnih kiselina, ali visokim
antioksidacijskim kapacitetom. Filmovi proizvedeni od slojeva alginata i kitozana pokazali su
najvecu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta medu svim formuliranim filmovima (0,067
mmol Trolox/g filma). Najmanja vrijednost kod svih ispitivanih uzoraka odredena je u
filmovima proizvedenim od zasebnog biopolimera proteina sirutke (0,001 mmol Trolox/g
filma). Kombiniranje biopolimera, u mjesavinama i slojevima, rezultiralo je povecanjem
antioksidacijskog kapaciteta, uz izuzetak kombinacije pektina i kitozana formuliranima kao
slojevi, gdje se antioksidacijski kapacitet smanjio. lako su proteini sirutke pokazali najmanji
antioksidacijski kapacitet, njihovim kombiniranjem sa ostalim biopolimerima proizvedeni su

filmovi sa visokim antioksidacijskim kapacitetom.

4.3.2. Kinetika otpustanja bioaktivnih spojeva iz formuliranih filmova u simuliranim uvjetima

gastro-intestinalnog trakta
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Slika 19. Profil otpustanja ukupnih polifenola (mg GAE/g filma) iz filmova proizvedenih od
zasebnih biopolimera
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Prema rezultatima otpuStanja ukupnih polifenola iz filmova formiranih od zasebnih
biopolimera primije¢uje se jednak profil postepenog otpustanja ukupnih polifenola iz
alginatnog, pektinskog i proteinskog filma do 30 minute, nakon Cega se postize ravnotezno
stanje. Otpustanje iz kitozanskog filma pokazalo je najpovoljniji profil, prema kojem se
ukupni polifenoli otpustaju kontinuirano tijekom 24 h, nakon Cega je izmjereno 31,47 mg
ukupnih polifenola/g filma. Kinetika otpustanja ukupnih polifenola pokazala je i manje
fluktuacije udjela ovih spojeva tijekom mjerenja iz alginatnih, pektinskih i proteinskih
filmova $to moze biti posljedica nepazljivog i nepravilnog rukovanja uzorcima ili mogucih
interakcija reagensa i analita koji su prouzrocili pogreske u mjerenju. Usporedbom udjela
ukupnih polifenola (mg GAE/g filma) u filmovima formuliranim u ekstraktu ruzmarina (slika
16) i otpustanje ukupnih polifenola (mg GAE/g filma) u filmovima formuliranim u ekstraktu
ruzmarina (slika 19) zanimljivo je primijetiti kako kitozanski filmovi sa skoro najmanjim
udjelom ukupnih polifenola, od svih ispitivanih uzoraka, imaju najveéu koli¢inu otpustenih
ukupnih polifenola. S obzirom da je eksperiment otpusStanja proveden u simuliranoj otopini
gastrointestinalnog trakta sa prisustvom probavnih enzima te niskog pH (pH= 1,5), ovakav
medij pogodovao je kitozanskim filmovima koji pri niskom pH imaju vecu topljivost te se

uslijed degradacije filma omogucilo otpustanje polifenolnih spojeva.
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Slika 20. Profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox/g filma) iz filmova
proizvedenih od zasebnih biopolimera
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Antioksidacijski kapacitet medija pri odredivanju profila otpustanja iz zasebnih filmova
slijedi jednaku tendenciju kao i udjel ukupnih polifenola. Filmovi formulirani od proteina
sirutke pokazali su najmanji, dok su kitozanski filmovi pokazali najve¢i antioksidacijski
kapacitet prilikom otpusStanja. Alginatni, pektinski i proteinski filmovi ponovno su vrlo brzo
otpustili spojeve s izrazenim antioksidacijskim djelovanjem, tijekom prvih 30 minuta, dok se
kod kitozanskih filmova postiglo kontinuirano otpusStanje Sto rezultira 1 postepenim

poveéanjem antioksidacijskog kapaciteta do 0,121 mmol Trolox/g filma nakon 24h.

mg GAE/g filma

0 5 10 20 30 45 60 90 120 240 1440

min

—o—KPS —@—APS PPS =>¢=AP

Slika 21. Profil otpustanja ukupnih polifenola (mg GAE/g filma) iz filmova proizvedenih od
mjeSavina biopolimera

Filmovi proizvedeni od mjeSavina biopolimera pokazali su brzu kinetiku otpusStanja ukupnih
polifenola u odnosu na filmove od Cistih, zasebnih biopolimera. U ovom slucaju, ve¢ina
ukupnih polifenola otpustena je tijekom prvih 10 minuta, osim pri filmu dobivenom od
mjeSavine pektina i proteina sirutke u kojem se brzo otpusStanje dogada tijekom prvih 20
minuta, nakon Cega se postize ravnotezno stanje. Pad vrijednosti udjela ukupnih polifenola
primije¢en kod nekih uzoraka posljedica je nestabilnosti ukupnih polifenola u mediju za
otpustanje, pri ¢emu polifenoli vjerojatno podlijezu razli¢itim rekacijama polimerizacije ili
interakcije s drugim komponentama matriksa te nemaju moguénost reakcije sa reagensom.

Filmovi proizvedeni od mjeSavine biopolimera u kombinaciji alginat-pektin pokazali su
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najvecu koli¢inu otpustenih ukupnih polifenola, koja je iznosila od maksimalnih 27,61 do
konac¢nih 23,44 mg GAE/g filma. Na slici 16 vidljivo je da filmovi proizvedeni od zasebnih
biopolimera alginata i pektina sadrze najveéi udjel ukupnih polifenola, $to upucuje na
zakljuc¢ak da mijeSanjem ova dva polimera nije doslo do reakcija koje bi utjecale na
zadrzavanje ukupnih polifenola u matriksu filma. Najmanji udjel ukupnih polifenola pokazao
je film proizveden od mjesavine u kombinaciji kitozan-proteini sirutke (10,38 mg GAE/g
filma). Ispitivanjem udjela ukupnih polifenola (slika 16) pokazalo se da ovi filmovi sadrze

najmanji udjel, §to moze biti razlog i ovdje ostvarenih najmanjih rezultata.
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Slika 22. Profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox/g filma) iz filmova
proizvedenih od mjeSavina biopolimera

Rezultati dobiveni mjerenjem otpustanja antioksidacijskog kapaciteta iz filmova proizvedenih
od mjesavina biopolimera (slika 22) pokazali su isti trend kao i udjel ukupnih polifenola,
odnosno neznacajne razlike izmedu uzoraka i njihovih profila otpustanja. Filmovi proizvedeni
od mjesavina biopolimera u kombinaciji kitozan-proteini sirutke ponovno su pokazali
najmanji antioksidacijski kapacitet, Sto moze biti posljedica stvorenih interakcija izmedu ova
dva biopolimera i na taj na¢in omogucavanja boljeg zadraZavanja bioaktivnih spojeva unutar

filma.
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Slika 23. Profil otpustanja ukupnih polifenola (mg GAE/g filma) iz filmova proizvedenih od
slojeva biopolimera

Tijekom otpustanja ukupnih polifenola iz filmova formiranih od slojeva biopolimera nije bilo
znacajnih razlika niti medu razli¢itim kombinacijama filmova, ni medu odredenim profilima
otpustanja. Naime, kako je vidljivo na slici 23, udjel ukupnih filmova otpusten iz sve tri
ispitivane kombinacije filmova iznosile su <15 mg GAE/g filma, bez znacajnih razlika
izmedu pojedinih vrsta filmova. Skoro 90% udjela ukupnih polifenola iz sva tri filma
otpusteno je tijekom prvih 5 min, nakon ¢ega se postiZe ravnotezno stanje te nema daljnjeg
otpustanja. Usporedbom otpustanja ukupnih polifenola kod filmova proizvedenih od zasebnih
biopolimera (slika 19) sa rezultatima slike 23, vidljiv je pozitivan utjecaj kitozana kao
sastojka u filmovima proizvedenim od slojeva biopolimera. Ovakav rezultat primijecen je i pri

otpustanju iz Cistog kitozanskog filma.
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Slika 24. Profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox/g filma) iz filmova
proizvedenih od slojeva biopolimera

Rezultati dobiveni mjerenjem otpuStanja antioksidacijskog kapaciteta iz filmova proizvedenih
od slojeva biopolimera (slika 24) pokazali su isti trend kao i udjel ukupnih polifenola,
odnosno neznacajne razlike izmedu uzoraka i njithovih profila otpuStanja. Opcenito su
rezultati eksperimenta odredivanja kinetike otpuStanja pokazali najpovoljnije profile

otpustanja za filmove formulirane ili od zasebnih (kitozan) ili od mjeSavina biopolimera.

4.4. SENZORSKA SVOJSTVA FORMULIRANIH FILMOVA

Senzorske karakteristike ispitivane za formulirane filmove, i to; izgled, boja, transparentnost,
sjaj 1 prihvatljivost pruZzile su uvid u preferencije potroSaca prema vizualnim karakteristikama
filmova. Medu filmovima proizvedenim od zasebnih biopolimera (slika 25a), najbolje je
ocijenjen kitozanski film, za sve parametre osim sjaja, koji je opcenito najbolje ocijenjen za
filmove proizvedene od proteina sirutke (7,8), dok su isti filmovi primjerice karakterizirani
vrlo loSom transparentnoS¢u (5,4). Medu svim ispitivanim filmovima pektinski filmovi su

najlosije ocjenjeni s vrlo niskim ocjenama za sva ispitivana svojstva.
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Filmovi proizvedeni od mjeSavina biopolimera (slika 25b) pokazali su velike razlike u
senzorskim svojstvima ovisno o kombinaciji biopolimera. Senzorsko ocjenjivanje pokazalo je
da je najbolje ocijenjen film proizveden od mjeSavine biopolimera u kombinaciji pektin-
proteini sirutke. Ovi filmovi ocijenjeni su najveéim ocjenama za svojstva izgleda, boje 1 sjaja
te transparentnosti i prihvatljivosti. Nakon ovog filma, prema senzorskoj prihvatljivosti slijede
filmovi dobiveni od mjesavine biopolimera u kombinaciji alginat-pektin, Kkoji su
karakterizirani najboljom ocjenom za boju filmova. Prema rezultatima senzorskog
ocjenjivanja najlosiji su filmovi dobiveni od mjesavine kitozana i proteina sirutke, $to je vec
prethodno potvrdeno diskusijom tijekom karakterizacije digitalnih fotografija navedenih

uzoraka.

Kod filmova proizvedenih od slojeva biopolimera (slika 25c), prema rezultatima senzorskog
ocjenjivanja, film proizveden od mjesavine kitozana i proteina sirutke pokazao se najbolje
ocijenjenim za sve karakteristike. Navedeni film pokazao je brojéano najvece i statisticki
znacajno vecée vrijednosti senzorskih ocjena za sve ispitivane parametre u usporedbi s
preostala dva filma iz ove skupine uzoraka. Filmovi proizvedeni od slojeva u kombinacijama
alginat-kitozan i pektin-kitozan vrlo su lose ocijenjeni, pri ¢emu je prihvatljiviji ipak bio film

dobiven od kombinacije alginata i kitozana.

Opcenito, senzorska karakterizacija svih filmova pokazala je da je vizualno najbolji film
proizveden od slojeva biopolimera kitozana i proteina sirutke, nakon ¢ega slijedi film of
zasebnog Cistog kitozana. S obzirom da je ista kombinacija biopolimera u mjeSavini (KPS)
bila vrlo loSe senzorski ocijenjena, rezultati upucuju da na¢in formuliranja filmova te moguce
interakcije izmedu samih biopolimera imaju velik utjecaj na kona¢na svojstva proizaslih

filmova, pri ¢emu se preferira primjena ili zasebnih ili biopolimera u slojevima.
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5. ZAKLJUCCI

1. Udjel vode i suhe tvari formuliranih filmova u ovisnosti je o vrsti biopolimera, dok nacin
formiranja filmova (mjesavine ili slojevi biopolimera) nemaju utjecaj na ova osnovna

fizikalno-kemijska svojstva.

2. Filmovi proizvedeni od mjesavina biopolimera pokazali su najvecu (280 pum), a filmovi

proizvedeni od zasebnih biopolimera najmanju (130 pum) debljinu filmova.

3. Primjena kitozana i proteina sirutke rezultira filmovima manje debljine, dok prisutnost

pektina povecava debljinu filmova.

4. Najbolja topljivost u vodi odredena je za filmove proizvedene od slojeva biopolimera, dok
s obzirom na vrstu biopolimera primjena alginata i pektina rezultira visokom, a primjena

kitozana slabijom topljivosc¢u.

5. S obzirom na vizualna svojstva odredena kolorimetrijskim mjerenjima 1 senzorskim
ocjenjivanjem, najbolji vizualni izgled pokazali su filmovi proizvedeni od slojeva
biopolimera u kombinaciji kitozan-proteini sirutke, koji su dali senzorski najprihvatljivije

filmove.

6. Filmovi proizvedeni od mjesavina biopolimera sadrzavali su najvece udjele ukupnih
polifenola, hidroksicimetnih kiselina i antioksidacijski kapacitet, dok su najmanje

vrijednosti ovih parametara odredene u filmovima proizvedenim od slojeva biopolimera.

7. Najveci udjeli ukupnih polifenola, hidroksicimetnih Kiselina i antioksidacijskog kapaciteta
odredeni su u filmovima proizvedenim od mjesavine biopolimera u kombinaciji alginat-
proteini sirutke, a najmanji u filmovima proizvedenim od slojeva biopolimera u

kombinaciji pektin-kitozan.

8. Kinetika otpustanja ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz proizvedenih
filmova u vodi pokazala je vrlo brzo otpustanje ovih parametara iz filmova proizvedenih
od slojeva biopolimera (5 min), nakon cega slijede filmovi proizvedeni od mjeSavina
biopolimera (10 min), dok je najsporije otpustanje (do 30min) odredeno iz filmova

dobivenih od zasebnih, ¢istih biopolimera.
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9. Najbolji profil otpustanja ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta odreden je za
Cisti zasebni film od kitozana, iz kojeg se otpusStanje odvijalo kontinuirano tijekom 24h.

Filmovi proizvedeni od zasebnog polimera alginata imaju najlo$iji profil otpustanja

ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta od svih ispitanih uzoraka.
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