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Sazetak:

Cilj ovog istrazivanja bio je razviti biorazgradive, jestive filmove na bazi karagenana i jestive smede alge
(Ascophyllum nodosum) te ispitati utjecaj dodatka alge na fizikalno-kemijska, barijerna i mehanicka
svojstva novorazvijenih formulacija. Pripremljene su jednostavne i viSekomponentne otopine i filmovi.
Filomgenim otopinama su odredene pH vrijednosti i viskoznost, dok su filmovima odredeni debljina,
optiCka svojstva, topljivost, propusnost na plinove i vodenu paru te ukupna koli¢ina polifenola i
antioksidacijski kapacitet. Alga Ascophyllum nodosum dodana je kao prirodni izvor antioksidansa, a
njena inkorporacija u filmove povecala je udio polifenola i zna¢ajno poboljSala antioksidacijska svojstva
filmova. Opticka svojstva svih uzoraka bila su zadovoljavajué¢a za daljnju primjenu na hrani no ipak je
prisutnost alge smanijila svjetlinu filmova. Dodatak glicerola i alge imao je pozitivan utjecaj na barijerna
svojstva filmova. Izradeni filmovi predstavljaju potencijal za odrZivu alternativu plasti€nim materijalima
za pakiranje hrane, a posebno za namirnice osjetljive na oksidacijske procese, poput ribe.
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1. UVOD

Siroka upotreba plastiénih materijala donijela je brojne prednosti za pakiranje i
skladistenje prehrambenih proizvoda, pogotovo kada je rije¢ o lako kvarljivim namirnicama
(James i sur., 2024). Jedna treéina ukupne plastike proizvedene u svijetu namijenjena je za
upotrebu kao materijal za pakiranje, od koje je veéina namijenjena za jednokratno koristenje
/primjenu, kao $to je fleksibilna i kruta ambalaza za hranu te plasti¢ne vrecice, folije i filmovi
(Sedayu i sur., 2019). Oko 36 % materijala za pakiranje hrane proizvodi se na bazi petroleja,
poput polietilena, polipropena i polistirena, zbog njihove cjenovne pristupacnosti, jednostavne
proizvodnje te dobrih mehani¢kih svojstava (Cheng i sur., 2022). Medutim, dugoroCna
upotreba ovih materijala moze izazvati ozbiljne ekoloSke probleme zbog Stetnog ucinka
mikroplastike na okoli$ i ljudsko zdravlje (Sedayu i sur., 2019).

Posljednjih godina raste interes za zamjenu plastike biorazgradivim alternativama kako
bi se smanijila akumulacija plasticnog otpada. Posebno je naglasen interes za poboljdanje
bioaktivnhosti ambalaze kroz istrazivanje biopolimernih materijala, koji nalaze sve vecu
primjenu u prehrambenoj industriji (James i sur., 2024). Ova istraZivanja usmjerena su na
koriStenje prirodnih izvora, poput biljaka, mikroorganizama i Zivotinja, za proizvodniju
bioplastike.

Alge se istiCu kao perspektivan izvor sirovine zbog niskih troSkova, obilja u prirodi i
Cinjenice da ne zahtijevaju poljoprivredno zemljiSte, ¢ime ne konkuriraju proizvodnji hrane.
Takoder, alge nisu izloZzene kemikalijama ili gnojivima, Sto ih €ini sigurnijim izborom za
ambalazne materijale. Medu polisaharidima iz algi, karagenan je posebno zanimljiv zbog svoje
izvrsne sposobnosti formiranja filmova (Sedayu i sur., 2019).

Opcenito, biopolimeri su pokazali potencijal za produzivanje svjezine i roka trajanja
kvarljivih prehrambenih proizvoda, poput ribe i mesa, te inhibiciju oksidacije lipida (James i
sur., 2024). Razvoj bioaktivnih filmova i prevlaka iz obnovljivih izvora nudi zna€ajne prednosti
za smanjenje ovisnosti o plastici i produzenje trajnosti prehrambenih proizvoda, Cime se
doprinosi odrzivosti u prehrambenoj industriji (James i sur., 2024; Kurek i sur., 2022).

Glavni ciljevi ovog diplomskog rada su:
o Priprema jestivih filmova na bazi karagenana i jestive smede alge Ascophyllum
nodosum;
o Utjecaj dodatka smede alge Ascophyllum nodosum na svojstva filmogenih otopina i
filmova;
e Karakterizacija i usporedba fizikalno-kemijskih, barijernih i mehanickih svojstava

pripravljenih filmova.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BIOPOLIMERI

Jedna od alternativa plastikama su jestivi biopolimeri na bazi proteina, polisaharida i
lipida. Biopolimeri su biorazgradivi i ekoloSki prihvatljivi spojevi te mogu smanijiti koli€inu
kemijskih opasnosti i kuénog otpada. Razli¢iti polisaharidi koristeni su za izradu jestivih filmova
i prevlaka, ukljuCujuci Skrob, tapioku, kukuruz, celulozu i njezine derivate kao Sto su HPMC
(hidroksipropil metilceluloza), CMC (karboksimetilceluloza) i MC (metilceluloza), sluz od

sjemenki dunje, pululan, alginat, karagenan i gumu policaju (Salehi, 2020).

Posljednjih godina upotreba jestivih premaza i filmova u prehrambenoj industriji
znacajno se povecala (Abdullah i sur, 2022). Upotreba jestivih i biorazgradivih prevlaka potice
se kako bi se produljio rok trajanja, poboljSala kvaliteta hrane i smanjio otpad od ambalaze, a
koriStenje ovih biorazgradivih materijala moglo bi do odredene mjere pomoc¢i u rjeSavanju

problema otpada (Dwivany i sur., 2020).

Koncept jestivih filmova razvio se iz ekoloSkih briga, rastu¢eg problema odlaganja
plasticnog otpada te mogucénosti iskoriStenja industrijskog otpada iz prehrambene industrije
(Umaraw i sur., 2020). Povecan interes za jestive prevlake potaknut je rastu¢om potraznjom
potroSaca za sigurnom, prakticnom i stabilnom hranom, kao i svijeS¢u o negativnim ucincima

ne-biorazgradive ambalaze na okolis.

2.2. JESTIVE PREVLAKE

Posljednjih godina, jestivi filmovi i prevlake postaju sve vaznija strategija u optimizaciji
oCuvanja hrane na globalnoj razini. Prema nacinu nanosenja i debljini, razlikujemo jestive
filmove i jestive prevlake. Jestivi filmovi su tanki slojevi jestivih biopolimernih materijala, koji se
formiraju iz filmogenih otopina i koriste za omatanje prehrambenog proizvoda, dok se previake
izravno nanose na namirnicu, postajuci njezin integralni dio. Glavna razlika izmedu filmova i
prevlaka je njihova debljina, a filmovi se mogu Koristiti za izradu vrecica, folija i kapsula (Kurek
i sur., 2022).

Jestive prevlake su ambalazni materijali izradeni od prirodnih polimera koji se hanose
na proizvod u tekuéem obliku te su sigurni za konzumaciju zajedno sa proizvodom. Oni mogu

sluziti kao nositelji prehrambenih aditiva, poput sredstava protiv posmedivanja, antimikrobnih



sredstava, boja, aroma, nutrijenata i zacina (Bizymis i Tzia, 2021). Idealne prevlake su bez

boje i okusa, a koje pruzaju moguénost ugradnje aktivnih tvari (Bozanic¢ i sur, 2022).

Funkcionalne tvari dodaju se u matricu filma ili prevlaka, kako bi se pobolj$ala njihova
ucinkovitost. Dodavanjem antimikrobnih ili antioksidativnih sastojaka, prevlake osiguravaju
zastitu hrane od kvarenja i bolju kontrolu mikrobioloskih i kemijskih procesa na povrSini
namirnice, dok istovremeno mogu nositi arome ili hranjive tvari koje dodatno poboljSavaju
kvalitetu proizvoda te djeluju kao konzervansi hrane, stiteci je od mikrobioloskih kontaminacija,
oksidacijskih ostecenja i okolisnih Cimbenika poput topline, vlage i kisika. Takvi materijali
poznati su kao aktivha ambalaza. Takav tip ambalaZe naziva se aktivni ambalazni materijal
(Kurek i sur., 2022; Dehghan i sur., 2021; Umaraw i sur., 2020).

Aplikacija jestivin prevlaka na prehrambeni proizvod vrSi se u tekuéem stanju, a
moguce ga je aplicirati nanoSenjem u tankom sloju previlacenjem, rasprsivanjem ili umakanjem
u prevlake, nakon ¢ega se proizvod cijedi i susi. Prikaz nanoSenja jestivih prevlaka dan je na

slici 1.

premazivanje 4 -;X

premazivanje ~
N cijedenje

prskanje t \ susenje
Otopina za formiranje / Namirnica sa jestivom
previake / prevlakom

umakanje

Slika 1. Shematski prikaz nanosa jestive prevlake na proizvod (prema Zhao i sur, 2021)

Posljedi€no, u€inkovitost jestivih filmova ili prevlaka ovisi o tri kriterija:

e odabranim materijalima za njihovu pripremu,
o tehni¢kim i operativnim parametrima njihove primjene na prehrambeni proizvod,

o specificnim zahtjevima samog prehrambenog proizvoda (Bizymis i Tzia, 2021).



Glavna prednost biopolimera od polisaharida, jest njihova dobra mehani¢ka ¢vrstoca i
struktura, no imaju slaba barijerna svojstva zbog svoje topljivosti u vodi (Bozani¢ i sur., 2022).
Unatoc€ izazovima, jestive prevlake i filmovi sve se viSe istrazuju. One pruzaju brojne prednosti,
ukljuCuju¢i poboljSanje kvalitete proizvoda zastitom od fizickog, kemijskog i bioloSkog

propadanja (Hauzoukim i Mohanty, 2020).

Jestivi filmovi i previake poboljSavaju kvalitetu morskih proizvoda sprje¢avanjem
mikrobnog rasta, smanjenjem oksidacije lipida i unapredenjem senzorskih karakteristika.
Kvaliteta morskih plodova ubrzano se smanjuje tijekom skladidtenja, pri ¢emu kemijske i
enzimske reakcije dovode do pocCetnog gubitka svjeZine, dok mikrobiolodke promjene

oznacavaju kraj njihova roka trajanja (Bizymis i Tzia, 2021).

Riba je jedna od najkvarljivijin prehrambenih namirnica Cija kvaliteta opada zbog
sloZzenog spoja same namirnice. Procjenjuje se da se priblizno 10 % proizvoda ribarstva i
akvakulture gubi uslijed degradacije (Volpe i sur., 2019). Prevencijom mikrobnog rasta i
oksidacije te kontrolom patogena putem jestivih prevlaka, moguce je produljiti rok trajanja
svjeze ribe, §to je klju€no za sigurnost potro$aca i zdravstvenu ispravnost hrane (Kurek i sur.,
2022). U formulacije jestivih filmova i prevlaka mogu se dodavati razli€iti sastojci i aditivi, poput
antioksidansa i antimikrobnih agenasa, kako bi se dodatno produljio rok trajanja. Prema
istrazivanju Zhao i sur. (2021), dokazano je da upotreba jestivih prevlaka sa dodatkom
antimikrobnih ekstrakata na ribljim filetima produZuje rok trajnosti namirnice, inhibira oksidaciju
masti i rast broja bakterija, snizava pH vrijednost, odgada promjene u teksturi i boji te doprinosi

ocCuvanju organoleptickih svojstava namirnica.

2.3. KARAGENAN

Karagenan je linearni sulfatni polisaharid dobiven ekstrakcijom iz stani¢nih stijenki
crvenih morskih algi vrste Rhodophyceae. Nalazi se u stani¢noj stijenci smedih algi (Moares i
Hilliou, 2024), a primarno se ekstrahira iz rodova Chondrus, Eucheuma, Gigartina i Iridaea.
Njegovi polimerni lanci sastavljeni su od naizmjeni¢nih jedinica D-galaktoze i 3,6-
anhidrogalaktoze povezanih a-1,3- i B-1,4-glikozidnim vezama. Zbog svojih svojstava
formiranja gela, biokompatibilnosti i biorazgradivosti, karagenan se Siroko Kkoristi u
prehrambenoj, mlije€noj i farmaceutskoj industriji. Ovisno o broju i poziciji ester sulfatnih
skupina te sadrzaju 3,6-anhidro-galaktoze, karagenan se moze podijeliti u u Sest osnovnih
oblika, i to kappa (k)-, lambda (A)-, iota (1)-, mu (u)-, theta (8)-, nu (v)- i xi (§)-karagenan. Medu

njima, k-karageenan se odlikuje najpogodnijim svojstvima formiranja filmova jer sadrZi otprilike



25-30 % sulfatnih skupina i 28-35 % 3,6-anhidrogalaktoze i Siroko se razvija kao biopolimerni

materijal za pakiranje hrane (Cheng i sur., 2022; Liu i sur., 2019.; Sedayu i sur., 2019).

Slika 2. Kemijska struktura 1-karagenana (izvor. Annonymous)

Svi tipovi karagenana netopljivi su u organskim otapalima, uljima i mastima, dok su
topljivi u vodi (Cheng i sur., 2022). Mnogi Cimbenici, poput prisutnosti sulfatne skupine i
vezivanja za 3,6- i anhidrogalaktozne dijelove, poti¢u topljivost karagenana u vodi. lota-
karagenan je homopolimer disaharidnih jedinica 4-sulfatirane galakopiranoze i 3,6-
anhidrogalaktoze sa sulfatnom skupinom na drugom ugljiku. Kemijska struktura iota-
karagenana prikazana je na slici 2. Jedinstvena svojstva iota-karagenana uklju€uju njegova

gelirajuca svojstva, visoko zadrzavanje vode, biorazgradivost i biokompatibilnost (Bhatt, 2023).

Karagenan se isprva koristio kao sredstvo za zgusnjavanje u prehrambenoj industriji
(Pacheco-Quito i sur., 2020), no komercijalni karagenani danas imaju Siroku primjenu u
prehrambenoj industriji. Primjenjuju se i prilikom proizvodnje razli€itih boja, vodenih gelova i
farmaceutskih proizvoda zbog njihovih dobrih gelirajuéih, koagulantskih i stabilizirajucih
svojstava. U posljednjih nekoliko desetljeéa, bioloski potencijal karagenana ispitivan je u polju
medicine, a istraZzivanja su pokazala vrlo pozitivne ishode. Otkriveno je da karagenan
posjeduje antikoagulantsku, antitrombotsku, antivirusnu i antitumorsku aktivnost te da ima

antioksidativna svojstva (Lomartire i sur., 2022).

Karagenan od 1973. godine ima GRAS status (eng. Generally Recognized As Safe) koji izdaje
Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA). Europska
unija za sigurnost hrane (eng. European Food Safety Authority, EFSA) odobrila je karagenan
(E-407) i poluprocCisceni karagenan (E407a) kao prehrambene aditive. ToksikoloSka svojstva
karagenana temeljito su istrazena, a utvrdeno je da ovi spojevi imaju minimalne ili nikakve

Stetne fizioloSke ucinke (Pacheco-Quito i sur., 2020).

2.4. JESTIVE PREVLAKE | FILMOVI OD KARAGENANA

Kvalitetan materijal za pakiranje trebao bi:



o pruzati zatitu pakiranom proizvodu od fizi¢kih i mehanickih utjecaja;

o sprijeciti oSteéenje proizvoda uzrokovano djelovanjem vanjskih okolisnih ¢imbenika
poput svjetlosti, zra€enja, topline i vlage;

¢ inhibirati prisutnost i proliferaciju mikroorganizama;

e osigurati otpornost na oksidacijske procese;

o sprijeciti razvoj neugodnih mirisa te oCuvati okus i boju proizvoda; (vi) omoguciti
prijenos hranjivih sastojaka;

¢ djelovati kao nosac senzorskih elemenata (Puscaselu i sur., 2021).

Ucinkovitu alternativu ovim zahtjevima mogli bi predstavljati materijali za pakiranje na
bazi biopolimera. Jedan od prirodnih izvora biopolimera koji mogu biti koriSteni kao baza za
jestive filmove i prevlake je karagenan (Rahmawati i sur., 2019). Posljednjih godina velika
paznja posvecena je karagenanu kao materijalu za formulaciju jestivih filmova i previaka. K-
karagenan je izvrstan biopolimer koji primjenu nalazi i u aktivnim sustavima pakiranja hrane s
obzirom na svoju visoku sposobnost geliranja i biokompatibilnost (He i Wang, 2022). Takoder,
moze sluziti kao izvrstan nositelj aktivnih sastojaka, poput biljnih prahova, ekstrakata eteri¢nih
ulja i nanocestica, Sto je jo§ jedan od razloga od kojih ovaj biopolimer uZiva visoku
zastupljenost u proizvodnji jestivih filmova i prevlaka (Ramadas i sur.,, 2024). Na slici 3.

prikazan je shematski prikaz strukture jestive prevlake.
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Slika 3. Shema strukture jestive prevlake/filma (prema Hammam, 2019)

KoriStenje karagenana za jestive filmove i prevlake obuhvaca Sirok spektar primjena u
prehrambenoj industriji, kao $to su svjeZza i smrznuta riba, meso, perad, razni sudeni

prehrambeni proizvodi, previake za voc¢e i mikroenkapsulacija. Glavni cilj u tim primjenama je



sprje€avanje dehidracije, nepoZeljnih kemijskih reakcija, kao i inhibicija kvarenja i pogorsanja

uslijed mikrobioloSke kontaminacije (Sedayu i sur., 2019).

U pocetnoj fazi karagenan u teku¢em stanju uglavnom postoji u obliku nepravilnih
zavojnica. Zatim proces hladenja na niskim temperaturama inducira stvaranje vodikovih veza
izmedu galaktozilnih jedinica, $to potiCe uvijanje sekvence anhidrogalaktoze u obliku heliksa
(Cheng i sur., 2022). Opcenito prihvaéeni model procesa geliranja otopina karagenana
uklju€uje prijelaz s konformacije zavojnice na heliks, nakon ¢ega, u prisutnosti odredenih
kationa, dolazi do agregacije dvostrukih heliksa u svrhu formiranja prostorno povezane mreze.
Gelovi iota-karagenana su mekani i ne pokazuju toplinsku histerezu. U gelovima kappa-
karagenana formiraju se grube mrezne strukture s debelim agregatima, dok se u gelovima

iota-karagenana formiraju fine mrezne strukture (Geonzon i sur., 2019).

Razna istrazivanja pokazala su mogucnost primjene karagenana kao sirovine u
proizvodnji ambalaznih folija i filmova za razli€ite primjene (Sedayu i sur., 2019). lako imaju
mnoge prednosti, jestivi materijali pruzaju slabiju zastitu u usporedbi s konvencionalnim
plastiénim ambalazama, $to ograni€ava njihovu Siru primjenu (Gali¢, 2009). Prevlake
proizvedene isklju€ivo od k-karagenana opcenito imaju slaba mehanicka i barijerna svojstva
zbog visoke hidrofilnosti karagenana (Liu i sur., 2019). S druge strane, Cheng i sur. (2022)
navode kako su takva barijerna svojstva vitalna za primjenu materijala za pakiranje hrane. Na
primjer, najbolja primjena za ovu vrstu bioplastike je u jednokratnoj ambalazi za prahove, brzu
hranu, slatkiSe ili za pakiranje farmaceutskih proizvoda za svakodnevnu upotrebu, poput
dodataka prehrani ili tableta, koji ne zahtijevaju izvrsna mehanicka svojstva i lako se otvaraju
(Lomartire i sur., 2022).

Kako bi se poboljSale fizicke i funkcionalne karakteristike filma, u otopinu za formiranje
filma dodaju se odredene tvari poput plastifikatora, drugih polimera, umrezivaca i bioaktivnih
funkcionalnih sastojaka (nanopunila, biljni ekstrakti, bioaktivni spojevi, prirodna bojila, eteri¢na
ulja) radi postizanja povoljnih rezultata. Kombinacija s drugim tvarima, poput umreZivaca i
plastifikatora, mozZe sinergisticki djelovati na poboljSanje fiziCkih svojstava previaka, dok
uklju¢ivanje funkcionalnih sastojaka pridonosi njihovoj antioksidativnoj i antibakterijskoj
aktivnosti (Ramadas i sur., 2024). S obzirom na gore navedena ograni¢enja, materijali na bazi
polisaharida trebali bi se prilagoditi stvarnim zahtjevima primjene kako bi se optimizirala
njihova funkcionalna svojstva i potaknula njihova primjena u jestivoj ambalazi. Prisutnost
funkcionalnih skupina, poput hidroksilne, amino, acetilamino i karboksilne skupine u

polisaharidima, omoguc¢ava dodatne moguénosti za njihovu modifikaciju (Zhao i sur., 2021).

Do danas se oko 90 % svjetskog karagenana dobiva iz ovih dviju vrsta, a njihov se

uzgoj sada Siri diliem svijeta, ukljuCujuéi regije jugoistoCne Azije, PacifiCkih otoka, kopnene



dijelove isto¢ne Afrike, Juzne Amerike i Srednje Amerike. Uspjeh uzgoja karagenanske morske
alge Sirom svijeta takoder moze oznacavati odrziv izvor sirovinskih zaliha za buduéu

industrijsku proizvodnju plastike na bazi karagenana (Sedayu i sur., 2019).

Pokus$aji poboljSanja ili manipulacije svojstvima filmskih materijala na bazi karagenana
istraZzeni su kroz fizicke i/ili kemijske procese. Za potrebe pakiranja hrane, poboljSanje
barijernih svojstava filmskih materijala od karagenana predstavlja glavni motiv, uz poboljSanje
drugih funkcionalnih svojstava kao 3to su mehaniCka, opti¢ka i antimikrobna svojstva
(Ramadas i sur., 2024).

Glavne karakteristike jestivih filmova i prevlaka:

e zastita od UV zracenja;

¢ prijenos otopljenih tvari (npr. soli, aditiva i pigmenata), vodene pare, organskih; para
(npr. aroma i otapala) te plinova (npr. kisika, ugljikovog dioksida, dusika i etilena)
izmedu hrane i atmosfere;

o Dbarijera protiv mehanickih osteéenja (npr. udarci ili rezovi);

e povecanje roka trajanja proizvoda;

e nosioci bioaktivnih komponenata (npr. antioksidansi);

¢ antimikrobni ucinak protiv razmnozavanja bakterija i kontaminacije gljivicama (npr.
nanoCestice srebra) ;

¢ nosioci zdravih mikroorganizama (npr. probiotici) koji donose korist potrosacu;

e biorazgradivi prirodni materijali (Diaz-Montes i Castro-Mufioz, 2020).

Razliciti tehnicki pristupi koriSteni su za postizanje pozeljnih svojstava filmskih materijala
na bazi karagenana, ukljuCujuéi mijeSanje, plastificiranje i uklju€ivanje nanodijelova, kako je
opisano u i sazeto u tablici 1.

Tablica 1. Primjena karagenana kao filma za pakiranje morskih proizvoda (prema Ramadas i
sur., 2024).

Dodatak Kljuéne karakteristike prevlake/filma Primjena

Smanjena transparentnosti (blokiranje UV-A spektra od

Antocijanin i 85,2 % i UV-B od 99,4 %). Poveéana AO aktivnost (99
ugljikovodi¢ne % mjereno ABTS , dok je 58 % AO aktivnosti potvrdeno  Pakiranje
Cestice obogacéene DPPH analizom). Skampa

cinkovim oksidom 100 % inhibicija L. monocytogenes , s 8,1 log CFU/mL

nakon 12 h inkubacije.

Antocijanin i 100 % antimikrobnu aktivnost protiv L. monocytogenes i Pakiranje

ugljikovodicne E. coli unutar 3 h inkubacije. Visoka AO aktivnost Skampa




Cestice obogacene mjereno ABTS i DPPH (obje aktivnosti od priblizno

titanijevim dioksidom 100%).
o . AO aktivnost filma pracena je DPPH i ABTS analizom. o
Kurkuminoid, zein, _ _ L _ _ Pakiranje
. . Aktivnost DPPH-a iznosila je 79 % AO, dok je aktivnost .
epigalokatehin galat _ _ ribe
ABTS-a iznosila 73,34 %.
Antocijanin i Smanjene vrijednosti TVB-N kod ribe (lat. Synchiropus Pakirani
akiranje
cinamaldehid dodani  splendidus) za 13,3%, $to ukazuje na produZeni rok _ )
mandarinske
u nanocCestice zeina trajsnosti. PoviSena AO aktivnost (92,77% prema ABTS b
ribe
testu i 48% prema DPPH testu).
Lignin inkorporiran u karagenan film poboljSao je
mehanicka i funkcionalna svojstva filma. Lignin
povecava AO karagenana : dodatkom15 % lignina AO .
o . . Nedefiniran
Lignin aktivnost od 43 % (DPPH metoda), dok poveéanjem na )
proizvod

30 % lignina smanjuje se AO aktivnost, vjerojatno zbog
aglomeracije neumrezenog lignina. Inhibicija S. aureus
i S. epidermidis.

AO - antioksidacijska aktivnost; ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzoatiazolin-6-sulfonska kiselina) i DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) - spektrofotometrijske metode odredivanja antioksidativne aktivnosti; TVB —
N — ukupni hlapljivi bazi¢ni dusik

2.4.1. Plastifikatori

lako je karagenan dobro poznat po svojoj sposobnosti formiranja filma s izvrsnim
opti¢kim svojstvima, filmovi od Cistog karagenana pokazuju krhkost koja ograni€ava njihovu
funkcionalnost u primjenama pakiranja hrane. Stoga je dodavanje plastifikatora osnovni
zahtjev u formulaciji za poboljSanje fleksibilnosti i obradivosti filma (Sedayu i sur., 2019), kao i
za poboljSanje njegovih strukturnih i mehanickih svojstava te za mogucnost pruzanja aktivnih

funkcija (Bozanic¢ i sur., 2022).

Opcenito, plastifikatori su hidrofilne molekule i dodaju se materijalima koji tvore filmove
i prevliake. Plastifikatori poveéavaju otpornost filmova na propusnost vodene pare i plinova te
poboljSavaju njihovu fleksibilnost. Medutim, dodavanje plastifikatora u visokim
koncentracijama moze povecati razmak medu molekulama i smanijiti mehanicku ¢vrstocu filma
(Cheng i sur., 2022). Ovisno o Zeljenim svojstvima filma dodaje se odgovarajuci plastifikator, a

najCesce se koristi glicerol (Bozanic¢ i sur., 2022).

Prema jednom istrazivanju, dodatak glicerola kao plastifikatora u jestive prevlake

smanjio je gubitak vlage kod voca i povrca (Salehi, 2020). Dodatkom 20 % glicerola (m/m) u



otopine jestivih prevlaka koje sadrze 1 % prirodne gume (kitozan, alginat, ksantan, gelan,
mesquite, psyllium, sjemenke bosilika, guar, tragakant i arapska guma) znac¢ajno se smanijio
gubitak mase proizvoda koji se pripisuje udjelu vode u uzorku, odnosno nije doSlo do

dehidracije.

Plastifikatori povecavaju rastezljivost i smanjuju krhkost filma, &to je vazZna
karakteristika za primjenu u pakiranju (Hauzoukim i Mohanty, 2020). Hidroksilne skupine
plastifikatora tvore vodikove veze s biopolimerima te utjeCu na slobodni volumen i fleksibilnost
polimernog matriks (Bozani¢ i sur., 2022). Plastifikatori trebaju biti kompatibilni s polimerom i
imati slicnu topljivost u koristenom otapalu kako bi se osiguralo optimalno vezivanje
(umrezavanje) polimernih lanaca. UoCeno je da se mehanicka ¢vrstoca filma postiZze kod onih

formulacija kod kojih su prisutne vodikove medumolekulske veze (Sedayu i sur., 2019).

2.5. SMEDA ALGA Ascophyllum nodosum

Ekoloska vaznost makroalgi odavno je prepoznata, jer one pruzaju mnoge kljuéne
uloge u ekosustavu (Lauzon-Guay i sur., 2021). Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis je najviSe
istrazena smeda morska alga (Kumairi i sur., 2023). Ova makroalga uobi€ajenog je izgleda sa
maslinasto smedim listovima koji mogu izgledati Zu¢kasto kada su pod stresom (Pereira i sur.,
2020). ViSestanitni je, makroskopski organizam koji se nalazi u obalnim morskim
ekosustavima te je bogat izvor polisaharida, polinezasic¢enih masnih kiselina (PUFA), enzima
i bioaktivnih peptida (Shukla i sur., 2019). Nekoliko vaznijih polisaharida koji se u najvecoj
koncentraciji nalaze u sastavu smedih morskih algi su fukoidani, alginat i laminarin. Ovi
polisaharidi su bithe komponente stani¢nih stijenki smedih algi i imaju razliite bioloSke
aktivnosti i potencijalne primjene. Procijenjeno je da makroalge zauzimaju preko 6 milijuna km?
morskog dna, od ¢ega se 13.000 km? nalazi u obalnom pojasu (Lauzon-Guay i sur., 2021).
Ascophyllum nodosum Cesta je vrsta makroalge u obalnom pojasu oko periferije sjevernog
Atlantskog oceana. Osobito je rasprostranjena na sjeverozapadnoj obali Europe od Svalbarda
do Portugala, uklju€ujuci isto¢ni Grenland, Island i sjeveroistoénu obalu Sjedinjenih Americkih
Drzava, od New Yorka do Newfoundlanda. (Pereira i sur., 2020). Rasprostranjenost alge

Ascophyllum nodosum prikazana je na slici 4.

10



,, Otok
"le Kolgujev —TOCN N
5%, O ) 70°0'0" S

9
06 .
%)

Bijelo
more
~60°0'0"S

Velika Britanija
|

Kanada Irska

Newfoundland

~50°0'0"S

Portugal Spanjolska

K - 14 3 ; -

%3 "y % -4000'0"s

Z.0.0.0L
Z.0.0.09
Z.0.0.08
Z.0.0.0% -
Z.0.0.0€
Z.0.0.02
Z.0.0.0L
#0.0.0
1.0.0.0L
1.0.00,02 -
1..0.0.0€
1.0.00,0% -
1.0.0.05

Slika 4. Rasprostranjenost alge Ascophyllum nodosum (prema Pereira i sur., 2020)

Alginati su polisaharidi dobiveni iz alginske kiseline te njenih derivata i soli, a u sastavu smedih
morskih algi nalaze se u koli€ini do 40 % suhe tvari. Osnovna su tvar koja tvori stanicnu
strukturu smedih algi, a sastoje se od izmjeni¢nih blokova B-D-manuronske kiseline i a-L-
guluronske kiseline, zbog Cega pokazuju sposobnost formiranja jestivih filmova (Ali i sur., 2024;
Lomartire i sur.,, 2022). Kemijska struktura alginata prikazana je na slici 5. Pregledom
znanstvene literature uo€eno je da su do sada objavljena mnoga istraZivanja o kombinaciji
alginata i drugih polisaharida. Upravo alginat posjeduje potrebna svojstva za inkorporaciju
aktivnih sastojaka i kombinaciju s k-karagenanom u svrhu poboljSanja njegovih karakteristika

(Prasetyaningrum i sur., 2021).
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Slika 5. Kemijska struktura alginata: rezidue 3-D-manuronska kiselina (M) i a-L-
guluronske kiseline (G) (prema Prasetyaningrum i sur., 2021)

Jedan od glavnih sastojaka A. nodosum, laminarin, pokazuje snaznu antimikrobnu u
protiv Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium i Staphylococcus
aureus (Kumari, 2023). Prema dosadasnjim istrazivanjima, laminarin se takoder koristio zbog

dokazanih terapjiskih svojstava kao Sto su protuupalne, antitumorske, antioksidativne i
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antikoagulativne aktivnosti. Nadalje, razliCite studije opisale su potencijal laminarina kao izvora

dijetalnih vlakana i modulatora gastrointestinalnog metabolizma. Laminarin se sastoji od [3-

glukana povezanih (1,3) i (1,6) glikozidnim vezama (Zargarzadeh i sur., 2020). Kemijska

struktura laminarina prikazana je na slici 6.
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Slika 6. Kemijska struktura laminarina (prema Zargarzadeh i sur., 2020)

Morske alge imaju €estu primjenu u pakiranju hrane, kulinarstvu i biomedicinskim

primjenama zbog svoje biokompatibilnosti, apsorpcijskih svojstava i biorazgradivosti te

pokazivanja antimikrobnog potencijala (Alii sur., 2024). Detaljan prosjeéni sastav Ascophyllum

nodosum prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Prosje¢ni sastav Ascophyllum nodosum (prema Pereira i sur., 2020)

Sastav Sadrzaj Sastav Sadrzaj

Voda 12-15 % Celuloza 8 %

Pepeo 17-20 % Proteini 5-10 %

Alginska kiselina 20-29 % Fukoidan 19 %

Manitol 5-8 % Karoten 30-60 mg kg™
Laminarin 2-36 % Vitamin C 500-200 mg kg™
S 2,5-3,5% Vitamin A 30-60 mg kg™

K 2-3% Tokoferol 150-300 %

Cl 3144 % Foli¢na kiselina 0,1-0,5 mg kg™’
Na 34 % Folini¢na kiselina 0,1-0,5 mg kg™’
Mg 0,5-0,9 % Vitamin B1 15 mg kg™’

Ca 1-3 % Vitamin B2 5-10 %

P 0,1-1,15 % Vitamin B3 10-30 %; 19 mg kg™’
B 40-100 mg kg™’ Vitamin B6 <1 mg kg™’

Co 1-10 mg kg™’ Vitamin B7 0,1-0,4 mg kg™’
Fe 150-1000 mg kg™’ Vitamin B12 0,004 %

Mn 10-50 mg kg™ Vitamin K 10 mg kg™’

I 700-1200 mg kg™’ Ni 2-5mg kg™
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Zn 50-200 mg kg™ Ba 15-50 mg kg™
Mo 0,3—-1 mg kg™’

Osim polisaharida, u sastavu Ascophyllum nodosum nalazi se i skupina jedinstvenih
fenolnih spojeva, florotanina. Florotanini su jedinstveni fenolni spojevi koje proizvode smede
oligomeri i polimeri floroglucinola (1,3,5-trihidroksibenzena), s velikim varijacijama u strukturi i
stupnju polimerizacije. NajviSe vrijednosti pronadene su kod algi iz reda Fucales, kod rodova
Fucus, Ascophyllum i Carpophyllum. Florotanini pokazuju visoku antioksidativnu aktivnost,
keliraju teSke metale i sudjeluju u procesima zacjeljivanja rana kod smedih algi. Njihova
najistaknutija i najistrazenija funkcija je doprinos kemijskoj obrani smedih algi od Stetnih
mikroorganizama. Florotanini imaju antibiotske ucinke protiv Gram-negativnih i Gram-
pozitivnih bakterija, patogenog kvasca, drugih mikroskopskih gljiva i mikroalgi (Lemesheva i
sur., 2023).

Dodatak algi u polimere rezultira promjenom mehanickih, termalnih, opti¢kih i kemijskih
svojstava materijala, dodatnu zastitu proizvoda od mikrobioloSke kontaminacije, s posebnim

naglaskom na potencijalni razvoj aktivne ambalaze (Lomartire i sur., 2022).

2.6. ZAKONSKA REGULATIVA

Sigurnost hrane kljucan je cilj u zakonskoj regulativi prehrambenih proizvoda. Potro$aci
teZze konzumaciji prirodnih, minimalno preradenih i prakti¢nih prehrambenih proizvoda
(Bizymis i Tzia, 2021). Zakoni koji reguliraju kontrolu kvalitete ambalaze u odnosu na
interakciju s prehrambenim proizvodima kompleksni su zbog raznolikosti ambalaze, materijala,
oblika, dodataka te karakteristika hrane. Prema Ameri¢koj agenciji za hranu i lijekove (eng.
Food and Drug Administration), kontaminacija proizvoda moze nastati reciklazom ambalaze,
izlaganjem S$tetnim tvarima iz ambalaznih materijala ili tijekom tretmana (npr. toplinskog ili

kemijskog) (Lahteenmaki-Uutela i sur., 2021).

Zabrinutost za sigurnost hrane dovela je do razvoja sustava upravljanja sigurnoScu
hrane, koji obuhvaca regulatorno zakonodavstvo s javnim standardima i dobrovoljne mjere
privatnog sektora. U Europskoj uniji subjekti u poslovanju s hranom i hranom za zivotinje
zakonski su odgovorni za uskladenost sa zahtjevima sigurnosti hrane u svim fazama

proizvodnje, prerade i distribucije (Banach i sur., 2020).
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Hrvatsko zakonodavstvo uskladeno je s europskim direktivama, a kljuéni pravni akti koji

reguliraju ambalazu i materijale za pakiranje hrane ukljucuju sljedece propise:

e Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u neposredan dodir
s hranom (NN 125/2009);

o Pravilnika o ambalazi i otpadnoj ambalaZi, plasti¢nim proizvodima za jednokratnu
upotrebu i ribolovnom alatu koji sadrzava plastiku (NN 137/2023);

e Zakon o prehrambenim aditivima, aromama i prehrambenim enzimima (NN
39/2013 i 114/18);

e Uredba (EZ) br. 1333/2008 Europskog parlamenta i Vije¢a od 16. prosinca 2008. o
prehrambenim aditivima;

e Pozitivna lista aditiva unutar Uredbe (EZ) br. 1333/2008 Europskog parlamenta i Vije¢a
od 16. prosinca 2008. o prehrambenim aditivima;

e Uredba (EZ) br. 178/2002 Europskog parlamenta i Vije¢a od 28. sije¢nja 2002. o
utvrdivanju opcih nacela i uvjeta zakona o hrani, osnivanju Europske agencije za
sigurnost hrane te utvrdivanju postupaka u podrucjima sigurnosti hrane;

o Uredba (EZ) br. 1935/2004 Europskog parlamenta i Vije¢a od 27. listopada 2004. o
materijalima i predmetima koji dolaze u dodir s hranom i stavljanju izvan snage direktiva
80/590/EEZ i 89/109/EEZ.

Svi navedeni dokumenti moraju biti uskladeni s europskim standardima i zahtjevima za
sigurnost i kvalitetu prehrambenih proizvoda. Ipak, zakonodavni okviri i primjena pravila za
ambalazu i materijale za pakiranje hrane nisu jednaki u svim zemljama. lako EU postavlja opce
smjernice i minimalne standarde kroz direktive i uredbe, svaka drzava Clanica moze uvesti
dodatne nacionalne zahtjeve ili prilagoditi implementaciju pravila prema svojim specifi¢nim
potrebama i prioritetima. Ova varijabilnost dovodi do toga da se pravila i standardi za ambalazu

razlikuju izmedu zemalja, posebno u pogledu materijala, ozna€avanja i recikliranja ambalaze.

Uredba (EZ) br. 178/2002 Europskog parlamenta i Vije¢a od 28. sijeCnja 2002. postavlja
temeljne principe i uvjete zakonodavstva o hrani unutar Europske unije, s ciliem osiguravanja
visokih standarda sigurnosti hrane, zastite zdravlja ljudi i potroSaca te omogucavanja slobode
kretanja hrane unutar unutarnjeg trzista EU. Uredba takoder tezi povecanju povjerenja
potroSaca u sigurnost i kvalitetu hrane te jaCanju sustava za upravljanje sigurnoS¢u hrane
medu drzavama c¢lanicama. Glavne odredbe Uredbe uklju€uju propisivanje op¢ih nacela
sigurnosti hrane, koja nalazu obavezu proizvodaCa da osiguraju da je hrana sigurna za
potrosnju. Uredba uvodi sustav za identifikaciju, procjenu i upravljanje rizicima povezanima s
hranom, uz znanstvenu podrsku Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA). Takoder se

propisuje obaveza operatera u prehrambenom lancu da osiguraju pracenje hrane i moguc¢nost
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povlagenja proizvoda s trziSta u slu€aju da se utvrdi da su nesigurni. Uredba nagladava
vaznost pravilnog oznacavanja hrane, uklju€ujuéi informacije o sastavu, alergijama i podrijetlu.
Osniva se Europska agencija za sigurnost hrane, koja je zaduzena za pruzanje neovisnih
znanstvenih procjena i komunikaciju rizika vezanih uz sigurnost hrane. Osim toga, predvida se
uspostavljanje sustava za informiranje i obavjeStavanje potrosaca i drzavnih vlasti o rizicima
vezanim uz sigurnost hrane. Ova uredba igra kljuénu ulogu u oblikovanju zakonodavstva o

hrani u EU i postavlja temelje za daljnje regulative koje se odnose na sigurnost hrane.

Prema Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u
neposredan dodir s hranom (NN 125/2009), ambalaZa za pakiranje hrane mora zadovoljiti
stroge kriterije kako bi se sprije€io prijenos Stetnih tvari na hranu i oCuvala organolepti¢ka
svojstva poput okusa, mirisa i boje. Polimerni materijali koji su u dodiru s hranom moraju biti
stabilni i zdravstveno ispravni, dok polietilenske folije niske gustoCe, ako se koriste za
aromati¢nu hranu, trebaju biti laminirane kako bi osigurale nepropusnost za kisik i svjetlost te
tako o€uvale rok trajanja proizvoda. Regenerirana celulozna folija i papirna ambalaza moraju
zadovoljavati standarde migracije i biti proizvedene prema pravilima dobre proizvodacke
prakse kako bi se sprije€io prijenos antimikrobnih tvari na hranu. Metalna ambalaza, poput
limenki i cisterni, mora sadrzavati zastitne prevlake koje neée povecati sadrzaj teSkih metala
niti negativnho utjecati na hranu. Dodatno, inteligentna i aktivha ambalaza omogucuju
produzenje svjezZine proizvoda kroz apsorpciju ili otpustanje odredenih tvari, dok inteligentni
materijali prikazuju stvarno stanje hrane. Ovi aktivni i inteligentni dijelovi moraju biti jasno
oznaceni kao nejestivi, a ljepila koriStena u viSeslojnim foljama moraju zadovoljiti zahtjeve u

vezi s migracijom tvari, ¢ime se dodatno osigurava €istoca hrane.

Glavni ciljevi Pravilnika o ambalazi i otpadnoj ambalazi, plasti¢nim proizvodima za
jednokratnu upotrebu i ribolovnom alatu koji sadrzava plastiku (NN 137/2023) su sprjeCavanje
nastanka ambalaznog otpada, poticanje ponovne uporabe, recikliranja i drugih oblika oporabe
ambalaznog otpada, te smanjenje kona¢nog odlaganja otpada. Pravilnik takoder tezi prijelazu
na kruzno gospodarstvo, smanjujuci negativan utjecaj ambalaze na okoliS, osobito vodenih
ekosustava, kao i na zdravlje ljudi. Na taj nacCin promiCe uskladivanje poslovnih praksi s
naCelima odrzivosti i osigurava uskladenost s propisima EU, Cime se omogucava

funkcioniranje jedinstvenog trziSta bez prepreka u trgovini i konkurenciji.

Zakon o prehrambenim aditivima, aromama i prehrambenim enzimima (NN 39/2013 i
114/18) uskladuje nacionalno zakonodavstvo s pravilima Europske unije, osiguravajudi
sigurnost i kvalitetu prehrambenih proizvoda kroz regulaciju koridtenja aditiva, aromatskih tvari
i enzima. Uredba (EZ) br. 1333/2008 detaljno propisuje uvjete pod kojima se prehrambeni

aditivi mogu Kkoristiti, kao i zahtjeve za oznaCavanje i pracenje njihovih u€inaka na zdravlje
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potroSaca. U skladu s tim, pozitivha lista aditiva sadrZi tvari koje su odobrene za upotrebu,
nakon $to su proSle znanstvenu procjenu i potvrdene kao sigurne, ¢ime se dodatno osigurava
transparentnost i povjerenje potroSaa. Ova uskladenost i regulacija osiguravaju da su
prehrambeni aditivi koriSteni u skladu s visokim standardima sigurnosti, Cime se §titi zdravlje

potroSaca i poboljSava kvaliteta hrane.

Navedene uredbe i pravilnici zajednicki osiguravaju visoke standarde sigurnosti hrane,
reguliraju koridtenje aditiva, jam&e zdravstvenu ispravnost materijala u kontaktu s hranom i
potiCu odrzivo upravljanje otpadom, &ime se $&titi zdravlje potroSaca i okolis. Ova kompleksna
mreza zakonskih okvira stvara temelj za sigurnu prehrambenu industriju u Hrvatskoj i

Europskoj uniji.

2.7. BUDUCE PERSPEKTIVE

Upotreba biomaterijala za pakiranje hrane mogla bi dovesti do smanjenja globalnog
plastiCnog zagadenja, koje godiSnje stvara 300 milijuna tona plastiChog otpada (Lomartire i
sur., 2022). S druge strane biorazgradivost vodi ka kra¢em roku trajanja zastitne funkcije filma
i/ili prevlaka u usporedbi sa konvencionalnim pakiranjima. Zbog toga predstavljaju izazov za
proizvodace koji Zele da njihovi proizvodi imaju moguénost duljeg opstanka na trzistu (Bozani¢
i sur.,, 2022). Ranija istrazivanja (Sedayu i sur., 2019) razmatrala su nacine poboljSanja
svojstava filmova i prevlaka na bazi karagenana, uklju€ujuci njihov razvoj kao odrzivog
pakiranja za hranu. Od tada, sve su ucestalija istrazivanja karagenanskih filmova u pakiranju
hrane te razvoj nanokompozitnih filmova na bazi karagenana s aktivnim i inteligentnim
funkcijama za realnu primjenu. Jestivi filmovi i prevlake odlikuju se visokom
biokompatibilnoS§¢u, netoksicnoS¢éu te su povoljni za okoli§ (Bozani¢ i sur., 2022). Takvi
materijali imaju potencijal za Sirenje uporabe u pakiranju hrane, a zakljucci ovih studija mogli

bi pomo¢i daljnjem razvoju ekoloski prihvatljivog pakiranja na bazi algi (Ramadas i sur., 2024).

Uzgoj morskih algi koje se koriste za dobivanje karagenana, suoCava se s izazovima
poput predacije biljojeda, oluja, parazitskih epifita i izbijanja bolesti. Izbijanja bolesti ozbiljan su
problem jer dovode do pada prinosa i smanjenja kvalitete karagenana. Potrebno je razviti
otpornije sojeve morske alge, koji ¢e pruziti veCu otpornost na promjene u okoliSu i bolje
prinose. Premda filmovi na bazi algi obe¢avaju daljnji razvoj u proizvode visoke dodane
vrijednosti, jo§ uvijek su u ranoj fazi razvoja za komercijalnu primjenu. Glavne prepreke
prihvacanju ukljuuju kvalitetu i ekonomsku isplativost, jer se moraju natjecati s

konvencionalnim ambalaznim materijalima (Sedayu i sur., 2019).
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IstraZivanja trZita jestivih filmova i prevlaka ukazuju na potrebu stalnog prilagodavanja
i brze primjene inovacija kako bi se zadrzala konkurentnost na trzistu (Kurek i sur., 2022).
Potrebna su kontinuirana istrazivanja kako bi se smanijili troSkovi implementacije prirodnih
materijala te potaknule industrijska ulaganja i daljnje studije za razvoj ovih odrzivih tehnologija.
Unato€ tome, cijena bioplastike stabilnija je od cijene plasti¢nih materijala na bazi fosilnih
goriva, buduéi da cijene biomase manje fluktuiraju od cijena nafte (Sedayu i sur., 2019).
Potencijal bioaktivnih spojeva dobivenih iz algi izaziva veliko zanimanje za razvoj odrzive i
ekolo$ki prihvatljive bioplastike, koja se smatra rieSenjem za zamjenu plastike na bazi nafte i

smanjenje velike proizvodnje plastiCnog otpada (Lomartire i sur., 2022).

lako je u posljednjih 10 godina provedeno mnogo istrazivanja na ovu temu, primjena ovih
materijala uglavnom je ostala na laboratorijskoj razini, s ograni¢enom industrijalizacijom.
Prema istrazivanju Zhao i sur. (2021), bududi trendovi istrazivanja i primjene usmjereni su na

nekoliko glavnih podrucja:

e |strazivanje novih izvora polisaharida pogodnih za koristenje u prehrambene svrhe,

poput bakterija i gljiva, s posebnim naglaskom na morske mikroorganizme,

¢ viSenamjenska modifikacija materijala na bazi polisaharida koja ¢e poboljsati trenutne

karakteristike, uz odrzavanje stabilnosti, sigurnosti, i niske cijene,

e proSirenje primjene polisaharidnih materijala i sveobuhvatna evaluacija dosadas$nijih
istrazivanja u svrhu smanjenja troSkova i povecanja proizvodnje te procjena
ekonomske, ekoloSke i druStvene Kkoristi ovih materijala koristeéi teorijski model

procjene odrzivosti zivotnog ciklusa,

e sigurnosna procjena rizika upotrebe polisaharidnih materijala zbog potrebe za boljim
razumijevanjem migracije polisaharida u hranu, njihove interakcije s prehrambenim
komponentama i uCinke nakon konzumacije, Cime Ce se potvrditi sigurnost ovih

materijala za komercijalne svrhe te dati smjernice za unos u prehrani.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za izradu jestivih filmova kao osnovni materijali koriSteni su iota — karagenan (i-karagenan ,
Alfa Aesar, Biovit, Zagreb, Hrvatska) i prah jestive smede alge Ascophyllum nodosum (kelp
alga Ascophyllum nodosum, Galeria internazionale d.o.o0., Zagreb, Hrvatska). Kao plastifikator
koristen je glicerol (biljni glicerin Raws, 99,5 %, E422, Dekorativna to¢ka d.o.o., Poznanovec,
Hrvatska). KoriSteno otpalo je destilirana voda. Za mjerenje udjela ukupnih fenola koristen je
Folin — Ciocalteu reagens (Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka) te zasi¢ena otopina Na>-CO3
(Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska). Za potrebe provodenja metoda mjerenja udjela
antioksidacijske aktivnosti koristena je otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, Sigma
Aldrich, Darmstadt, Njemacka). Prilikom pripreme FRAP reagensa koristeni su sljedeéi
reagensi: klorovodiéna kiselina, 40 mM (Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka), TPTZ, 10 mM
(2,4,6-tripiridil-s-triazin, Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka), otopina Zeljezovog (lll) klorida
heksahidrata (FeCls x 6 H-O, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska) i acetatni pufer 0,3 M, ph 3,6

(Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Republika Ceéka).

3.2. PRIPREMA JESTIVIH FILMOVA

Otopina karagenana (CAR, A) dobivena je otapanjem 1,5 g praha karagenana u 100
mL demineralizirane vode kako bi se dobila 1,5 % (m/V) otopina za formiranje filma. Otopina
karagenana (CAR, B) dobivena je otapanjem 3,0 g praha karagenana u 100 mL
demineralizirane vode kako bi se dobila 3,0 % (m/V) otopina za formiranje filma. Sve filmogene
otopine zagrijavane su uz mijeSanje do postizanja konstantne temperature od 70 °C na kojoj
su mijeSane 10 minuta. Filmogene otopine karagenana s dodatkom alge (A. nodosum)
dobivene su dodatkom praha alge u koli¢ini od 0,05 % (A0,5G, A0,5, B0,5G, B0,5), 0,5 % (
A5G, A5, B5G, B5) i1 % (A1, A1G, B1, B1G) mase alge u odnosu na suhu tvar polimera. Prah
alge dodaje se u prethodno pripremljenu otopinu karagenana. Otopina karagenana sa
dodatkom alge se homogenizira tijekom 10 min pri 10000 rpm i sobnoj temperaturi (23+2 °C)
na homogenizatiru (IKA Ultra turax T18), te nastavlja mije&ati tiiekom 30 min na magnetskoj
mijesalici kako bi se osiguralo Sto unifomiranije dispergiranje alge u filmogenoj otopini.
Optimalno dispergiranje/mijeSanje je vazno kako bi moglo doc¢i do uniformiranog umrezavanja

aktivnog dodataka (alga) i polimera, te utjeCe na mjeSivost i stabilnost otopine biopolimera.
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Nadalje, ovisno o kvaliteti filmogene otopine, ovisiti ¢e i karakteristike osudenog filma ili

kvaliteta prevlake naneSene na proizvod (npr. ribu).

U idu¢em koraku dodaje se plastifikator, glicerol, u koncentraciji od 20 % (m/m suha
tvar polimera), te se flmogena otopina mijesa tijekom 10 min pri sobnoj temperaturi (2312 °C)
na magnetskoj mijeSalici. SvjeZe pripremljene filmogene otopine koriste se za njihovu

karakterizaciju (pH i viskoznost, opis metode dalje u radu).

Toéno odredena koli€ina pripremljene otopine (prema preliminarnim istrazivanjima u
laboratoriju za pakiranje hrane postoji interni protokol za izlijevanje filmogenih otopina) se izlije
u plasticne Petrijeve zdjelice odredenih dimenzija. SuSenje se provodi u ventiliranoj klima
komori (HPP110, Memmert, Njemacka; i BinderKBF240, Binder, Njemacka) pri kontroliranim
uvjetima temperature od 30 °C i relativne vlaznosti 40 % tijekom 24 sata. Nakon suSenja filmovi

se odvajaju s Petrijevih zdjelica i Euvaju u eksikatoru do provodenja mjerenja.

3.3. METODE KARAKTERIZACIJE

3.3.1. Karakterizacija filmogenih otopina

3.3.1.1. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost odreduje se uz pomo¢ pH metra FiveGO (Mettler Toledo, Greifensee,
Svicarska). Mjerenje se vrsi uranjanjem sonde pH metra u svjeZe pripremljenu otopinu filma.
Po svakom uzorku provedena su 3 mjerenja, te se srednja vrijednost s standardnom

devijacijom.

3.3.1.2. Odredivanje viskoznosti

Za mjerenje viskoznosti biopolimernih otopina, pripremljene su svjeze otopine Cija je
viskoznost potom mjerena na viskozimetru (Lamy Rheology RM 100 Plus, Champagne au
Mont d’Or, Francuska). U mjerni cilindar viskozimetra ulije se 20 mL uzorka te se u cilindar
uroni mjerno tijelo. Na ekranu uredaja odabere se program mjerenja MS-C-19-C i podesi se
brzina smicanja. Mjerenje je provedeno pri brzinama smicanja od 250 do 1290 s, na sobnoj
temperaturi (232 °C) i pri 70 °C (temperatura pripreme CAR) te su 3 paralele mjerenja
provedene za svaki uzorak, a njihova srednja vrijednost je uzeta kao rezultat. Dobivene su

vrijednosti viskoznosti (Pa s) i obrtne sile (MmN m?).
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3.3.2. Karakterizacija filmova

3.3.2.1. Odredivanje debljine filma

Za mijerenje debljine filmova koriSten je digitalni mikrometar (Digimet, HP, Helios
Preisser, Njemacka) preciznosti do 0,001 mm. Od svakog pripremljenog filma uzet je jedan
uzorak kojem je izmjerena debljina na osam razli€ita mjesta, a rezultat je prikazan kao srednja

vrijednost sa standardnom devijacijom (um).

3.3.2.2. Odredivanje boje
Parametri boje filmova od karegenana mjere se kolorimetrom (Konica Minolta

Spectrophotometer CM3500d, Langenhagen, Njemacka), koji radi na sistemu CIE L*a*b*
prostornog modela. Takav sistem definira boju kroz tri parametra: L* a* i b*, koji se mogu
prikazati u trodimenzionalnom prostoru. Parametar L* oznacava svjetlinu, od prozirne ili bijele
do crne boje, i prikazuje se kao vertikalna ili y-os s rasponom od 0 (crna) do 100 (bijela).
Parametar a* prikazuje raspon od zelene do crvene boje kao x-o0s, dok parametar b* obuhvaca

raspon od zute do plave boje i prikazuje se kao z-os (Bruhl i Unbehend, 2021).

magenta
a

0
black

Slika 7. CIELAB dijagram (prema Anonymous)

Uredaj se kalibrira dodatkom za kalibraciju te se uzorak filma stavlja ispod otvora za
mjerenje. Mjerenje se provodi na 10 razli¢itih mjesta na svakom filmu, a rezultati su izrazeni

kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

Mjerenjem L, a i b vrijednosti omoguéeno je odredivanje kolorimetrijske razlike (AE),
kako je prikazano u jednadzbi [1], Sto odgovara ukupnoj razlici u boji. Ako je AE > 3, promjena

boje vidljiva je ljudskim okom.

AE =./(L1-L0)2 + (al —a0)% + (b1 —b0)2 [1]
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gdje su:

Lo, ao, bo- vrijednosti boje kontrolnog (referentnog) uzoraka u odnosu na kojeg se mijeri
odstupanje;

L+, a1, by - vrijednosti boje ispitivanoga uzorka (Kurek i sur., 2021).

3.3.2.3. Odredivanje topljivosti i udjela vode u filmovima
Odredivanje pocetnog udjela suhe tvari vrdi se na nacin da se filmovi odredenih

dimenzija (2 x 2 cm) i mase (m4) suSe na 105 °C, do ustaljenja mase (m2). Gubitak mase
uzorka pripisuje se gubitku vode, te se kao takav prikazuje. Topljivost filmova definira se
sadrzajem suhe tvari otopljene u destiliranoj vodi, nakon uranjanja uzorka tijekom 24 h. Uzorci
filma to¢no odredene mase i udjela vode, urone se u 30 mL destilirane vode pri 23 + 1 °C,
tijekom 24 h. Ostaci neotopljenog uzorka se suSe u susioniku (pri 105 °C do ustaljenja mase),
te se iz razlike u gubitku mase u odnosu na pocetnu suhu tvar izrauna udio otopljenog filma.

Rezultat se prikazuje kao srednja vrijednost mjerenja s standardnom devijacijom.

3.3.2.4. Mjerenje propusnosti plinova kroz biopolimerni film
Mijerenje propusnosti filmova na plinove provedeno je manometrijskom metodom na

uredaju za mjerenje propusnosti Brugger, GDP - C (Brugger Feinmechanik GmbH, Munich,
Njemacka). Metoda nalaze da se plin propusta kroz uzorak koji je postavljen kao barijera
izmedu dva dijela permeacijske celije, do kad se tlak ne izjednaci s gornje i s donje strane.
Prije mjerenja provodi se evakuacija zraka iz mjernog volumena vakuum pumpom, a vrijeme
trajanja ovisi o tipu mjerenog materijala. Nakon $to je zrak evakuiran, pod atmosferskim tlakom
propusta se ispitivani plin (O ili COy) kroz jednu stranu uzorka. Plin difundira kroz uzorak filma,
Sto se registrira kao postepeni porast tlaka. Rezultati su zabiljeZeni na raCunalu i prikazani kao
vrijednost permeacije (izrazena u cm® m?2 d! bar?). Koeficijent propusnosti kisika (PO) i
ugljikovog dioksida (PCOy) (izrazen u cm®*m™ d' Pa™") izracunata je kao aritmeti¢ki produkt

dobivene permeacije i srednje vrijednosti debljine filma [2] i [3]:

PO,=q-d 2]

odnosno
PCO,; =q-d [3]
gdje je:

g = permeanca (cm® m2 d? bar?),
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d = debljina filma (um).

3.3.2.5. Mjerenje propusnosti vodene pare kroz biopolimerni film
Propusnost filmova na vodenu paru (WVP) mjeri se gravimetrijski, prema ASTM (eng.

American Society for Testing and Materials) E96 - 80 standardnoj metodi (ASTM, 1980), koja
je prilagodena za jestive materijale (Debeaufort i sur., 1993). Uzorci filmova izreZzu se u obliku
kruga (promjera 41 mm) te se postavljaju na vrh mjernih staklenih ¢adica napunjenih 20 mL
destilirane vode (kako bi se postigla RH od 100 %). Na rub otvora mjerne ¢aSice nanosi se
vakuumska mast na koju se postavlja teflonski prsten, a nakon njega pripremljeni uzorak filma
koji potom uévrsti drugim teflonskim prstenom i poklopcem &asice. Tijekom rukovanja uzorcima
potrebno je Koristiti zastitne rukavice. Uzorci se cCuvaju u ventiliranoj klima komori
(BinderKBF240, Binder, Njemacka) pri RH 30 % i temperaturi od 23 °C. S obzirom da je s
unutarnje strane mjerne ¢aSice destilirana voda (100 % RH) a s vanjske strane u klima komori
RH 30 %, mjerni gradijent RH je 70 %. Uzorci se vazu jednom na dan, kroz 8 dana na
analitickoj vagi (KERN ABS320-4N, KERN&SOHN GmbH, Balingen, Njemacka) s precizno$éu
od 0,0001 g.

Propusnost na vodenu paru WVP (g m™ s™ Pa™) izraCunata je iz promjene mase

mjerne ¢asice u odnosu na vrijeme u stacionarnom stanju, prema izrazu [4].

Am
WvVP = Aeaip x [4]

gdje je:

Am/At — maseni gubitak vlage po jedinici vremena (g s™);
A — povrsina filma izloZena prijenosu vlage (9,08 x 10* m?);
x — debljina filma (m);

Ap —razlika tlaka vodene pare izmedu dvije strana filma (Pa).

3.3.2.6. Odredivanje ukupnih fenola
Za odredivanje ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti, aktivni sastojci se prvo

ekstrahiraju iz filmova. Ekstrakcija se provodi u vodi, uranjanjem toéno odredene mase filma u

destiliranu vodu, tijekom 24-48 h. Za potrebe mjerenja, uzima se supernatant.

Odredivanje ukupnih fenola provodi se spektrofotometrijski, koriStenjem Folin-
Ciocalteu reagensa, koji se sastoji od fosfovolframove i fosfomolbidenske kiseline. Ova
metoda temelji se na kolorimetrijskoj reakciji u kojoj fenolne tvari reducira Folin-Ciocalteu

reagens, pri ¢emu se stvara plavo obojenje €iji je intenzitet proporcionalan koncentraciji fenola
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i mjeri se pri 765 nm. U staklene epruvete se dodaje 400 pL FC reagensa, 2,6 mL deionizirane

vode te 400 uL otopine filmova iz kojih je ekstrahirana aktivha komponenta u vodi. Nakon 3

minute, dodaje se 800 pL zasi¢ene otopine Na;COs, a uzorci se promijesaju na tresilici. Zatim

se uzorci termostatiraju u vodenoj kupelji pri 50 °C tijekom 40 minuta, nakon ¢ega se mijeri

apsorbancija na 765 nm. Slijepa proba priprema se na identi¢an nacin kao uzorci, osim §to

umjesto ekstrakta sadrzi istu koli¢inu otapala za ekstrakciju, odnosno destiliranu vodu, te sluzi

kao kontrola. Koristenjem krivulje bazdarnog pravca izraCunava se udio ukupnih fenola (mg
TCP / g filma).

3.3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidacijska aktivnost (kapacitet) je odredena uz pomo¢ dvije metode:

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda koristi se za procjenu antioksidativhe aktivnosti
spojeva temeljem sposobnosti hvatanja slobodnih radikala. Pripremljene su 3 vodene
otopine alge razli¢itih koncentracija (0,0576 g/100 mL; 0,0107 g/100 mL; 0,1067 g/100 mL).
Uzorci filma odredenih dimenzija i mase (1 x 2 cm i priblizno 0,1 g) se smjestaju u staklene
epruvete i uranjaju u 0,15 mM otopinu DPPH na sobnoj temperaturi tijekom 90 minuta,
zasticeni od svjetlosti. Reakcijom antioksidansa s DPPH radikalima formiraju se stabilne
molekule, §to uzrokuje promjenu boje otopine iz tamnoljubiaste u blijedozutu. Intenzitet
ljubicaste boje DPPH otopine obrnuto je proporcionalan antioksidativnoj aktivnosti
uzoraka. Kontrolni uzorak sadrzava iskljuCivo otopinu DPPH. Nakon 90 minuta,
apsorbancija se mjeri na 517 nm. Postotak inhibicije izraCunava se prema sljede¢em izrazu

[5]:

% inhibicije = =22 -100 %  [5]

gdje su:
Ao - apsorbanca kontrole;

A¢— apsorbanca uzorka.

FRAP metoda temelji se na reakciji redukcije zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPZP) pri Eemu nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji
ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Shortle i sur., 2014). FRAP reagens pripremljen je
mijeSanjem 0,3 M acetatnog pufera (pH 3,6) sa 2,4,6-tripiridil-s-triazinom (TPTZ) i 20 mM
otopinom FeCls-6H20 u omjeru 10:1:1 po volumenu. To¢no 300 uL otopine uzorka filma
pomijeSano je s 2225 puL FRAP reagensa i inkubirano na 37 °C tijekom 10 minuta. Nakon

toga izmjerena je apsorbancija na 593 nm. Za slijepu probu koristeno je 300 yL otapala
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koriStenog za ekstrakciju umjesto ekstrakta. Uzorke je potrebno razrijediti tako da
apsorbancije u razrijedenim ekstraktima budu u rasponu od 0,1 do 0,9. Za izraCune je
koristena krivulja standarda askorbinske kiseline, vrijednosti su izrazene u mg ekvivalenata
askorbinske kiseline (AAE) po masi pripremljenog uzorka filma. Askorbinska kiselina moze
prihvatiti 2 elektrona, a redukcija iona zeljeza zahtijeva 1 elektron, stoga su svi rezultati iz

krivulja pomnoZeni s 2. Za svaki uzorak izmjerene su 4 paralele.

3.4. OBRADA PODATAKA

StatistiCka analiza podataka provedena je analizom varijance (ANOVA) pomo¢u Xlstat
- Pro 7.5.3. (Addinsoft, SAD). Podaci su rangirani i statistiCke razlike su ocijenjene u redovima
s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukey - ovim viSestrukim usporednim

testovima. U svim slu€ajevima vrijednost p <0,05 se smatra statistiCki znacajnom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U sklopu ovog rada pripremljeni su biorazgradivi filmovi na bazi karagenana te
kompozitni filmovi koji su dobiveni mijeSanjem karagenana i glicerola sa i bez dodatka smede
alge kelp (Ascophyllum nodosum). Odredivani su fizikalno — kemijski parametri filmogenih
otopina (pH, viskoznost), debljina filmova, te barijerni (propusnost plinova i vodene pare) i
opti¢ki (boja) parametri. Nadalje, odreden je udio ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost
filmova kako bi se procijenila funkcionalnost filmova te moguénost daljnje primjene za
pakiranje prehrambenih proizvoda, s naglaskom na ribu. Dobiveni rezultati su prikazani

tabliéno i graficki.

41. pHIVISKOZNOST OTOPINA BIOPOLIMERA

Poznavanje pH vrijednosti flmogenih otopina je vazna karakteristika s obzirom da
moze utjecati na umrezavanja i pakiranje polimernih lanaca u kristalnoj reSetci te samim time
na fizikalno-kemijska svojstva suhih filmova. Nadalje, utjeCe na elektrostatiku sustava
odnosno stvaranje poilelektrolitskih kompeksa tijekom stvaranja veza kompatibilnih polimera
tocno odredenog elektrostatskog naboja pri odredenim pH vrijednostima. Naime, gustocCa
povrSinskog naboja i jaCina elektricnog polja biopolimera mogu biti pod utjecajem kiselosti ili
luZnatosti otopine, $to znaci da elektrostatiCke sile igraju klju€nu ulogu u interakcijama izmedu
proteina i polisaharida (Lu i sur., 2020). Vrijednosti pH metra prikazuju koncentraciju vodikovih
iona u koriStenim uzorcima, a poznavanje pH filmogene otopine koja stvara film klju¢no je za
predvidanje odredenih svojstava filma nakon suSenja, poput boje, topljivosti i moguénosti

stvaranja blenda.

Rezultati pH vrijednosti filmogenih otopina, prikazani na slici 8., pokazuju da se pH
vrijednosti svih otopina kre¢u izmedu pH 9,1 i pH 9,5, 8to ukazuje na to da su otopine luznate.
Prema tome, karagenan ima luznatu prirodu jer su otopine pripremljene u destiliranoj vodi, koja
je neutralna. NajviSa pH vrijednost izmjerena je kod uzorka A, dok je najniza pH vrijednost
izmjerena kod B1. Ovaj rezultat upu€uje na to da alga smanjuje pH vrijednost, sto je u skladu
sa svojstvima njenih polisaharidnih komponenti koji, prema istrazivanju Abka-khajouei i sur.
(2022), imaju sklonost stvaranju vodikovih veza sa slobodnim vodikovim ionima u otopini i na

taj nacin smanijiti pH vrijednost.
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Kada usporedimo A i B seriju uzoraka, B uzorci imaju nizu pH vrijednost. S obzirom
da se otopine razlikuju u koncentraciji karagenana, moze se zakljuciti da razlike u koncentraciji
utjeCu na pH vrijednost otopine, odnosno poviSsenjem koncentracije karaganena dolazi do

smanjenja pH filmogene otopine.

Viskoznost se definira kao fizikalna veli¢ina koja nastaje unutar tekuéine uslijed trenja
pri kretanju Cestica, te opisuje otpor koji tekuéina pruza prilikom strujanja (Moares i Hilliou,
2024). Viskoznost otopina karagenana osjetljiva je na pH zbog promjena u stabilnosti sulfatnih
skupina i medulancanih interakcija. U kiselim uvjetima (nizak pH), moze doc¢i do hidrolize
biopolimernih lanaca, $to smanjuje viskoznost. Suprotno niskom pH, u luznatim uvjetima (visok
pH), mozZe doc¢i do destabilizacije polimernih lanaca ovisno o prisutnim ionima i temperaturi
(Gao i sur, 2024). Viskoznost karagenana takoder ovisi o sadrzaju sulfata. Sto je sadrzaj
sulfata maniji, to je viskoznost manja, dok konzistencija gela raste. Sposobnost geliranja kappa
i iota karagenana dolazi do izrazaja kada se vruéa otopina ohladi, zbog prisutnosti 3,6-

anhidrogalaktoze (Fransiska i sur., 2021).

12

10 a ab c,d de c,d f b,c e f c,d f
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Slika 8. pH vrijednosti otopina biopolimera

A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); A0,5 — filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A1 —
filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B — filmovi od 3 %-tne
otopine (m/v) karagenana; B0,5 - filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum

nodosum; B1 - filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum

Razli¢iti eksponenti (2-f) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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Na slikama 9. i 10. graficki je prikazana ovisnost brzine smicanja o viskozitetu uzoraka
A i B serije filmova pri temperaturi od 23 °C. Viskoznost svih ispitivanih uzoraka opada s
povecéanjem brzine smicanja, Sto ukazuje na pseudoplastiéno ponasanje karakteristicno za
nenewtonske tekucine, a koje se javlja kod otopina polimera i gelova (Kol i sur., 2021). PoCetne
vrijednosti viskoziteta kod uzoraka B, vece u usporedbi s uzorcima iz grupe A, §to moZze biti
posljedica ve¢ih molekularnih masa, viSih koncentracija, ili jaih medumolekularnih interakcija,
a moze ukazivati i na prisutnost guséih ili snaznije povezanih struktura u uzorcima grupe B.
Kod velikih brzina smicanja (oko 800 s™ i viSe), sve je manje smanjenje viskoznosti, vierojatno
do dosezanja konstantno niske vrijednosti, $to moze ukazivati na maksimalno prilagodavanje

molekularne mreZe smjeru smicanja.
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Slika 9. Ovisnost brzine smicanja (y) o viskozitetu (i) uzoraka filma od 1,5 % (m/v)
karagenana izmjerena pri 23 °C

A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); A0,5 — filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A1 —
filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum
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Slika 10. Ovisnost brzine smicanja (y) o viskozitetu (i) uzoraka filma od 3 % (m/v)
karagenana izmjerena pri 23 °C

B — filmovi od 3 %-tne otopine (m/v) karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); B0,5 - filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum

Na slikama 11. 1 12. graficki je prikazana ovisnost brzine smicanja o viskozitetu uzoraka
A i B serije filmova pri temperaturi od 70 °C. Svi uzorci pokazuju smanjenje viskoznosti s
povecanjem brzine smicanja, $to ponovo ukazuje na pseudoplasticno ponaSanje otopina.
Vrijednosti viskoznosti kod svih uzoraka su bliske, osobito pri viS§im brzinama smicanja.
Razli¢ite formulacije imaju sli¢ne osnovne reoloske osobine, najvjerojatnije zbog dominantne
prisutnosti karagenana kao osnovnog polimera. Razlike izmedu razli€itih uzoraka filmova serije
A su male, s blagim varijacijama u pocetnim vrijednostima viskoznosti. Prisustvo glicerola kod
svih uzoraka filmova serije A blago je smanijio viskozitet zbog njegovog djelovanja kao
plastifikatora, koji povecava fleksibilnost filma smanjenjem intermolekularnih veza. Veca
pocetna viskoznost kod filmova serije B sugerira snaznije medumolekularne veze ili guséu
mrezu polimernih lanaca. Zasebni dodaci alge i glicerola smanjuju viskoznost, Sto je vidljivo iz
nizih vrijednosti viskoznosti kod B0,5 i BG. Medutim, dodatak veée koncentracije alge kod
uzorka B1 te dodatak alge i glicerola u isti uzorak povecali su viskoznost, sto je vidljivo kod
uzoraka B0,5G i B1G. Dodatak alge ili glicerola ne utjeCe zna€ajno na vrijednosti pri viSim
brzinama smicanja. Pri 70 °C viskoznost je opcenito niza nego pri nizoj temperaturi, odnosno
pri 23 °C (Slike 9i 10), Sto je oCekivano, jer viSe temperature olakSavaju kretanje molekula i

smanjuju intermolekularne interakcije.
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Slika 11. Ovisnost brzine smicanja (y) o viskozitetu () uzoraka filma od 1,5 % (m/v)
karagenana izmjerena pri 70 °C

A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); A0,5 — filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A1 —
filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum
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Slika 12. Ovisnost brzine smicanja (y) o viskozitetu (i) uzoraka filma od 3 % (m/v)
karagenana izmjerena pri 70 °C

B — filmovi od 3 %-tne otopine (m/v) karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); B0,5 - filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B1 -
filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum
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4.2. BOJA FILMOVA

Boja je temeljno opti¢ko svojstvo prehrambenih proizvoda jer pruza klju¢ne informacije
o kvaliteti, poput stupnja zrelosti, svjezine ili ispravnosti proizvoda (Saluena i sur., 2019). Osim
toga, boja ima iznimno vaznu ulogu u percepciji potroSaca, koja direktno utjeCe na
prihvaéenost proizvoda (Pereira i sur., 2019). Kod jestivih prevlaka, boja predstavlja kritiCan
parametar, osobito kod proizvoda osjetljivin na svjetlost, gdje pakiranje mora osigurati zastitu
i vizualnu privliaénost. U tablici 3. prikazani su izmjereni parametri boje (L*, a*, b*) i ukupna

razlika u obojenosti (AE).

Tablica 3. Parametri boje (L*, a*, b*, AE) u razli¢itim uzorcima filma

Uzorak L* a* b* AE
A 91,47 £ 0,112 1,80 £ 0,012 -6,34 + 0,04¢ 0,00 + 0,00
AG 91,44 + 0,142 1,71 +£0,012°b -6,17 £ 0,10¢ 0,19 £ 0,11
A0,5 87,04 + 0,89° 0,82 £ 0,13 3,86 + 0,33° 11,16 £ 0,57°¢
A0,5G 88,15 + 0,24 1,08 + 0,02° 0,81 +0,14¢ 7,91 +£0,18¢
B 90,71 £ 0,232 1,48 £ 0,03 -4,52 + 0,19 0,00 £ 0,00¢
BG 90,49 + 0,19? 1,39 + 0,03°¢ -3,95+0,17¢ 0,62 + 0,21
B0,5 81,40 £ 1,56° 1,00 + 0,328 17,58 + 0,38° 23,99 + 0,66°
B0,5G 79,89 + 0,99¢ 1,17 £ 0,29%¢ 19,69 + 0,682 26,52 + 0,972

A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); A0,5 — filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B —
filmovi od 3 %-tne otopine (m/v) karagenana; B0,5 filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera)
alge Ascophyllum nodosum

Razlic¢iti eksponenti (2-f) unutar stupca ukazuju na statistic¢ki zna¢ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Svaki uzorak filma promatran je golim okom te su uoCene razlike izmedu uzoraka sa i
bez dodatka alge. Uzorci bez dodatka alge bili su prozirni i bez vidljivih nepravilnosti na
povrsini. Dodavanjem alge (0,5 %) primije¢ena je blaga hrapavost i male tamne tocke te
tamne, nepravilnom rasporedene mrlie  koje se  pripisuju  neravnomjerno
dispergiranom/otopljenom prahu. Filmovi su takoder poprimili blago zelenu boju. Filmovi s
glicerolom, bez obzira na dodatak alge, bili su gladi i sjajniji. Vrijednost L* oznacava svjetlinu
uzorka, s viSim vrijednostima koji oznaCavaju svjetliju boju, a njegovo smanjenje oznaCava
tamnjenje uzorka. Iz instrumentalnih mjerenja (tablica 3.), vidljivo je da se vrijednosti parametra

L* kre€u izmedu 78 i 92, $to ukazuje da su svi uzorci svijetli, pri €emu su uzorci A, AG, B i BG
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najsvjetliji i medu njima nema statistiCki znaCajne razlike. Dodavanje alge Ascophyllum

nodosum smanijilo je svjetlinu zbog tamnije boje alge, $to je u skladu s oCekivanjima.

Vrijednosti parametra a* za sve analizirane uzorke filma pokazuju pozitivhe vrijednosti,
Sto ukazuje na prisutnost crvenog spektra. Ovi rezultati u skladu su s istrazivanjem Blanco-
obogacenih algama. S druge strane, parametar b* pokazuje razli€ite vrijednosti. Kod uzoraka
bez dodatka alge vrijednosti su negativne, 8to upuéuje na prisutnost plavkastog tona, dok su
kod uzoraka s dodatkom alge vrijednosti pozitivhe, to odraZzava dominaciju Zzutog spektra.
Sklonost Zutoj boji moze se pripisati prisutnosti alginata (Biao i sur., 2019), koji je poznat po
svom utjecaju na optiCka svojstva biopolimernih materijala. Nedavna istraZivanja potvrduju
znacajan utjecaj alginata na opti¢ka svojstva filmova, zahvaljuju¢i njegovoj biokompatibilnosti
i fleksibilnosti u formiranju kompozita. Takva svojstva omogucuju prilagodbu vizualnih i

fizikalnih karakteristika materijala za pakiranje hrane (Metha i sur., 2024).

Vrijednosti parametra b* kod uzoraka serije B (veca koncentracija karagenana) s
dodatkom alge znacajno su veée u usporedbi s vrijednostima uzoraka serije A (manja
koncentracija karagenana) s dodatkom alge. Statisti¢ki znacajna razlika izmedu ovih serija
ukazuje na izrazeniji Zuto-smedi ton boje kod filmova serije B. Pretpostavlja se da je povecanja
b* vrijednosti rezultat vec¢e koncentracije karagenana prisutnog u filmovima serije B, $to utjeCe
na spektralne karakteristike i boju materijala, gusto¢u pakiranja polimernih lanaca i debljinu
filma. Proizlazi da koncentracija karagenana moze igrati klju¢nu ulogu u prilagodbi vizualnih

svojstava biopolimernih filmova.

Parametar AE predstavlja ukupnu razliku u obojanosti i izmjeren je u odnosu na
referentne uzorke serija filma A i B. Za ocjenu vizualnih razlika u boji prema percepciji

promatraca, vrijednosti AE klasificiraju se prema kategorijama (Hawthorne i sur., 2020):

e 0 <AE <1 neprimjetno;

e 1< AE <2 primjetno za iskusnog promatraca;

e 2 <AE < 3,5 primjetno i za neiskusnog promatraca;
o 3,5 < AE < 5 znacajno primjetno;

o AE > 5 sugerira da se radi o dvije potpuno razli€ite boje.

U ovom istrazivanju izracunate vrijednosti AE za seriju flmova A kre¢u se od 0 do 12,
dok se za seriju filmova B kre¢u od 0 do 27. Ove vrijednosti pokazuju da uzorci AG i BG nemaiju
primjetnu razliku u boji u odnosu na referentni uzorak te se statistiCki zna€ajno ne razlikuju.

Suprotno uzorcima s dodatkom samo glicerola, ukupna razlika u obojanosti kod svih uzoraka
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s algama (A0,5, A0,5G, B0,5 i B0,5G) bila je statisti¢ki zna¢ajno razli¢ita u odnosu na kontrolni

uzorak. Razlike su bile vidljive i golim okom (izrazito visoke vrijednosti AE).

4.3. DEBLJINA FILMOVA | PROPUSNOST FILMOVA NA VODENU PARU

Debljina filma je jedan od klju¢nih parametara koji zna¢ajno utje€e na propusnost plinova
na vodenu paru i ostale plinove (Fahrullah i sur., 2020), kao i na mehani¢ka svojstva filmova
¢ime doprinosi poboljSanju mehanicke cjelovitosti prehrambenih proizvoda (Pereira i sur.,
2019). Debiljina filma osigurat ¢e isto tako bolju zastitu proizvoda, a propusnost na vodenu paru
bit ¢e vecéa (Setijawati i sur., 2020). U ovom istrazivanju, najmanja debljina zabiljezena je kod
uzoraka filma A i A0,5, izmedu kojih nema statisti¢ki zna¢ajne razlike. Medutim, ovi uzorci se

statisti¢ki zna€ajno razlikuju od ostalih analiziranih uzoraka.

Najvecu debljinu pokazali su uzorci flmova B5, B5G i B1, izmedu kojih takoder nema
statisti¢ki zna€ajne razlike. Ovi filmovi imaju dvostruko vidu koncentraciju karagenana nego
kod filmova serije A, odnosno udio suhe tvari polimera po povrsini zna¢ajno je veci. Takoder, s
obzirom da su alge dodane u odredenim koli¢inama, mjereno po masi polimera, kod uzoraka
B serije viSe su i koli¢ine dodanih algi. Sukladno tome, do povecéanja debljine filmova dolazi s
povecanjem koncentracije karagenana i dodatkom algi. Dodatak glicerola ne utjeCe znacajno

na debljinu filma, zbog njegove male molekulske mase.

Propusnost filmova na vodenu paru (WVP) klju¢an je parametar koji odreduje
sposobnost materijala za pakiranje hrane da smanji prijenos vlage izmedu prehrambenog
proizvoda i okoline (Liu i sur., 2019). Jedna od osnovnih funkcija jestivih prevlaka je
sprjeCavanje ovog prijenosa, ¢ime se produzuje rok trajanja proizvoda. Niska propusnost
vodene pare je pozelina jer prekomjerna vlaga mozZe ubrzati mikrobiolosko kvarenje i
degradaciju hrane. WVP ovisi o razliitim faktorima, uklju€ujuci vrstu polimera, prirodu

permeata, koncentraciju, razliku tlaka izmedu unutrasnjosti i okoline te debljinu prevlake.

U tablici 4. prikazani su rezultati mjerenja debljine, propusnost na vodenu paru (WVP) i

brzina prijenosa vodene pare (WVTR).
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Tablica 4. Debljina filmova, propusnost na vodenu paru (WVP) i brzina prijenosa vodene pare

(WVTR).
Uzorak Debljina filma (um) wvp (?( r1no11?1 Pa’) WVT’i(,?oT-1 s7)
A 17,7 £ 4,27 1,29 £ 0,0° 14,30 £ 0,03?
AG 35,1 +10,16°f 2,45+ 0,172 13,62 + 0,932
A0,5 25,2 + 2,35 1,98 + 0,00° 15,38 £ 0,042
A0,5G 43,9 +6,69° 3,01 £0,10° 13,41 £ 0,462
A5 100,1 £ 29,80° 7,58 +7,58° 14,81 + 0,25
A5G 94,5 + 32,50°° 7,29 +0,15° 15,08 + 0,30?
A1 40,8 + 6,32¢f nm nm
B 36,7 + 3,89°f 3,19+£0,91° 16,98 + 4,872
BG 40,4 £ 10,87¢f 2,33+0,21° 11,29 £1,02°
B0,5 87,3 + 13,64°¢ nm nm
B0,5G 71,6 £ 13,514 4,47 £ 0,62° 12,21 + 1,682
B5 135,8 £ 32,192 9,83 +0,67° 14,14 + 0,962
B5G 147 + 16,582 9,15+ 0,28 12,17 £ 0,372
B1 147 + 16,58%¢ 3,94 + 0,00° 14,39 £ 0,00?

A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); A0,5 — filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A5 —
filmovi s dodatkom 5 % (m/suha tvar polimera) alge Ascophyllum nodosum; A1 — filmovi s dodatkom 1
% (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B — filmovi od 3 %-tne otopine (m/v)
karagenana; B0,5 - filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B5

- filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B1 - filmovi s dodatkom
1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; nm — nije mjerljivo

Razlic¢iti eksponenti (2-f) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Jestive prevlake i filmovi na bazi polimera formiraju filmove kriznim povezivanjem
polimernih lanaca (eng. cross-linking) putem vodikovih veza. Ovaj nacin povezivanja smanjuje
WVP zahvaljujucéi hidrofilnim svojstvima polisaharida (Hammam, 2019). NiZe vrijednosti WVP
ukazuju na bolju barijeru filma. Dodavanje plastifikatora ubrzava prijenos vodene pare
povecavajuéi razmak izmedu lanaca polimera uslijed smanjenja jaine vodikovih veza, ¢ime

se povecava difuzija vodene pare kroz polimernu strukturu (Abdullah i sur., 2022).

Najbolja barijera svojstva, odnosno najmanju propusnost na vodenu paru pokazuje
uzorak A, dok najveéu propusnost na vodenu paru pokazuje uzorak B5. Najveca propusnost

uzorka B5 moze se pripisati najvecoj koncentraciji karagenana koji je sam po sebi hidrofilne
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prirode te najvecoj koncentraciji alge, koja u svojoj strukturi sadrzi alginate i laminarine koji
takoder imaju velik broj dostupnih -OH skupina za vezanje vode. Prema Henrique i sur., 2007,
WVP moze biti direktno povezan sa koli¢inom -OH skupina u molekulama, sto je u skladu sa
rezultatima ovog rada. Kod uzoraka AG i A0,5G vrijednost WVP se povecala u odnosu na
uzorke A i A0,5, Sto je u skladu sa istrazivanjem Fahrullah i sur. (2020), koje govori da se
dodatkom glicerola u jestive filmove smanjuju medumolekulske sile izmedu polimernih lanaca
i poveéava se propusnost na vodenu paru. Medutim, kod svih ostalih uzoraka, dodatkom
glicerola vrijednost WVP se smanijila. Povec¢anje propusnosti moglo je biti i rezultat mikro-
osteéenja koja su nastala prilikom odljepljivanja filma s podloge ili tijekom rukovanja filmovima.
Vrijednosti propusnosti na vodenu paru (WVP) izmjerene u ovom istrazivanju bile su u rasponu
od 107" gm™ s Pa™", &to je u skladu s dostupnom znanstvenom literaturom za sli¢ne vrste

biopolimernih materijala (Cakmak i sur., 2020).

Brzina prijenosa vodene pare (WVTR) opisuje koli€inu vodene pare koja prolazi kroz
materijal u odredenom vremenskom periodu. Izmjerene vrijednosti WVTR bile su najnize za
uzorke filma BG, B0,5G i B5G, dok su najviSe vrijednosti zabiljeZzene za uzorke B i A0,5G.
Nema statistiCki znacajnih razlika izmedu vrijednosti ovih uzoraka. Slicha zapazanja o
svojstvima barijere na vlagu prisutna su u literaturi koja istrazuje flmove na bazi polisaharida i
proteina. Istrazivanje Hammama (2019) navodi da vecina filmova izradenih od polisaharida i
proteina pokazuje nisku sposobnost zadrZzavanja vlage, 5to je u skladu sa rezultatima

prikazanim u ovom istrazivanju.

4.4, UDIO VODE, SUHE TVARI | TOPLJIVOST FILMOVA U VODI

Topljivost filma je vazan parametar koji odrazava nacin na koji ¢e film reagirati u doticaju
s hranom. Opcenito, kod materijala za prehrambenu primjenu niska topljivost u vodi obi¢no je
poZeljna jer poboljSava cjelovitost proizvoda i povecava njegovu otpornost na vlagu (Pereira i
sur, 2019).

U ovom istraZivanju, udio vode u ispitivanim uzorcima filma kre¢e se izmedu 1% i 5%,
dok se udio suhe tvari kre¢e od 95% do 99%. StatistiCka obrada pokazuje da izmedu uzoraka
nema znacajnih razlika u udjelu vode ni udjelu suhe tvari. lako literatura sugerira da dodavanje
glicerola poveéava udio vode u filmovima (Basiak i sur., 2018), ovo se zapazanje potvrduje
jedino kod uzorka BG, Sto ukazuje na specifi¢an utjecaj glicerola na svojstva filma u ovom

istrazivanju.

34



Filmovi na bazi karagenana, zbog njegove topljivosti u vodi, takoder su topljivi. Kako bi
se smanijila ta topljivost, Cesto se u takve filmove dodaju aktivne tvari. U ovom istrazivanju
utvrdeno je da su svi filmovi 100% topljivi, $to pokazuje da dodatak alge nije smanijio topljivost.
lako dolazi do interakcije izmedu karagenana i komponenata alge (alginata, fukoidana i
laminarina), i dalje postoji velik broj slobodnih hidroksilnih (-OH), sulfatnih (-SO5™) i karboksilnih
(-COOH) skupina, koje omogucuju vezivanje molekula vode. Prema Hammam (2019), alginati
i karagenani su hidrofilni polisaharidi, a njihova sposobnost privlaéenja i zadrzavanja vode
dolazi iz strukture bogate hidroksilnim i karboksilnim skupinama. Fukoidan i laminarin takoder
su hidrofilni polisaharidi smedih algi. Fukoidan, zbog sulfata, i laminarin, zbog hidroksilnih
skupina, lako vezu vodu i otapaju se u polarnim otapalima. Dodatak plastifikatora takoder
utjeCe na povecéanje topljivosti zbog njegove hidrofilne prirode, koja smanjuje interakcije
izmedu molekula biopolimera, sto omogucéuje vecu koli¢inu vode da prodre u polimernu
matricu (Singh Sandhu i sur., 2019).

U tablici 5. prikazan je udio vode, udio suhe tvari, postotak bubrenja (SW) i topljivost

(FW) pripremljenih filmova.

Tablica 5. Udio vode, udio suhe tvari, i topljivost (FW) pripremljenih filmova

Uzorak Udio vode (%) Udio suhe tvari (%) FW (%)

A 3,97 + 1,892 96,03 + 1,892 100
AG 2,96 + 97,042 97,04 + 2,312 100
A5 2,85 + 97,86° 97,15 £ 2,70° 100
A5G 2,14 + 97,86° 97,86 + 1,85° 100
B 1,52 +98,48° 98,48 + 1,072 100
BG 4,16 + 95,842 95,84 + 4,242 100
B5 4,71 £ 95,29° 95,29 + 1,332 100
B5G 2,46 + 97,542 97,54 +2,28° 100

A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); A5 — filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B — filmovi
od 3 %-tne otopine (m/v) karagenana; B5 - filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa polimera) alge
Ascophyllum nodosum

Eksponenti (?) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki zna¢ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Ovi rezultati ukazuju da je film, unato€ svom niskom udjelu vode, vrlo osjetljiv na vodu
i brzo se otopi ili raspadne kada dode u kontakt s vlagom, $to je vjerojatno ponovo rezultat

hidrofilnih svojstava koristenih polimera. Ovakvi filmovi mogli bi pronaci primjenu u sluc¢aju gdje
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je potrebno da se film brzo aktivira i otopi kada dode u kontakt s hranom ili vodom, dok nizak

udio vode pomaze odrzavanju stabilnosti filma tijekom transporta ili skladiStenja.

4.5. PROPUSNOST FILMOVA NA PLINOVE (O2i CO2)

Filmovi od polisaharida formiraju molekulske mreze koje mogu djelomiéno sprijediti
prolazak plinova. lako karagenan i drugi polisaharidi mogu tvoriti snazne vodikove veze koje
omogucuju odredenu barijeru prema plinovima, njihova otpornost na prijenos plinova je
ograniCena. Dodatak alge Ascophyllum nodosum moZze utjecati na propusnost plinova jer
alginati, koji su prisutni u velikim koli¢inama u ovoj algi, mogu formirati snaznu polisaharidnu
mrezu koja poboljSava barijernu sposobnost filma. Medutim, iako filmovi od karagenana s
dodatkom algi mogu imati poboljSana barijerna svojstva u odnosu na Cisti karagenan, iako
njihova ukupna propusnost plinova i dalje ovisi o koncentraciji i vrsti dodanih sastojaka, te
njihovoj topljivosti koja utje¢e na konacnu strukturu polimera (Hammam, 2019). Slaba topivost
u odredenom filmogenom mediju moze utjecati na neravnomjernu strukturu kod koje dolazi do
pojave mikropukotina. Mikropukotine, iako nevidljive ljudskom oku zbog svoje veli€ine, mogu

utjecati na propustanje plinova kroz uzorak, odnosno mogu mu znacajno povisiti propusnost.

Kisik je klju¢an faktor koji mozZe izazvati oksidacijske promjene u hrani te moze
potaknuti rast mikroorganizama, zbog €ega je vazno da materijali za pakiranje hrane imaju
dovoljno nisku propusnost na kisik (Daniloski i sur., 2019). S obzirom na to, bolje barijerno
svojstvo filmova prema kisiku moze znaciti dulji rok trajanja i o€uvanje nutritivnih vrijednosti
hrane, ¢ime se poboljSava kvaliteta proizvoda tijekom skladiStenja. Slike 13. i 14. prikazuju
graficke rezultate mjerenja propusnosti filmova na Oz i CO2. Vece vrijednosti znaCe vecu

propusnost plinova.
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Slika 13. Propusnost materijala na kisik (PO5)

A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); A0,5 — filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A1 —
filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A5 — filmovi s dodatkom
5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B — filmovi od 3 %-tne otopine (m/v)
karagenana; B0,5 - filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum,; B5
- filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum

Razli¢iti eksponenti (2-9) unutar stupca ukazuju na statisticki znac¢ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Kod uzorka B5 zabiljezena je najve¢a propusnosti na kisik te se uzorak B5 statistiCki
znacajno razlikuje od ostalih uzoraka. U ovom uzorku nalazi se najve¢a koncentracija alge.
Prema Abka-khajouei i sur. (2022), poroznost filma povecava se proporcionalno s veéim
udjelom alginata, koji utje€e na otvoreniju strukturu pora filma, Sto je sukladno rezultatima u
kojima je vidljivo kako veci udio alge bez dodatka plastifikatora utjeCe na povecanje
propusnosti filma na kisik. Najmanju propusnost pokazuju uzorci A0,5G, A5G, BG, B0,5G i
B5G koji se statisticki znacajno ne razlikuju, a koji sadrze plastifikator. Dodatak plastifikatora,
neovisno o koncentraciji karagenana i koncentraciji alge, znaCajno smanjuje propusnost
uzoraka na kisik. Kod uzorka AG propusnost je zna€ajno povecana, $to znaci da dodatak
plastifikatora, u film sa dcistim karagenanom, sukladno dostupnoj literaturi povecava
fleksibilnost filma i oslabljuje vodikove veze polimernih lanaca, omogucuju¢i na taj nacin
otvoreniju strukturu filma. S druge strane, kombinacija alge i plastifikatora pri razli€itim
koncentracijama karagenana i alge, znacajno utjeCe na difuziju kisika, $to ukazuje na

formiranje Cvrsce i stabilnije strukture filma. Uzorak B ima veéu propusnost na kisik nego
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uzorak A, Sto ukazuje da vecéi sadrzaj karagenana moze biti povezan sa otvorenijom
strukturom filma. Ipak, uzorci se statisticki znacajno ne razlikuju. Filmovi koji imaju visoku
propusnost na kisik nisu najprikladniji za pakiranje proizvoda koji su skloni oksidaciji, poput
svjeze ribe. Daniloski i sur. (2019) napominje da visoka propusnost na kisik moze ubrzati
oksidaciju i degradaciju hranjivih tvari, stoga za takve proizvode treba koristiti filmove s nizom

propusno$c¢u na Kisik.

Propusnost na CO; vazan je parametar u istraZivanju materijala za pakiranje, jer CO»
ima klju¢nu ulogu u odrzavanju kvalitete hrane, posebno u proizvodima poput voéa, povréa i
mesa, gdje se smanjenje koncentracije kisika i povecanje koncentracije CO, mozZe usporiti rast
mikroorganizama i produljiti rok trajanja. U pakiranju hrane, kontrola razine CO2 pomaze u
oCuvaniju kvalitete hrane i smanjenju oksidativnih i mikrobioloSkih procesa. Uzorci A0,5G, A5G,
BG, B0,5G, B5G, sa dodatkom plastifikatora pokazuju najmanju propusnost na CO-. Ipak, ta
propusnost je nesto veca nego za O, Sto je vjerojatno posljedica linearne strukture i vece

polarnosti molekule CO», to joj omogucava lakSu difuziju kroz matricu filma.
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Slika 14. Propusnost materijala na ugljikov dioksid (PCOy)

A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa
polimera); A0,5 — filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A1 —
filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A5 — filmovi s dodatkom
5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B — filmovi od 3 %-tne otopine (m/v)
karagenana; B0,5 - filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B5

- filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum

Razli¢iti eksponenti (2-¢) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki zna¢ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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Uzorak BS pokazuje najvecu propusnost za Oz i CO,. Snizenje barijere moze se
pripisati promjenom strukture karagenana dodatkom aditiva, u ovom sluc¢aju alge. Alginati, koji
se nalaze u algama, imaju sposobnost da formiraju hidrogelove i mogu smanijiti gusto¢u
polimernih mreza u strukturi filma (Nair i sur., 2020). Time se moze povecati propusnost, jer je
mreza manje kompaktna i lak§e dopusta prolazak plinova, ukljuujuéi kisik i ugljikov dioksid.
Alga, koja se inkorporira u karagenan, moze djelovati na strukturu filma tako da stvara vise
prostora izmedu polimernih lanaca, Sto takoder povecava propusnost, pogotovo kod iota
karagenana, koji formira finiju i mekaniju polimernu mrezu od kapa karagenana te moze

omoguciti veéi prostor za prolaz plinova.

4.6. UDIO UKUPNIH POLIFENOLA U FILMOVIMA

U jestivim filmovima, udio ukupnih fenola ukazuje na njihovu zastitnu ulogu jer fenoli
djeluju baktericidno, antioksidativno, protuupalno i antikancerogeno, $to pozitivho utjeCe na
zdravlje ljudi. Kao sekundarni metaboliti, fenoli nisu izravno uklju€eni u osnovne metabolicke
procese, ve¢ pruzaju zastitu od biotskih i abiotskih stresova poput UV zradenja i kontaminacije
metalima. Fenoli iz smedih algi mogu kelirati teSke metale, apsorbirajuéi ih iz morske vode
putem polisaharida, ¢ime doprinose potencijalno korisnim ucincima na ljudsko zdravije
(Obluchinskaya i sur., 2024).

Rezultati mjerenja ukupnih fenola izrazeni su po mg TCP (eng. Total Phenolic Content)
/ g filma za svaki ispitivani uzorak, a prikazani su u tablici 6. Uzorak A0,5 ima najniZu vrijednost
ukupnih polifenola, ali se statisti¢ki ne razlikuje od ostalih uzoraka. Najveci udio polifenola
izmjeren je u uzorku Ciste alge (AN0,0107 s koncentracijom alge od 0,0107 % (m/v)) i on se
statistiCki znacajno razlikuje od ostalih uzoraka. Od ostalih uzoraka, B5G ima najveci udio
polifenola nakon kojeg slijede uzorci B5, BG i B. Najmaniji udio polifenola izmjeren je u uzorku
AO0,5.

lako karagenan sam po sebi nije bogat polifenolima, njegova prisutnost u vec¢im
koncentracijama utjeCe na teksturu i strukturu filma. Kod uzoraka s viS§im udjelom karagenana,
moguce je da zbog boljeg umrezavanja polimernih lanaca i stvaranja guSce kristalne reSetke
s manje slobodnog volumena, polifenoli iz algi vrlo vjerojatno u suvidku i nakon susenja ostaju
nevezani za polimerne lance, te se stoga pri mjerenju svjeZih uzoraka filma kao slobodne

molekule polifenoli brze i lak$e ekstrahiraju dajuéi konacan visi rezultat.

Suprotno tome, kod uzoraka s manjim udjelom karagenana moguce je da se aktivne

komponente bolje vezu za polimerne lance, te sporije ekstrahiraju i stoga je vrijednost ukupnih
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polifenola u tim uzorcima niza. U uzorcima B5G i BG, osim veée koncentracije alge i

karagenana, visoke vrijednosti polifenola mogu biti rezultat vecée fleksibilnosti matrice uslijed

dodatka glicerola koja tad omoguéuje bolje o€uvanje bioaktivnih spojeva.

Tablica 6. Ukupni izmjereni sadrzaj polifenola u uzorcima filmova

Uzorak mg TCP / g filma

AN 0,0107 141,19 £ 73,772
A 0,42 +0,54°
AG 0,23 +0,00°
A0,5 0,10 £0,07°
A0,5G 0,20 +0,19°
A5 0,70 £0,22°
A5G 0,70 £0,12°
A1 0,28 +0,1°
B 1,04 +0,00°
BG 1,04 +0,00°
B0,5 0,23 +0,09°
B0,5G 0,39 +0,23°
B5 1,08 +0,42°
B5G 1,21 £0,12°
B1 0,29 +0,13°

ANO0,0107 — vodena otopina alge (0,0107 g alge otopljeno u 100 mL vode); A — filmovi od 1,5 %-tne
(m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa polimera); A0,5 — filmovi
s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A1 — filmovi s dodatkom 1 %
(m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A5 — filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa
polimera) alge Ascophyllum nodosum; B — filmovi od 3 %-tne otopine (m/v) karagenana; B0,5 - filmovi
s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B1 - filmovi s dodatkom 1 %
(m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B5 - filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa
polimera) alge Ascophyllum nodosum

Razli¢iti eksponenti (2-°) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znac¢ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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4.7. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST (DPPH, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) |
ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET FILMOVA (FRAP, eng. Ferric-reducing
antioxidant power)

U tablici 7. dane su vrijednosti mjerenja antioksidacijskog kapaciteta uzoraka filma.
Uzorak AN 0,0107 pokazuje najveci antioksidacijski kapacitet, koji se statistiCki znacajno
razlikuje od svih drugih uzoraka. Najmanje vrijednosti ima uzorak AN 0,1067, Sto moze
ukazivati na to da koncentracija alge moze utjecati na antioksidacijski kapacitet, ali ne

linearnim trendom.

Tablica 7. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta filmova od karagenana

Uzorak FRAP (mg AAE / g filma)
AN 0,0576 1317,83 + 117,01°
AN 0,0107 1856,03 + 128,022
AN 0,1067 1113,15 + 117,6°

A0,5 76,17 + 10,881
A0,5G 79,46 + 13,85¢
A5 101,00 + 10,18¢
A5G 83,91 + 4,17¢
B0,5 75,10 + 12,32¢
B0,5G 68,43 + 3,96°
B1 76,53 + 6,81°
B5 82,69 + 13,344
B5G 82,22 + 10,29¢
A nm
AG nm
B nm
BG nm

AN 0,0576 - vodena otopina alge (0,0576 g u 100 mL vode); AN 0,0107 — vodena otopina alge (0,0107
g u 100 mL vode); AN 0,1067 - vodena otopina alge (0,1067 g u 100 mL vode); A — filmovi od 1,5 %-
tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola (20 % m/suha masa polimera); A0,5 —
filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; A5 — filmovi s dodatkom
5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B — filmovi od 3 %-tne otopine (m/v)
karagenana; B0,5 - filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum,; B1
- filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B5 - filmovi s dodatkom
5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; nm — nije mjerljivo
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Razli¢iti eksponenti (2-¢) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Najmanja vrijednost izmjerena je za uzorak B0,5G koji se statistiCki ne razlikuje od
ostalih uzoraka. Povecanjem koncentracije alge kod ostalih uzoraka povecao se i
antioksidacijski kapacitet. Dodatak alge imaju znacajan utjecaj na povecanje antioksidacijskog
potencijala, Sto se moze povezati s prisutno$¢u florotanina, jedinstvenih fenolnih spojeva
smedih algi poput Ascophyllum nodosum. Dodatak glicerola ne pokazuje znacajan utjecaj na

antioksidacijski kapacitet.

Oksidativne reakcije potiCu promjenu boje, razvoj uzeglosti i nepoZeljnih mirisa,
negativno utjeCuci na izgled, nutritivnu vrijednost i kvalitetu prehrambenih proizvoda. Stoga je
antioksidacijski kapacitet vazno svojstvo aktivnog pakiranja. Danas se DPPH metoda za
uklanjanje radikala Siroko koristi za procjenu antioksidativnog kapaciteta filmskih materijala za
pakiranje (Liu, 2019).

U literaturi je poznato da akumulacija polifenola korelira s antioksidacijskom aktivnosti
(mjerenom DPPH metodom). Flavonoidi takoder doprinose aktivnosti uklanjanja DPPH
radikala (Obluchinskaya i sur., 2024).

Najbolju inhibiciju DPPH pokazala je Cista otopina uzorka ANO0,0576. Od filmogenih
otopina, uzorci A i B pokazuju najnizu inhibiciju DPPH radikala. Ovo je u skladu s oCekivanjima
jer karagenan sam po sebi nema toliko izraZzenu antioksidacijsku aktivhost bez dodatka alge
ili drugih bioaktivnih tvari. Ovi uzorci se medusobno statisti¢ki ne razlikuju, Sto ukazuje da
povecanje koncentracije karagenana znacajno ne doprinosi inhibiciji DPPH radikala, odnosno

nema antioksidacijsku aktivnost.

Uzorak B5 pokazuje najvecu inhibiciju DPPH radikala medu filmogenim otopinama, sto je
oCekivano jer sadrZi najvete koncentracije karagenana i alge. Karagenan doprinosi
antioksidacijskoj aktivnosti zbog svog visokog broja sulfatnih grupa, koje djeluju kao akceptori
elektrona, stabilizirajuci slobodne radikale (Pacheco-Quito i sur., 2020). Karbonilne grupe
prisutne u spojevima alge Ascophyllum nodosum, poput laminarina, pridonose
antioksidativnim svojstvima jer mogu djelovati kao akceptori vodikovih iona i neutralizirati
slobodne radikale (Pereira i sur., 2020). Veci broj karbonilnih grupa moze povecati kapacitet
vezanja i inhibicije DPPH radikala. Na slici 15. nalazi se graficki prikaz postotka inhibicije
DPPH.
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Slika 15. Postotak inhibicije DPPH izmjeren u uzorcima filmova od karagenana s dodatkom
alge Ascophyllum nodosum

AN 0,0576 - vodena otopina alge (0,0576 g alge otopljeno u 100 mL vode); AN 0,0107 — vodena otopina
alge (0,0107 g alge otopljeno u 100 mL vode); AN 0,1067 - vodena otopina alge (0,1067 g alge otopljeno
u 100 mL vode); A —filmovi od 1,5 %-tne (m/v) otopine karagenana; G — filmovi s dodatkom glicerola
(20 % m/suha masa polimera); A0,5 — filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha masa polimera) alge
Ascophyllum nodosum; A5 — filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum
nodosum; B — filmovi od 3 %-tne otopine (m/v) karagenana; B0,5 - filmovi s dodatkom 0,5 % (m/suha
masa polimera) alge Ascophyllum nodosum; B1 - filmovi s dodatkom 1 % (m/suha masa polimera) alge
Ascophyllum nodosum; B5 - filmovi s dodatkom 5 % (m/suha masa polimera) alge Ascophyllum
nodosum

Razli¢iti eksponenti (2-f) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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5. ZAKLJUCCI

1. Vrijednosti kiselosti, odnosno pH filmogenih otopina varira ovisno o sastavu
otopine, odnosno o koncentraciji karagenana, dodatka glicerola kao plastifikatora
te aktivnih sastojaka. Dodavanjem alge Ascophyllum nodosum smanjuje se pH

vrijednost filmogenih otopina.

2. Prema rezultatima mjerenja viskoznosti filmogenih otopina, sve filmogene otopine
na bazi karagenana su nenewtonske tekucine koje pokazuju pseuoplasti¢no
ponasSanje. Povecanjem brzine smicanja viskoznost otopina se smanjuje.
Temperatura filmogene otopine, odnosno mjerenja ima znacCajan utjecaj na
vrijednosti viskoznosti, zbog toga Sto pri sobnoj temperaturi dolazi do geliranja
polimernih lanaca karagenana, dok je pri poviSenoj temperaturi od 70 °C gibljivost

polimernih lanaca velika.

3. Dodatkom alge Ascophyllum nodosum filmovi postaju tamniji (smanjena vrijednost
L*) i poprimaju golim okom primjetne zelenkaste nijanse zbog prirodne pigmentacije
alge, dok dodatak glicerola poboljSava vizualnu uniformnost filmova. Dodatkom
alge povecale su se vrijednosti parametara a* (prisutnost crvene boje) i b*

(prisutnost Zute boje).

4. Debljina filmova povecava se s povecanjem koncentracije karagenana i dodatka

alge.

5. Filmovi s dodatkom alge pokazuju smanjenu otpornost na prijenos vodene pare,

odnosno vecu propushost na vodenu paru.

6. Filmovi s dodatkom alge i glicerola pokazuju dobra barijerna svojstva na plinove i
smanjenu propusnost za kisik i ugljikov dioksid, $to ih ¢ini pogodnim za primjenu

na ribu odnosno hranu osjetljivu na oksidacijske promjene tijekom skladistenja

7. Filmovi s dodatkom alge i glicerola pokazuju znacajnu antioksidacijsku aktivnost,

posebno kod vecih koncentracija alge.
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