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1. UVOD

Pakiranje hrane u odgovaraju¢u ambalazu je klju¢an element zavrSnog procesa pripreme u
prehrambenoj industriji. Ambalaza s§titi prehrambene proizvode od fizickih ostecenja,
mikrobioloske i kemijske kontaminacije, nepovoljnih vanjskih utjecaja (npr. kisik, vlaga,
svjetlost) te time produljuje rok trajanja namirnicama i smanjuje koli¢inu otpadne hrane. Neki
od najcesce koristenih materijala za pakiranje hrane su papir, plastika, staklo, ¢elik, aluminij i
razli¢ite legure. Konvencionalna pakiranja su obi¢no namijenjena za jednokratnu upotrebu te
predstavljaju ogroman teret za okoli§ unato¢ relativno visokim stopama recikliranja za neke
materijale (viSe od 20 % za odredeni papir i karton), dok se drugi, npr. plastika, obicno
recikliraju pri niskim stopama recikliranja (manje od 20 %). Sekundarni negativni utjecaji su
onecisc¢enje okolisa stvaranjem CO; i emisija otrovnih tvari tijekom spaljivanja materijala za
izradu ambalaze, oslanjanje na neobnovljive rezerve nafte i potencijalno moguce Stetne
interakcije izmedu reciklirane plastike i hrane (Petkoska i sur., 2021).

Povecavanjem ekoloske svijesti o ograni¢enim prirodnim resursima 1 utjecaju
konvencionalne ambalaze na okoli§ dolazi do porasta istrazivanja i fokusiranja i prehrambene
industrije kao i industrije materijala na razvoj odrzivih, biorazgradivih i jestivih materijala te
odrzivih procesa proizvodnje. Skupine znanstvenika te prehrambena i farmaceutska industrija
prepoznaju jestivu ambalazu kao alternativu ili dodatak konvencionalnoj ambalazi u svrhu
smanjenja otpada i stvaranja novih aplikacija koje bi poboljsale stabilnost, kvalitetu, sigurnost
I povecale raznolikost prenrambenih proizvoda (Janjarasskul i Krochta, 2010). Jedinstvena
svojstva biomaterijala za dobivanje jestive ambalaze ukljucuju sposobnost zastite hrane svojim
barijernim 1 mehani¢kim svojstvima, poboljSanje senzornih karakteristika, kontrolirano
otpusStanje bioaktivnih sastojaka i kontrola prijenosa mase izmedu komponenti heterogene
hrane. Jestivi filmovi i premazi nastaju od polimera i kompozita koji su sigurni za konzumaciju
i sposobni formirati kontinuiranu kohezivnu strukturu (Jeevahan i Chandrasekaran, 2019).
polimera koji se primjenjuju u proizvodnji jestivih filmova, a zadovoljavaju uvjete ne
toksicnosti, dobrih barijernih svojstva za vlagu i/ili plin, biorazgradivosti i jestivosti.

Razvoj jestivih filmova je jedno od najperspektivnijih podrucja u znanosti o hrani, izmedu
ostalog, i zbog moguénosti njihovog obogacivanja s bioaktivnim tvarima kao S$to su
antimikrobne tvari, vitamini, antioksidansi, nutriceutici, tvari boja i arome. Ugradnja
bioaktivnih tvari u jestive filmove moze izmijeniti strukturu filma i modificirati njihovu

funkcionalnost i primjenu na hranu. Do sada je nekoliko vrsta aktivnih komponenta i vitamina

1



iz biljaka, za¢inima i bilja (organske kiseline, prirodni biljni ekstrakti i biljna eteri¢na ulja)

ugradeno u jestive filmove (Silva-Weiss i sur., 2013).

Ciljevi ovog diplomskog rada su bili sljede¢i:

= Priprema jestivih, biorazgradivih filmova na bazi kitozana i natrijeva alginata;

» Utjecaj dodatka ekstrakta ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.) na svojstva
filmova;

= Utjecaj umreZavanja alginatnih filmova sa Ca* na svojstva filmova;

» Detaljna karakterizacija i usporedba fizikalno—kemijskih (boja, debljina, udio vode,
topljivost, kapacitet bubrenja), barijernih (kisik, ugljikov dioksid i vodena para) i
antioksidacijskih (sadrzaj ukupnih polifenola) svojstava, kao i biorazgradivost
pripremljenih filmova na bazi kitozana i alginata bez ekstrakta i s ekstraktom

ruzmarina, te umrezenog alginatnog filma.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JESTIVA AMBALAZA

Ambalaza je neophodna da bi se ocuvala kvaliteta prehrambenih proizvoda tijekom
skladiStenja i transporta, ali predstavlja sve veci ekoloski problem zbog njenog nagomilavanja
i problema sa zbrinjavanjem. Povecana stopa ambalaznog otpada koji se tesko ili uopée ne
razgraduje, uzrokuje fokusiranje industrije prema razvoju odrzivih, biorazgradivih i/ili jestivih
ambalaznih materijala. Biorazgradiva ambalaza moze biti jestiva, ukoliko su sve komponente
od Kkojih se sastoji prepoznate kao sigurne za ljudsku konzumaciju, odnosno imaju GRAS
(Generally Recognized As Safe) status (Ghosh i Katiyar, 2021). Prednost ovakvog pakiranja je
da se moze konzumirati zajedno s hranom/pi¢em s kojim dolazi i tako ne stvara otpad koji je
potrebno zbrinuti (Jeya i sur., 2020). Medutim, ukoliko se takva ambalaZza i ne jede zajedno sa
proizvodnom, opet se brze razgraduje u usporedbi sa sintetickim i biorazgradivim materijalima
(Jeevahan i Chandrasekaran, 2019). Nadalje, navedena jestiva pakiranja zamisljena Su sa
svrhom poboljsanja stabilnosti, kvalitete i sigurnosti prenrambenih proizvoda ali i doprinose
njihovoj raznolikosti (Janjarasskul i Krochta, 2010). Jestiva ambalaza izraduje se od jestivih
sastojaka kao §to su prirodni polimeri koji imaju sposobnost formiranja neprekidne i kohezivne
polimerne mreze. Glavni biopolimeri koji se koriste su proteini, polisaharidi, lipidi i smole.
Jestiva pakiranja opéenito obuhvacaju jestive filmove, listove, premaze i vrecice. Jestivi filmovi
(debljine < 254 pm) ili listovi (debljine > 254 um) su samostalne strukture koje se izraduju
odvojeno od hrane, a zatim se stavljaju na hranu ili izmedu njenih sastojaka ili se zatvaraju
(varenjem) u obliku jestivih vreéica. S druge strane, jestive prevlake su tanki slojevi jestivih
materijala koji se formiraju izravno na povrsini prehrambenih proizvoda od koje su neodvojivi
(Janjarasskul i Krochta, 2010).
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Slika 1. Prednosti jestive ambalaze (prema Petkoska i sur., 2021).

Povijesno gledano, koncept jestivog premaza za zastitu i produljenje roka trajanja
namirnica pojavio se jo$ u 12. stolje¢u, kada su u Kini voskom premazivali citruse kako bi im
sprijecili gubitak vode. Jestiva prevlaka, odnosno premaz, moze se dobiti razli¢itim metodama
od kojih su tri osnovne: premazivanje, rasprsivanje i cetkanje s podkategorijama: premazivanje
umakanjem, rasprSivanjem, pjenjenjem, ¢etkanjem, omatanjem, kapanjem, te premazivanje u
fluidiziranom sloju. Nasuprot jestivim premazima, preteca jestivih filmova smatra se Japanska
"yuba" iz 15.stolje¢a, odnosno koZica nastala na povrSini kipueg sojinog mlijeka usred
denaturacije proteina soje. Yuba je prvi samostojeci jestivi film, a koristila se za oCuvanje

kvalitete i izgleda mljevenog mesa i povréa te kao sastojak juha (Ghosh i Katiyar, 2021).

2.2. JESTIVI FILMOVI

Jestivi filmovi su neovisne, samostojece, biorazgradive strukture, napravljene od
prehrambenih materijala, kojima se namirnica oblaze i tako stvara barijeru izmedu namirnice i
njene okoline. Izraz "jestivi" oznacava da je izraden od biomaterijala koji se inace koriste u
ljudskoj prehrani te se smatraju sigurnima za konzumaciju, a "filmovi" se odnosi na sposobnost
materijala da stvori kontinuiranu kohezivnu strukturu (Saklani i sur., 2019; Jeya i sur., 2020).
Uloga jestivih filmova je produljiti kvalitetu i rok trajanja prehrambenih proizvoda tako $to ih
Stite od fizickog, kemijskog i biolo§kog propadanja. Fenomen prijenosa mase je uglavnom
odgovoran za narusavanje kvalitete namirnica, a podrazumijeva apsorpciju vlage, ulja te
nepozeljnih mirisa, prodiranje kisika, gubitak arome i migraciju komponenti pakiranja u hranu
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i dr. Navedene pojave mogu se pojaviti izmedu hrane i atmosfere, hrane i materijala za pakiranje
ili medu heterogenim sastojcima hrane (npr. prelazak vode iz umaka od rajcice u tijesto za
pizzu). Funkcija navedene polupropusne barijere, odnosno filma, je zastititi prirodne slojeve
namirnice, poboljsati fizikalnu ¢vrsto¢u prehrambenih proizvoda te njihove vizualne i taktilne
karakteristike, sprijeciti gubitak vode (transpiracija), omoguciti selektivnu izmjenu plinova
ukljucenih u respiraciju namirnice kao $to su kisik, CO> i etilen (Han, 2014). Jestivi filmovi
takoder mogu sprijeciti mikrobni rast na povrSini nhamirnice, kemijske promjene izazvane
svjetlom i oksidaciju hranjivih tvari. Takoder, mogu biti nosioci aktivnih tvari, poput
antioksidansa, antimikrobnih sredstava, vitamina, boja i aroma i dr. i tako mu poboljsati
kvalitetu i/ili nutritivnu vrijednost. Dobar jestivi film trebao bi ispunjavati zahtjeve: (i) izvrsna
senzorska kakvoca, (ii) dobra barijerna svojstva, (iii) dobra mehanicka ¢vrstoca, (iv) visoka
mikrobna stabilnost, (v) netoksican, (vi) siguran za zdravlje, (vii) jednostavan za proizvodnju,

(viii) ekoloski prihvatljiv i (ix) niska cijena proizvodnje (Jeya i sur., 2020).

2.3. MATERIJALI ZA I1ZRADU JESTIVE AMBALAZE

Glavne komponente nase svakodnevne hrane kao §to su proteini, ugljikohidrati i lipidi
mogu ispunjavati zahtjeve za formiranje jestivih filmova. Kao opce pravilo, masti se koriste za
smanjenje izmjene vode, polisaharidi se koriste za kontrolu prijenosa kisika i drugih plinova,
dok proteinski filmovi osiguravaju mehanic¢ku stabilnost (Pavlath i Orts, 2009). Ovi se
materijali mogu Koristiti pojedina¢no ili kao kompozitne mjesavine za stvaranje filmova pod

uvjetom da ne mijenjaju okus hrane na nepozeljno.

Pravilan odabir jestivih komponenti za izradu jestive ambalaze uglavnom ovisi o
prehrambenom proizvodu za koji ¢e se koristiti, te 0 sastavu materijala od kojeg je jestiva
kompatibilna s hranom koja se u nju pakira (Restrepo i sur., 2018). Vecina jestivih filmova se
brzo otapa u vodi i ustima, dok filmovi od nekih biopolimera kao §to su Selak i protein soje

mogu biti netopivi u vodi, ali su probavljivi nakon konzumacije (Rossman, 2009).



Biomaterijali sa ciljanom primjenom za jestiva pakiranja

...........................................................................................................................................................
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okusa

Slika 2. Biomaterijali sa ciljanom primjenom za jestiva pakiranja (prema Katiyar i Ghosh,
2021).

2.3.1. Jestivi filmovi od polisaharida

Polisaharidi su dugolancani polimeri formirani od mono- ili disaharidnih ponavljaju¢ih
jedinica medusobno povezanih glikozidnim vezama. Zbog velikog broja hidroksilnih skupina
(-OH) ili drugih hidrofilnih ostataka u neutralnoj strukturi ugljikohidrata, vodikove veze imaju
najznacajniju ulogu u stvaranju i karakteristikama filma. Opcenito, matriks polisaharidnih
filmova nastaje prekidanjem postoje¢ih interakcija izmedu dugolan¢anih polimernih
segmenata, tijekom procesa koacervacije, i stvaranjem novih medumolekularnih interakcija,
hidrofilnih i vodikovih veza, nakon isparavanja otapala. Polisaharidi su jeftini, jednostavni za
rukovanje i imaju dobra svojstva stvaranja filma. Odlikuje ih dobra svojstva mehanicke i
plinske barijere te su u¢inkovita barijera za ulja i lipida. Medutim, zbog svoje hidrofilne prirode
pruzaju nisku otpornost na prodiranje vode. Vlaga utjeCe na njihova funkcionalna svojstva.
Polisaharidi se mogu modificirati dodavanjem soli, promjenom otapala, toplinskom
zelatinizacijom, promjenama pH, kemijskom modifikacijom hidroksilnih skupina,
umrezavanjem polisaharida, hidroliza polisaharida i koriStenje nanotehnologije u svrhu
poboljsavanja fizikalno-kemijskih svojstava filma (Janjarasskul i Krochta, 2010). Polisaharidni
materijali koji stvaraju filmove ukljucuju $krob, neskrobne polisaharide, gume i vlakna. Vecina
ugljikohidrata je neutralna, dok su neke gume negativno nabijene s vrlo iznimnim sluc¢ajevima

pozitivnog naboja, kao $to je guma arabika (Han, 2014).



2.3.1.1. Alginat

Alginati su neprobavljivi, prirodno ionski, hidrokoloidni polisaharidi koji se obi¢no
ekstrahiraju vru¢om alkalnom ekstrakcijom (Khalil i sur., 2018) iz vanjskog sloja stani¢ne
stjenke razli¢itih rodova smedih algi (uglavnom Laminaria hyperborean, Macrocystis pyrifera,
Ascophyllum nodosum). Alginat je naziv koji se obi¢no koristi za jednovalentne soli alginske
kiseline, a unutar stani¢nih stjenki smedih algi nalazi se u obliku magnezijeve, kalcijeve i
natrijeve soli alginske kiseline. Za alkalnu ekstrakciju alginata najc¢esée koristeno otapalo je
natrijev karbonat (Tavassoli-Kafrani i sur., 2016). Osim dobivanja iz smedih morskih algi,
alginat mogu sintetizirati i neki sojevi bakterija Azotobacter i Pseudomonas, medutim, takva

proizvodnja se jo$ uvijek ne primjenjuje u komercijalne svrhe (Parreidt i sur., 2018).

S gledista molekularne strukture, alginat je nerazgranati linearni kopolimer sastavljen
od monomernih ostataka -D-manuronske kiseline (M) i a-L-guluronske kiseline (G) koji su
medusobno povezane 1- 4 glikozidnim vezama u razli¢itim sekvencama ili blokovima (Slika
3). Guluronska kiselina je C5 epimer manuronske kiseline. Ove dvije poliuronske kiseline su
asimetri¢no rasporedene unutar molekule, stoga se struktura alginata moze podijeliti na tri
regije (bloka), a to su homopolimerni M- i G- blok te heteropolimerni MG- blok. M blok,
odnosno G blok, su regije unutar polimernog lanca koje su sastavljene od medusobno povezanih
D- manuronskih (MMMM), odnosno L- guluronskih (GGGG) monomera. Nasuprot tome, MG

blok ¢ine naizmjence povezan ostatci obje poliuronske kiseline (MGMGMG).

a (1-4) glikozidna veza

/\

MANURONSKA KISELINA

GLUKURONSKA KISELINA B (1-4) glikozidna veza

a (1-4) glikozidna veza

Slika 3. Struktura alginata, glukuronska i manuronska jedinica povezane 1- 4 glikozidnom
vezom. (b) Umrezavanje alginatnih polimernih lanaca sa kalcijevim ionom (prema Davis i sur.,
2003).

Monomeri u polimernom lancu zauzimaju svoju energetski najpovoljniju strukturu. M-

M jedinice su medusobno povezane ekvator - ekvator, G - G jedinice aksijalno - aksijalno, a M



- G sa ekvatorijalno - aksijalno orijentiranom (1 - 4) glikozidnom vezom. Zbog takvog
povezivanja G regije (blokovi) u polimernom lancu su krute i savijene, a M regije su fleksibilne
i nalik vrpci (Onsgyen, 1997) §to se moze vidjeti na slici 3. Omjer M/G i struktura blokova od
velikog je znacaja za fizikalno-kemijska svojstva alginatnih gelova, pa tako s porastom udjela
M jedinica dobivaju se fleksibilniji gelovi, dok ve¢i udio G jedinica daje ¢vrsce 1 lomljivije
gelove (Khalil i sur, 2018). Udio pojedinih regija ovisi o vrsti, starosti i dijelu alge iz koje je
alginat izoliran te o okoliSnim ¢imbenicima u kojima je alga rasla.

Alginat je proziran biopolimer, a izmedu ostalog karakterizira ga 1 niska toksicnost,
dobra biokompatibilnost, biorazgradivost, relativno niska cijena, izvrsna svojstva formiranja
filma (Abdullah i sur., 2021). U odnosu na ostale alginate, natrijev alginat ima moguénost
formiranja filmova koji su slabo propusni na kisik i ulja, topljivi u vodi, ¢vrsti, sjajni, bez okusa
i mirisa (Tavassoli-Kafrani i sur., 2016). Natrijev alginat ima puno hidroksilnih skupina, a
manje skupina karboksilnih kiselina §to omoguéava stvaranje medumolekularnih vodikovih

Veza.

Hidrokoloidi se definiraju kao dugolan¢ani hidrofilni polimeri koji zbog velikog broja
hidroksilnih skupina u strukturi imaju pove¢anu sposobnost vezanja vode i zato dispergirani u
vodi formiraju viskozne otopine i/ili gelove (Khalil i sur., 2018). Od vecine koriStenih
hidrokoloida posebno mjesto zauzimaju alginati koji su jedni od najpopularnijih i
najproucavanijih polisaharida. Hidrofilni karakter alginatu omogucava apsorpciju molekula
vode 200-300 puta vecu od svoje tezine. Zbog svoje strukture, alginat moze formirati ¢vrste
filmove vlaknaste strukture u krutom stanju, stoga se smatraju dobrim filmogenim materijalom
(Gheorghita, 2021).

Cijena alginata je relativno niska jer se izoliraju iz smedih morskih algi koje su dostupne
u izobilju, mogu rasti na raznim stanistima te se lako uzgajaju u prirodnom okruzenju. Takoder,
ostale karakteristike morskih algi, kao S$to su biorazgradivost, hipoalergena priroda,
biokompatibilnost te odrzivost €ini ih pogodnim biopolimerom za proizvodnju jeftinog 1
biorazgradivog ambalaznog materijala.

Filmovi od alginata mogu se formirati (1) isparavanjem otapala iz alginatnog gela ili (2)
postupkom koji ukljucuje susenje otopine alginata nakon ¢ega slijedi obrada otopinom kalcijeve
soli kako bi se induciralo trenuta¢no umrezavanje (Janjarasskul i Krochta, 2010).

Geliranje alginata temelji se na afinitetu alginata prema odredenim ionima i sposobnosti
da te ione selektivno i kooperativno vezu (Draget i sur., 1997). Uvodenje dvovalentnog kationa

u otopinu alginata moze dovesti do procesa ionske izmjene u kojem alginat topljiv u vodi (npr.



u obliku Na ili K soli) izmjenjuje svoje protone s dodanim dvovalentnim kationom za koji ima
vecéi afinitet vezanja. Posljedi¢no dolazi do prijelaza iz soli u gel. Naj¢esée koristen dvovalentni
kation je Ca2*, a uklapa se u strukture guluronske Kiseline poput jajeta u kutiji za jaja (engl.
,,gg-box model*) te se tako povezuju susjedne G regije alginatnih polimernih lanaca (slika 4).
Sposobnost umreZavanja alginata uvelike ovisi o duljini i udjelu G blokova u polimeru. Sto su
G blokovi u alginatu dulji i njihov udio je veci, to se stvara vise zona spajanja te je dobiveni gel
cvrséi. Alginatni gel se smatra djelomi¢no otopinom, a djelomi¢no krutinom. Zone spajanja
predstavljaju kruti dio, dok su molekule vode fizicki zarobljene u matriksu alginata ali jos$
uvijek mogu slobodno migrirati. Afinitet alginata prema zemnoalkalijskim metalima, raste
redoslijedom Ca?* < Sr?* < Ba?*, a jednovalentni kationi i ioni Mg?* ne mogu formirati gel. U
nedostatku dvovalentnih iona, alginat se moze koristiti samo za povecanje viskoznosti (Parreidt
i sur., 2018). Glavna prednost alginata kao sredstva za stvaranje gela je njegova sposobnost

formiranja toplinski stabilnih gelova koji se mogu stvrdnuti na sobnoj temperaturi.

%9
Ca?
G

Slika 4. Umrezavanje (engl. crosslinking) alginata i dvovalentnog kalcijevog kationa (prema
Onseyen, 1997).

2.3.1.2. Kitozan

Kitozan je jedan od najbolje istrazenih polisaharida i nakon celuloze, drugi
najzastupljeniji polisaharid na svijetu. Komercijalnu primjenu do sada pronalazi u kemijskoj,
biomedicinskoj i prehrambenoj industriji. Velik interes znanstvenika za kitozan proizlazi,
primarno iz njegove sposobnosti stvaranja polimernih vlakana i prirodnog antimikrobnog
uCinka, te iz svojstava poput netoksi¢nosti, biorazgradivosti, biokompatibilnosti,
biofunkcionalnosti te ne-antigenosti. Sve navedeno i c¢injenica da je kitozan jeftin i
komercijalno dostupan biopolimer ¢ine ga medu najperspektivnijim materijalima za zamjenu
sinteti¢kih, a posebice za primjenu u prehrambenoj industriji.

Moze se dobiti iz brojnih obnovljivih izvora, a prvenstveno se dobiva iz hitina. Hitin se
uglavnom izolira iz otpada industrije $koljkasa (npr. Skampi i rakovi). Prevodenje hitina u

kitozan i njegove derivate predstavlja rjeSenje za zbrinjavanje otpadnih ljuski postrojenja za
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preradu morskih plodova. Naime, stopa biorazgradnje hitina u takvom obliku je izrazito spora,
iako je hitin prirodni organski polimer. Stoga, u ovom aspektu, proizvodnja kitozana je
ekonomski odrziva i rjeSava problem zbrinjavanja otpada od skoljkasa. Alternativni izvori
hitina, a time i kitozana, su gljive, kvasac, protozoe, zelene mikroalge i kukci, iako je njihova
industrijska primjena ogranicena.

Kitozan je kationski aminopolisaharid, velike mlekulske mase i polukristalne strukture,
sastavljen od ponavljaju¢ih monomera N- acetil — D- glukozamina i D- glukozamina linearno
povezanih B - (1,4) glikozidnom vezom. Dobiva se alkalnom kemijskom deacetilacijom hitina.
Deacetilacija hitina nije potpuna, stoga se kitozan sastoji od razli¢itog udjela acetiliranih (N-
acetil-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoza) i deacetiliranih podjedinica (2-amino-2-deoksi-D-
glukopiranoza) sto je prikazano na slici 5. Udio deacetiliranih podjedinica, odnosno D-
glukozamina je uglavnom ve¢i od 80 % (Azeredo i sur, 2010). Strukturni je analog celuloze od

koje se razlikuje po acetamido ili amino skupinama na ugljiku 2 (C2) umjesto hidroksilnih

skupina.
CHa CHa
ot . o=( .
wmw Hn
- o NH o
O o= OH

OH o=<
NH .
w A \w/ Hozan
0. HO. o
- [s) NH; o
oH o oH Celuloza
HO (e} HO D-/
0. HO o
- o OH o

Slika 5. Razlika u strukturi polisaharidnog lanca hitina, kitozana i celuloze (prema De

Alvarenga i sur., 2011).

Kemijska i fizikalna svojstva kitozana ovise 0 molekulskoj masi, stupnju deacetilacije,
stupnju ionizacije/broju slobodne amino skupine. Kitozan je polikation ¢ija gustoca naboja
ovisi 0 stupnju deacetilacije i pH, te je jedini alkalni polisaharid u prirodi. Topiv je u
razrijedenim kiselim otopinama zbog protonacije —NH> skupina na polozaju C2, a netopiv je
iznad pH 7. Topivost ovisi 0 pKa i jacini kiselog otapala. S povecanjem stupnja deacetilacije,
lanac kitozana postaje fleksibilniji zbog formiranja nasumic¢nih zavojnica s vise

intramolekularnih vodikovih veza unutar lanca. Takvi lanci su manje isprepleteni, a mehanicka
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svojstva su loSija. Nasuprot tome, manje deacetilirani lanac je produzeniji s jacim
medumolekularnim interakcijama i zato su lanci medusobno isprepletenih s boljim mehanickim
svojstvima. Netoksi¢an je, bez mirisa, biokompatibilan i biorazgradiv. U ljudskom organizmu
polako se razgraduje na bezopasne proizvode (aminosecere) koji se u potpunosti apsorbiraju u
tijelu.

Formiranje filma nastaje zbog oCuvanja isprepletenosti lanaca i medumolekularnih
interakcija, kao Sto su elektrostaticka i vodikova veza, koje nastaju tijekom procesa susSenja
(Cazon i Vazquez, 2019). Sposobnost kitozana da formira film omoguéuje proizvodnju vlakana
1 materijala za oblaganje hrane, koji bi pridonijeli njenoj sigurnosti i produZili joj rok trajanja,
a karakteriziraju ih dobra mehanicka i antimikrobna svojstva te selektivna propusnost za CO2 i
O2. Razlikujemo dvije vrste hidrogelova, ovisno o nacinu pripreme. ,,Fizikalni’’ hidrogelovi se
formiraju na nacin da se polimerni lanci medusobno umrezavaju sekundarnim interakcijama
kao $to su ionske popre¢ne veze, vodikove veze i hidrofobne interakcije, za razliku od
,,kemijskih’> gelova u kojima polimerne lance drze zajedno ireverzibile kovalentne veze (Pella
i sur., 2018). S jedne strane, polimerni filmovi dobiveni fizikalnim metodama cesto u usporedbi
s onima dobivenim kemijskim reakcijama rezultiraju lo$ijim mehanickim i svojstvima
propusnosti. S druge strane, kemijska sredstva za umrezavanje Cesto izazivaju toksi¢nost ili

daju druge nezeljene ucinke tim filmovima.

Fizikalni hidrogelovi na bazi kitozana mogu se pripremiti izravno iz nativnog kitozan
(kombiniran sam ili s anionskim malim molekulama) ili u kombinaciji s drugim polimerom.
Kitozan se samostalno umrezava (eng. self-crosslinking) onda kada je pocetna koncentracija
polimera iznad kriticne koncentracije lancanog isprepletanja te kada je postignuta ravnoteza
izmedu hidrofilnih i1 hidrofobnih interakcija (Pella 1 sur., 2018). Takav gel je stabiliziran
vodikovim vezama izmedu lanaca kitozana. Postize se nakon smanjenja prividne gustoce
naboja, isparavanjem otapala ili promjenom dielektri¢ne konstante medija. U kiselim uvjetima,
amino skupine kitozana se protoniraju te nastaje polikation. Za razliku od neutralnog polimera,
nastali polikationi se elektrostatski odbijaju i omogucuju otapanje polimera. U prisutnosti
odgovaraju¢ih suprotno nabijenih molekula, ovi polikationi podlijezu elektrostatskom
umrezavanju i tvore hidrogelove. Filmovi Kkitozana su krti, $to se pripisuje visokoj temperaturi
staklastog prijelaza polimera. Dodatkom plastifikatora, kao Sto su glicerol, sorbitol i polietilen
glikol, poboljsava se fleksibilnost, elongacija i zilavost filma. Plastifikatori smanjuju
medumolekulske sile i tako povecavaju pokretljivost polimernih lanaca i posljedi¢no se

temperatura staklastog prijelaza (Tg) snizava (Azeredo i sur, 2010).

11



Prednost kitozana u odnosu na druge biomaterijale je njegovo antimikrobno djelovanje
na §iroki spektra mikroorganizama, ukljucujuéi gljive, alge i neke bakterije. lako mehanizam
djelovanja nije u potpunosti razja$njen, od predlozenih nekoliko modela antimikrobnog
djelovanja najprihvatljiviji je model elektrostatskih interakcija izmedu pozitivnho nabijenih
amino skupina (NH**) kitozana, protoniranih pri pH nizem od 6,3 i negativno nabijene povrsine
bakterija. Rezultira dvojakim u¢inkom: (1) povecana propusnost stjenke mikroorganizma, sto
izaziva unutra$nju osmotsku neravnotezu i tako inhibira rast mikroorganizma; (2) hidroliza
peptidoglikana u stijenci mikroorganizama uzrokuje istjecanja unutarstani¢nih elektrolita i
proteinskih komponenti niske molekulske mase (npr. proteini, nukleinske kiseline, glukoza i
laktat dehidrogenaza). Veca ucinkovitost antimikrobnog djelovanja je pri nizem pH jer je tada
veéa protonizacija kitozana. Takoder, povecanjem stupnja deacetilacije povecava se broj
protoniranih amino skupina (NH2) prisutnih u kitozanu $to utjece na antimikrobno djelovanje
(Elsabee i Abdou, 2013). Gustoca naboja na povrSini stanice mikroorganizma utjece na udio
adsorbiranog Kitozana, $to je viSe adsorbiran vece su i promjene u strukturi i propusnosti

negativne bakterije.

Amino skupine kitozana ostavljaju moguénost za kemijsku modifikaciju s obzirom da
kationske skupine mogu reagirati s bilo kojim negativno nabijenim tvarima, npr. mastima,
kolesterolom, bazi¢nim ionima i proteinima. Kationsko svojstvo kitozana uz antimikrobno nudi
i antioksidativno djelovanje, kao i sposobnost prijenosa i sporog otpustanja funkcionalnih

sastojaka (Janjarasskul i Krochta, 2010).

2.3.1.3. Plastifikatori

Plastifikatori su najc¢es¢e hidrofilni nehlapivi agensi male molekulske mase koji se
dodaju u otopinu za stvaranje filmova kako bi im se poboljsala fleksibilnost i mehanicka
svojstva. Molekule plastifikatora smjeste se u polimernu mrezu i natjeCu za vodikove veze
lanac- lanac duzinom cijele polimerne povrsine (Janjarasskul i Krochta, 2010), odnosno
prekidaju interakcije polimer- polimer i stvaraju interakcije polimer- plastifikator.
Najucinkovitiji plastifikator je onaj koji ima sli¢nu strukturu polimernoj, zato su hidrofilni
plastifikatori poput poliola najprikladniji za polisaharidne filmove (Sothornvit i Krochta, 2005).
Razli¢ite vrste prehrambenih poliola, glikola, Secera i lipida koriste se kao plastifikatori za
izradu jestivin filmova. Plastifikatori koji se obi¢no koriste u filmskim sustavima su
monosaharidi, disaharidi ili oligosaharidi (npr. glukoza, fruktozno-glukozni sirupi, saharoza i
med), polioli (npr. glicerol, sorbitol, derivati glicerila i polietilen glikoli), te lipidi i derivati
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(npr. fosfolipidi, masne kiseline i surfaktanti). Opc¢enito, plastikatori su bistri i bez mirisa, te
stoga ne mijenjaju znacajno izgled i boju filma. U literaturi su zabiljezZeni razli¢iti utjecaji
plastifikatora na svojstva filma. Dok polioli (kao $to su glicerol i sorbitol) daju meku, glatku,
Cistu i homogenu povrsinu filma s dobrom mehanickom ¢vrsto¢om, glikolni plastificirani
filmovi daju tvrdu, neprozirnu i hrapavu povrsinu s relativno slabom mehani¢kom ¢vrsto¢om
(Jeyai sur., 2020).

Postoje dvije glavne vrste plastifikatora (Sothornvit i Krochta, 2005):
1. Sredstva koja mogu stvoriti velik broj vodikovih veza i tako mogu prekinuti polimer- polimer
veze i odrzati vece udaljenosti izmedu polimernih lanaca.
2. Sredstva koja su vrlo hidrofilna i higroskopna pa mogu privuci velike koli¢ine molekula vode
i formirati veliki hidrodinamicki kompleks voda- plastifikatora

Za proteinske i polisaharidne jestive filmove, plastifikatori prekidaju inter- i
intramolekularne vodikove veze, poveéavaju udaljenost izmedu polimernih molekula i
smanjuju udio kristalne regiju u odnosnu na amorfnu. Molekule vode u filmovima djeluju kao
plastifikatori. Voda je zapravo vrlo dobar plastifikator, ali se lako moze izgubiti dehidracijom

pri niskoj relativnoj vlaznosti (Han, 2014).

2.4, JESTIVI FILMOVI S BIOAKTIVNIM KOMPONENTAMA

Jestivi filmovi, osim Sto sluZze kao barijera koja izolira prehrambene proizvode od
Stetnog utjecaja okoline, mogu biti i nosioci bioaktivnih spojeva, najé¢esc¢e antioksidansa. Cilj
ugradnje bioaktivnih komponenti u jestive filmove je ostvariti njihovu interakciju sa
upakiranim proizvodom kako bi osigurali sigurnost i kvalitetu proizvoda tijekom skladistenja
te produljili rok trajanja proizvoda. Ambalaza koja ulazi u aktivnu interakciju sa upakiranim
proizvodom spada u aktivnu, a naziva se jo§ i interaktivnom ambalazom. Definirani su
Uredbom (EZ) br. 450/2009, kojom se nastoje utvrditi posebna pravila za aktivne i inteligentne
materijale 1 predmete koji nadopunjuju ona utvrdena Uredbom (EZ) br. 1935/2004, opéom
uredbom o materijalima i predmetima koji dolaze u dodir s hranom. Njome se utvrduju posebni
zahtjevi za stavljanje u promet tih materijala i predmeta te odreduje postupak njihova odobrenja
na razini EU-a aktivni i inteligentni materijali i predmeti koji dolaze u dodir s hranom. Aktivni
jestivi filmovi 1 premazi mogu predstavljaju dva razli¢ita nacina djelovanja, jedan od njih
ukljucuje otpustanje sastojaka na prehrambeni proizvod, poput antioksidansa i antimikrobnih
sredstava, a drugi se temelji na uklanjanju nepozeljnih spojeva, poput kisika i uglji¢nog

dioksida iz pakiranja (Ribeiro i sur., 2020). Nehlapljive tvari, odnosno bioaktivne komponente
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iz jestivih filmova kontrolirano se otpustaju difuzijom iz matriksa filma na povrSinu hrane, a
hlapljivi spojevi emisijom prelaze u atmosferu koja okruzuje hranu i tako ostvaruju pozitivan
ucinak na zapakirani proizvod. Aktivni spojevi mogu biti agensi protiv posmedivanja, bojila,
arome, hranjive tvari, za¢ini, antimikrobni ili antioksidativni spojevi te mogu biti prirodnog ili
sinteti¢kog podrijetla (Barbosa i sur., 2021). Danas je sve jaci zahtjev potroSaca da se umjetni
aditivi mijenjaju prirodnima zbog uc¢inka na zdravlje. Agroindustrijski otpad ili nusproizvodi,
npr. dobivenih preradom voca i povréa, ili industrije vina, piva, mlije¢nih proizvoda i mesa,
pruzaju prakti¢ne i ekonomicne izvore aktivnih spojeva, kao Sto su etericna ulja, ekstrakti,
polifenoli, antocijanini, pigmenti, peptidi i dr. (Salgado i sur., 2015). Prednosti inkorporacije
aktivnih sastojaka u film u odnosu na izravno dodavanje u namirnicu su: potrebna manja
koli¢ina aktivnih spojeva, aktivnost usmjerenu na povrSinu hrane, produljeni ucinak
antioksidansa zbog kontrolirane migracije od filma do matriksa hrane, smanjena potreba za
dodatnim koracima obrade hrane (Sanches-Silva i sur., 2014). Kada se u jestivi film
inkorporiraju bioaktivni spojevi takve filmove nazivamo funkcionalnima ukoliko jedne ili vise

bioaktivnih komponenti jestivih filmova djeluju pozitivno na ljudsko zdravlje.

2.4.1. Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) kao izvor bioaktivnih sastojaka

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) je grmolika biljka iz porodice Lamiaceae koja
samoniklo raste u Sredozemlju. Danas se ova biljka uzgaja diljem svijeta, a koristi se u
kulinarstvu kao zacin te u ljekovite svrhe. Ekstrakti ruZmarina naSiroko se koriste kao
konzervansi u prehrambenoj industriji zbog svoje visoke inherentne antioksidativne aktivnosti.
RuZmarin je stolje¢ima poznat kao ljekovita biljka, a pripisuju mu se mnoga potencijalna
bioloska svojstva: hepatoprotektivan, antimikroban, antitrombotik, diuretik, antidijabetik,
protuupalan, antioksidans i antikancerogen. Nadalje, postoje studije u kojima ekstrakt
ruzmarina i njegove izolirane komponente djeluju inhibitorno na rast stanica raka dojke, jetre,
prostate, pluca i leukemije (Borras-Linares i sur., 2014).

Glavne skupine spojeva koje se nalaze u ruzmarinu su fenolni diterpeni koji ukljucuju:
karnoznu kiselinu, karnozol ili rozmanol; flavonoide kao Sto je genkvanin, cirsimaritin ili
homoplantaginin; i triterpeni kao Sto je ursolna kiselina koji imaju snazno antioksidansko
djelovanje (Moreno i sur., 2006). Koristi se za lijecenje bolesti i za konzerviranje hrane (Nieto
i sur., 2018). Najvazniji primjeri primjene ruzmarina za obradu hrane i pakiranje dani su u

Tablici 1.
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Tablica 1. Primjeri primjene ruzmarina za obradu hrane i pakiranje.

. Osnovne karakteristike /
Tip primjene Hrana ] _ Referenca
postignuti efekt

Antimikrobno djelovanje

Jestivi film od Zelatine sa EO ) - Yeddes i sur.,
/ protiv E.coli i P.
ruzmarina ) 2019
Aeruginosa
Premaz od Inhibitorno djelovanje na Ulbin-
hidroksipropilmetilceluloze / bakteriju Bacillus subtilisi Figlewicz i sur.,
s dodatkom ruzmarina Pseudomonas fluorescens 2013
Premaz - karboksimetil Produljenje roka trajanja,
celuloza s dodatkom Govedina usporena oksidacija, Liuisur., 2012
ekstrakta ruzmarina smanjen stupanj kvarenja
Premaz od Zelatine s ) ) Usporava oksidaciju lipida, )
_ Sardina (Sardina _ _ _ Gomezestaca i
vodenim ekstraktom ) ali rast mikroorganizama
_ pilchardus) o sur., 2007
ruzmarina nije inhibiran
Przenje krumpiri¢a u Veca antioksidacijska Lalas i
sojinom ulju s dodatkom EO Krumpir aktivnost, smanjeno Dourtoglou,
ruzmarina tamnjenje 1 uzeglost ulja 2003

) o Reduciran broj
Aktivno pakiranje- ) ) ) ) N
psihrotrofnih, Brochothrix, Sirocchi i sur.,

polietilenski sloj sa EO Govedina _
. Pseudomonas spp. i 2017
ruzmarina )
Enterobacteriaceae
Povecana oksidacijska Redondo-
RuZmarin u prahu Ulje repice stabilnost i sigurnost, bolja  Cuevas i sur.,
nutritivna vrijednosti ulja 2018

EO — eteri¢no ulje

2.5. KARAKTERIZACIJA MATERIJALA ZA PAKIRANJE HRANE
2.5.1. Debljina filma

Jestivi filmovi i premazi su tanki slojevi, uglavnom debljine manje od 0,3 mm. Debljina
filmova ovisi o viskoznosti filmogene otopine, tako se otopine veée viskoznosti teze razlijevaju
1 posljedicno se dobivaju debl;ji filmovi. Debljina filma je vazan faktor za prijenos vode i plina
izmedu upakirane namirnice 1 vanjskog okolisa Sto uvelike utjeCe na rok trajanja upakirane

namjernice. Sto je debljina filma veéa to je brzina difuzije manja. Takoder, debljina filma moze
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imati utjecaj na izgled i okus proizvoda. Ukoliko je zaStitni premaz jestiv i konzumira se
zajedno s proizvodom, mora se minimalno nanijeti kako ne bi negativho promijenio izvorni
okus proizvoda (Pavlath i Orts, 2009).

2.5.2. Barijerna svojstva

Barijerna svojstva jestivih filmova i premaza presudna su u predvidanju roka trajanja
proizvoda s obzirom da je fizikalna i kemijska razgradnja hrane usko povezana s prijenosom
plinova izmedu proizvoda i okoline. S aspekta pakiranja i ocuvanja hrane, najvaznije je
poznavati prijenos (propusnost) na vodenu paru, Oz i CO». Vodena para je povezana s koli¢inom
vlage u proizvodu, a Oz i CO2 s disanjem proizvoda. Propusnost na vlagu je kritican parametar
za formiranje filmova i premaza, a ovisi o debljini filma, temperaturi i relativnoj vlaznosti
okolnog medija. Vlaznost proizvoda povezana je s difuzijom vodene pare koja je potaknuta
razlikom tlaka para izmedu hrane i okolnog zraka. Nadalje, filmovi i premazi takoder mogu
djelovati kao barijera na plinove, posebice bitno kod pakiranja u modificiranoj atmosferi gdje
smanjujuc¢i dostupnost kisika unutar pakovine S$to posljedi¢no rezultira smanjenom
proizvodnjom COz. Medutim, ovakva modificirana atmosfera trebala bi izbjegavati stvaranje
anaerobnih uvjeta kako bi se izbjegao anaerobni rast unutar proizvoda (Parreidt i sur., 2018).
Barijerna svojstva za hlapljive organske spojeve su vazna kako bi se sprijeio gubitak
karakteristi¢éne arome i onemogucio prijelaz neugodnih mirisa iz okoline u zapakiranu hranu

tijekom skladistenja i distribucije.

2.5.3. Mehanicka svojstva

Jestivi filmovi/premazi Stite upakirane/oblozene prehrambene proizvode od fizickih
oSte¢enja izazvanih mehani¢kim udarcima, pritiskom, vibracijama i drugim mehani¢kim
¢imbenicima. Ispitivanja mehanickih svojstava ukljucuju najcesce vlacnu ¢vrstocu, elongaciju
pri pucanju, modul elasti¢nosti, silu prianjanja, otpornost na savijanje i drugo. Sastav polimera
ima vazan utjecaj na njegova mehanicka svojstva. Vlac¢na ¢vrstoca i Youngov modul veéine
jestivih filmova su usporedivi, dok je elongacija pri pucanju vrlo niska te su filmovi vrlo
lomljivi (Jeevahan i Chandrasekaran, 2019). Jestivi filmovi imaju losija mehanicka svojstva u
odnosu na sinteticke materijale, a dodatkom stabilizatora, aditiva, plastifikatora i/ili emulgatora

se moze utjecati na njihovo poboljsanje.
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2.5.4. Topljivost i udio vode

Topljivost filmova vazno je svojstvo iz dva razloga: 1) zbog lakse probavljivosti i
apsorpcije aktivnih sastojaka u organizmu nakon konzumacije i probave koja pocinje u ustima
sa zvakanjem i mijesanjem sa slinom. 2) kako ne bi doslo do prijevremenog otapanja filma na
povrsini namirnice. Udio vode u filmu odreduje hidrofobnost odnosno hidrofilnost.
Hidrofilni/hidrofobni karakter uvelike utjece na sva ostala svojstva filmova kao §to su
osjetljivost na vodenu paru; kontrolirano otpustanje aktivne komponente; mehanicka svojstva i
propusnost na plinove i vodenu paru. Ovo svojstvo je takoder bitno poznavati prilikom
dizajniranja formulacije, odnosno proizvodnje filma, a posebice s dodatkom aktivne
komponente koja isto moze biti hidrofilna ili hidrofobna. Ukoliko su i film i aktivha
komponenta istog karaktera (npr. hidrofobni) tada se smatraju kompatibilnima.

2.6. ZAKONSKA REGULATIVA

Svi prehrambeni proizvodi koji se nalaze na trziStu Europske unije, pa samim time i
Republike Hrvatske kao ravnopravne ¢lanice, moraju biti u skladu s Uredbom (EZ) br.
178/2002 Europskog parlamenta i Vijeca kojom su definirana opc¢a nacela i uvjeti zakona o
hrani. Sigurnost materijala i predmeta koji dolaze u dodir s hranom je od iznimne vaznosti zbog
mogucnosti da stupe u interakciju s hranom tijekom njene obrade, skladiStenja i prijevoza.
Razlicite zemlje slijede razliCite propise o materijalu za pakiranje hrane, a takve varijacije mogu
znacajno utjecati na koli¢inu podataka potrebnih da se odobri uporaba odredenog materijala za
pakiranje (Jeya i sur., 2020). Prema Uredbi (EZ) br. 1935/2004, svi materijali i predmeti koji
dolaze u dodir s hranom trebaju ispunjavati Cetiri osnovna zahtjeva: (a) ne smiju ugrozavati
zdravlje ljudi, (b) ne smiju mijenjati sastav hrane na neprihvatljiv nacin, (c) ne smiju mijenjati
okus, miris ili teksturu hrane, (d) moraju biti proizvedene u skladu sa dobrom proizvodackom
praksom (DPP). U Republici Hrvatskoj prema Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti materijala
i predmeta koji dolaze u neposredan dodir s hranom (NN 125/2009), materijalima se smatraju:
metali i njihove slitine, emajl, cement, keramika i porculan, staklo, polimerni materijali
(plastika ukljucujuci lakove, premaze i prevlake, celuloza i elastomeri), drvo ukljuéujuéi i pluto
te tekstil.

Svjetska regulatorna tijela Kklasificiraju jestive filmove i premaze kao prehrambene
proizvode, prehrambene sastojke, prehrambene aditive, tvari koje dolaze u dodir s hranom ili
materijale za pakiranje hrane. S obzirom da se jestivi filmovi smatraju sastavnim dijelom hrane

s kojom dolaze, moraju se pridrzavati propisa koji se odnose na prehrambene proizvode. 1z toga
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slijedi da svi sastojci koji se koriste za izradu jestivih filmova i/ili premaza moraju imati GRAS
status (Jeya i sur., 2020).

Uredbom (EZ) br. 450/2009 opisani su aktivni i inteligentni materijali i predmeti koji
dolaze u dodir s hranom. Aktivni materijali i predmeti u dodiru s hranom osmisljeni su da
namjerno sadrze ,,aktivne” sastojke namijenjene otpustanju u hranu ili apsorbiranju tvari iz
hrane. Namijenjeni su produljenju trajnosti upakiranog proizvoda. S druge strane, inteligentni
materijali registriraju uvijete u pakiranju, odnosno okolini koja ga okruzuje i tako pruzaju
informacije o stanju hrane. Aktivni materijali i predmeti koji su u dodiru s hranom smiju
mijenjati sastav ili organolepticka svojstva hrane samo ako su promjene sukladne odredbama
EU koje se primjenjuju na hranu, kao $to je Pravilnik o prehrambenim aditivima (NN 62/2010).
Unutar europskog zakonodavnog okvira aditivi koji se dodaju u aktivno pakiranje podlijezu
Uredbi (EU) br. 1331/2008 o prehrambenim aditivima. Sastojci koji se koriste za jestive
filmove i premaze moraju se nalaziti na listi dozvoljenih aditiva u hrani. Uporaba aditiva mora
biti tehnoloski opravdana i sigurna za zdravlje potrosaca, a vazno je navesti da je odredeni aditiv
koriSten te koja su njegova korisna djelovanja i prednosti upotrebe.

Europski odbor za standardizaciju je donio normu 1SO 13432:2002 koja se odnosi na
“Zahtjeve za ambalazu koja se moze obnoviti kompostiranjem i biorazgradnjom — Shema
ispitivanja i kriteriji ocjenjivanja za konac¢no prihvacanje ambalaze". Ova norma definira
karakteristike koje ambalaza mora imati da bi se mogla nazvati kompostabilnom ili
biorazgradivom. Prema ovom standardu, pakiranje se moze nazvati kompostabilnim ako je:

e Biorazgradivo $to podrazumjeva metaboli¢ku pretvorbu materijala do CO2 s razinom
prihvatljivosti od 90 % (u usporedbi s celulozom) koja se postiZze za manje od 6 mjeseci;

e ima sposobnost raspadanja, $to se odnosi na vizualno odsustvo komadica ili fragmenata
materijala u konacnom kompostu,

e nema negativnog utjecaja na proces kompostiranja i kvalitetu dobivenog komposta;

e sadrzi nisu razinu teSkih metala.
Takoder, zahtijeva se da nema promjene u fizikalno - kemijskim svojstvima (pH, sadrZaj

soli, topljive Cestice, koncentracija dusika, fosfora, magnezija i kalija) nakon razgradnje.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

U ovom radu kao osnovni materijali za izradu jestivih filmova, koriSteni su prirodni
biopolimeri kitozan (kitozan tip 652, molekulske mase 165 kDa, stupanj deacetiliranja iznad 85
%, France Chitin, Marseille, Francuska) i alginat (Sigma-Aldrich, SAD), a kao dodatci koriSteni
su biljni glicerin u ulozi plastifikatora (minimalne ¢istoce 99,5 %, E422, Dekorativna tocka
d.o.o, Hrvatska) te ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) koji sluzi kao izvor bioaktivnih
sastojaka. Ruzmarin je ubran na obali Sjevernog Jadrana, u okolici Rijeke, u proljece 2021.
godine, susen i uvan na zraku. Takoder, za filmove od alginata koriStena je otopina kalcijevog
klorida (CaCl.) koja sluzi za umreZavanje matriksa filma. KoriStena otapala su: destilirana voda
za alginat i octena kiselina (ledena octena kiselina, J.T. Baker, Schwerte, Njemacka) za kitozan.
Magnezijev nitrat (Mg(NOz)2, Sigma - Aldrich, St. Louis, SAD) se koristio za pripravu zasi¢ene
otopine za odrzavanje relativne vlaznosti (53 % RH) za cuvanje filmova i ispitivanje
propusnosti na vodenu paru. Za test biorazgradivosti koriStena je zemlja Florafi (Eko-Terra

d.o.o, Nedelis¢e, Hrvatska).

3.2. PRIPREMA JESTIVIH FILMOVA

Filmogena otopina kitozana pripremljen je otapanjem 2 g praha kitozana u 100 ml 1 %
(m/v) vodene otopine octene kiseline pomoc¢u magnetne mijesalice. Otopina je mijeSana 2 h
(600 rpm), odnosno do potpunog otapanja (dispergiranja) polimera. Filmogena otopina alginata
pripremljena je otapanjem 1,5 g praha alginata u 100 ml destilirane vode na magnetnoj
mijesalici uz zagrijavanje do 65 °C u trajanju od 15 min, kako bi se poboljsala topljivost
alginata. Tako su dobivene 2 % (m/v) otopina kitozana i 1,5 % (m/v) otopina alginata u koje je
potom dodan glicerol (30 % (m/m) u odnosu na suhu tvar polimera), a koji sluzi kao plastifikator
i filmovima daje elasti¢nost. Nakon dodatka glicerola otopine su ponovno promijesane na
magnetnoj mijesalici na sobnoj temperaturi (23 £ 2 °C) tijekom 20 minuta.

Aktivni filmovi od kitozana i alginata pripremljeni su dodatkom vodenog ekstrakta
ruzmarina kao aktivne tvari. Za izradu takvih filmova koristilo se 90 ml odredenog otapala
(vodena otopina octene kiseline/destilirana voda) te se dodalo 10 ml vodenog ekstrakta
ruzmarina. Ostatak postupka je isti kao i kod samostalnih filmova od kitozana i alginata.

To¢no odredeni volumen tako pripremljenih filmogenih otopina izliven je u Petrijeve

zdjelice, poznatih dimenzija. Pripremljene otopine od kitozana izlivene su u staklene, a otopine
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od alginata u plasti¢ne Petrijeve zdjelice kako bi se mogli odvojiti nakon suSenja. Na jedan dio
filmova od alginata i alginata s dodatkom aktivne tvari rasprsena je 4 % otopina CaCl> (m/v)

koja sluzi za umrezavanje matriksa i tako nastaje ¢vrsci film.

Susenje je provedeno u ventiliranoj klima komori (HPP110, Memmert, Schwabach,
Njemacka) pri kontroliranim uvjetima temperature od 30 °C i relativne vlaznosti 40 % u trajanju
od 24 h. Osuseni filmovi su odlijepljeni s povrsine Petrijevih zdjelica te su ¢uvani u eksikatoru

s zasi¢enom otopinom Mg(NQO3)2, kako bi se postigli kontrolirani uvjeti relativne vlaznosti od

RH 53 % pri 23+ 2 °C.

3.3.PRIPREMA VODENOG EKSTRAKTA RUZMARINA EKSTRAKCIJOM
POTPOMOGNUTOM EKSTRAKCIJOM MIKROVALOVIMA

OsusSeni listovi ruzmarina su samljeveni u mlincu za domacinstvo do praSkastog stanja.
Ekstrakcija se provela na uredaju za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima (MILESTONE,
START S Microwave Labstation for Synthesis). U svaku od 7 ¢elija dodano je 100 ml vode, 5
g mljevenog ruzmarina i magnet za mijeSanje. Ekstrakcija ruzmarina je provedena na 80 °C u
trajanju od 10 min, a snaga uredaja bila je podeSena na 400 W. Dobiveni vodeni ekstrakt
ruzmarina je profiltriran pod vakuumom, a dobiveni supernatant se koristi kao dodatak za

formiranje aktivnih filmova. Do koristenja ¢uvan je u plasticnim posudicama na 4 °C.

3.4. METODE KARAKTERIZACIJE FILMOVA

3.4.1. Odredivanje debljine filmova

Za mjerenje debljine filmova koristen je digitalni mikrometar preciznosti do 0,001 mm
(Digimet, HP, Helios Preisser, Njemacka). Od svakog tipa pripremljenih filmova uzeta su tri
uzorka kojima je izmjerena debljina na tri razli¢ita mjesta. Rezultat je prikazan kao srednja

vrijednost s standardnom devijacijom (pum).

3.4.2. Odredivanje boje filmova

Instrumentalne metode za odredivanje boje daju objektivne podatke, a ne subjektivni
dozivljaj. Svakom instrumentalnom odredivanju temelj je princip funkcioniranja ljudskog oka

koje boju detektira putem "receptora” (Mihoci, 2015). Boja pripremljenih filmova je odredena
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kolorimetrom (Konica Minolta Spectrophotometer CM3500d, Langenhagen, Njemacka) Koji
radi na principu u CIE L*a*b prostornog modela.

CIE L*a*b prostorni model je trodimenzionalni sustav boja koji se sastoji od primarnih
boja koje predstavljaju osi trodimenzionalnog kordinatnog sustava (slika 6.). Temelji se na
Heringtovoj teoriji suprotnih parova boja. Funkcija svjetline, odnosno akromatska os L*, daje
skalu neutralne boje od crne do bijele (od 0 do 100 jedinica svjetline), os a* sadrzi raspon boja

od crvene (+) do zelene (-), a 0s b* od zute (-) do plave (+).

L= 100 (Bijela)

+a =500
(Crvena)

+b =200
(Zuta)

a= 500” -b =200
(Zelena) (Plava)

L=0 (Crna)
Slika 6. CIE L*a*b* sustav boja (prema Singh i sur., 2009)

Mijerenje se provedi tako da se uredaj prvo kalibrira, a potom se ispod otvora stavi
uzorak filma. Svakim mjerenjem dobivaju se L*, a* i b* vrijednosti, a postupak mjerenja se
ponavljao na 8 mjesta po uzorku. Dobiveni rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost s
pripadaju¢om standardnom devijacijom. Rezultati se izrazavaju kao vrijednost kolorimetrijske
razlike (4F) koja pokazuje odstupanje reprodukcije od originala.

Kolorimetrijska razlika (4E) se racuna prema jednadzbi [1]:

AE = VAL? + Aa? + Ab? [1]

sa.
AL=Lo— L1
Aa=ao— a1
Ab =bg— by
i gdje su:

Lo, ao, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje;
L1, a1, b1- vrijednosti ispitivanoga uzorka boje (Petrovi¢ i sur., 2013).
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3.4.3. Odredivanje topljivosti filmova u vodi

Za odredivanje topljivosti filmova koristena je metoda Gontard i sur. (1996), prema
kojoj se topljivost filmova u vodi definira kao koli¢ina otopljene suhe tvari u destiliranoj vodi
nakon 24 h od uranjanja filma. Filmovi izrezane na kvadrate dimenzija 2 x 2 ¢cm suSeni su u
susioniku (Memmert, Schwabach, Njemacka) na 105 °C do konstantne mase, zatim su izvagani
na analiti¢koj vagi kako bi im se odredio pocetni udio suhe tvari (W;). Tako osuseni i izvagani
filmovi uronjeni su u 30 mL destilirane vode i ostavljeni na magnetnoj mijesalici tijekom 24 h
na sobnoj temperaturi (23 = 2 °C). Nakon proteka zadanog vremena, filmovi su izvadeni iz
otopine te ponovno suseni u susioniku na 105 °C do konstantne mase. Suhi filmovi su zatim
izvagani kako bi se odredila masa suhe tvari neotopljene u vodi (Ws). Za svaki film mjerenje je
provedeno u paraleli.

Za izracun topljivosti filma (FS, %) koristena je sljedeca jednadzba [2]:

Wi-wf
wi

FS(%) = « 100 [2]

gdje su:
FS — topljivost filma (%);
Wi — pocetni sadrzaj suhe tvari (g);

Ws — masa suhe tvari neotopljene u vodi (g)

3.4.4. Bubrenje filmova

Za odredivanje kapaciteta bubrenja (engl. swelling ratio, SW) filmova koristena je
standardna metoda ASTM D2765-95C. Bubrenje filmova odredeno je paralelno sa
odredivanjem topljivosti filma u vodi, na na¢in da se film nakon 24 h namocenih u vodi izvadi
i vaze prije njegova susSenja. Tako se dobiva masa uzorka nakon bubrenja (Wg). Kapacitet
bubrenja odreden je samo za filmove koji se nisu otopili nakon 24 h u vodi.

Kapacitet bubrenja izracunat je pomocu sljedeceq izraza [3]:

Ws—-wd
wd

SW (%) = +100 [3]
gdje su:
W;— masa uzoraka nakon bubrenja;

W4 — masa suhog uzorka (Deepa i sur., 2016).
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3.4.5. Mjerenje propusnosti vodene pare kroz polimerni film

Za mjerenje propusnost filmova na vodenu paru koriStena je gravimetrijska
modificirana ASTM E96-80 (1980) standardna metoda, koja je prilagodena za jestive materijale
(Debeaufort i sur., 1993). Metoda se temelji se na postavljanju uzorka filma izmedu dvije
okoline s razli¢itom relativnom vlazno$¢u (slika 7). Mjerenje se provodi vaganjem uzorka filma
sa ¢asicom Ssve dok se ne postigne ravnoteza. Kada je ravnoteza postignuta masa se vise ne
mijenja. Vodena para kroz film prolazi s mjesta veée koncentracije/relativne vlaznosti (unutar
CaSice) na mjesto manje koncentracije/relativne vlaznosti (okolina van ¢asice). U ovom radu
koristena je metoda mokre ¢asice sa unutrasnjom relativnom vlaznoséu od 100 % i od 65 %
RH, odnosno kako bi se postigao gradijent RH od 70 i 35 % ¢ime se simuliraju razli¢iti uvjeti

skladiStenja i karakteristika prehrambenog proizvoda.

METODA MOKRE CASICE

testna komora (23 °C, 50 %)
uzoralg

A A A A A

prsten

]

]

prostor zraka ——

voda (23 °C, 100 % RH)

Slika 7. Princip mjerenja propusnosti filma na vodenu paru metodom ,,mokre ¢asice" (prema

Narloch i sur., 2021).

U posebno dizajnirane casice za mjerenje propusnosti (po principu prema slici 7.) ulije
se 20 ml destilirane vode (100 % RH) ili zasi¢ena otopina NaNOs (65 % RH). Filmovi se izrezu
u dimenzijama grla c¢aSica. Rub grla mjerne CaSice se namaze vakuum kremom, na njega se
postavi film, ucvrsti se teflonskim prstenom te zatvori odgovaraju¢im nastavkom. Tako
pripremljene CaSice vazu Se na analitickoj vagi (KERN ABS320-4N, KERN&SOHN GmbH,
Balingen, Njemacka), 1 zabiljezi se poCetna masa. Zatim se uzorci stavljaju u ventiliranu klima
komoru (Memmert HPP110, Memmert, Njemacka) pri to¢no definiranim uvjetima: temperatura
23 °C i relativna vlaznost 30 % RH. Uzorci se vazu svaka 24 h na analiti¢koj vagi sve do

ustaljenja gubitka mase.
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Propusnost na vodenu paru (WVP) izra¢una se pomocu izraza [4]:

A
WVP = ——— - x[4]
At-A-Ap

gdje su:
WVP — propusnost na vodenu paru (g 2 m?ts 1),
AA% 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).

3.4.6. Odredivanje propusnosti plinova

Mijerenje propusnosti filmova provedeno je manometrijskom metodoma na uredaju
Brugger, GDP - C (Brugger Feinmechanik GmbH, Njemacka). Filmovi se postavljaju na za to
predvideno mjesto u uredaju, izmedu gornjeg i donjeg djela permeacijske celije. Vakuum
pumpom se evakuira zrak iz volumena permeacijske ¢elije, a potom se mjerni plin pod tlakom
od 5 bara i protokom od 80 mL/min propusta s jedne strane ispitivanog uzorka filma. Razlika
tlakova uzrokuje difundaciju mjernog plina kroz uzorak filma. Racunalo automatski biljezi
postepeni porast tlaka u djelu ¢elije, suprotnom od izvora mjernog plina. Dobivena vrijednost
se naziva permeanca (cm®* m2d * bar?).

Propusnost na kisik (POz) i ugljikov dioksid (PCO.) dobiveni su kao aritmeti¢ki produkt

debljine filma i permeance izrazeno kao cm® m* dan’ Pa, prema sljede¢em izrazu [5]:
PO:ili PCO2 =q+d [5]

gdje je:
q - permeanca (cm® m2 d* bar?);

d- debljina filma (um).

3.4.7. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih polifenola

Odredivanje udjela ukupnih polifenola provedeno je kolorimetrijskom metodom

temeljenom na reakciji fenolnih spojeva s reduciraju¢im Folin-Ciocalteu reagensom sto
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uzrokuje nastanak plavo obojenje ¢iji je intenzitet proporcionalan koncentraciji polifenola.
Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline. Intenzitet
nastalog plavog obojenja mjeri se spektrofotometrom pri valnoj duljini 765 nm. Plavo obojenje
nastaje kada se, prilikom oksidacije polifenola, kiseline reduciraju u wolframov oksid i

molidbenov oksid.

Za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola koristeni su Folin-Ciocalteu
reagens (FC reagens) i zasi¢ena otopina natrijeva karbonata Na,COz3 (20 %-tna otopina).

U staklenu epruvetu se otpipetira redom 100 pL uzorka tj. ekstrakta ruzmarina (ili
otopine filma), 200 uL Folin-Ciocalteu reagensa i 2 mL destilirane vode te se nakon 3 minute
doda 1 mL 20 % zasi¢ene otopine natrijeva karbonata (Na,CO3). Dodatkom 20 %-tne otopine
Na2COs pokrece se reakcija. Zatim, sadrzaj epruveta se izmijesa na vortexu i stave se u kupelj
na 50 °C tijekom 25 min kako bi se termostatirale. Odmah nakon, uzorci se preliju u kivete i
mjeri se apsorbancija na sprektrofotometru pri valnoj duljini 765 nm. Takoder, potrebno je
napraviti i slijepu probu koja se priprema na isti nacin, ali se koristi 100 puL otapala za
ekstrakciju umjesto 100 pL ekstrakta ruzmarina. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralele,
a kao rezultat uzima se srednja vrijednost i standardna devijacija.

Udio ukupnih polifenola u ekstraktima filmova izracunava se iz jednadzbe bazdarne
krivulje koja glasi [6]:

y =0,0035* x [6]
gdje je:

y- apsorbancija pri 765 nm;

x- koncentracija polifenola ruzmarina (mg L™).

3.4.8. Biorazgradivost filmova

Svaki od pripremljenih filmova izrezan je na kvadrate dimenzija 2 x 2 cm te mu je
odvagnuta masa (mz1). Filmovi se zakopavaju se u zemlju (Florafin, Eko-Terra d.0.0, Hrvatska)
u plasti¢ne ¢aSe na 6 cm dubine. Filmovi su zakopani na aluminijskoj mrezici kako bi se lakse
pronasli prilikom otkopavanja. CaSe sa zemljom i filmovima stajale su na svjetlu na sobnoj
temperaturi (23 + 2°C). Nakon 6, 12, 25, 90 dana filmovi se otkopavaju, peru destiliranom
vodom od eventualno zaostale zemlje, suSe na 105 °C/ 24 h. Tako osuseni filmovi se vazu te se
dobiva masa (m) filma nakon eventualne biorazgradnje u zemlji. Sa nekih filmova nije bilo
moguce skinuti sve zaostatke zemlje, a to su uglavnom bili filmovi topivi u vodi. Kako bi se

uklonili ostatci zemlje takvi filmovi su otopljeni u poznatoj koliCini destilirane vode i
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profiltrirani. Dobiveni filtrat je stavljen na suSenje na 105 °C do konstante mase. Svaki film je

fotografiran prije zakopavanja i nakon njegovog otkopavanja.

Udio razgradnje (%) izraCunava se prema slijede¢em izrazu [7]:

ml-m2

% razgradnje =—— [7]

Gdje su:
m1- masa prije zakopavanja;

m> - masa nakon otkopavanja i susenja.

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisti¢ka analiza podataka provedena je analizom varijance (ANOVA) pomoc¢u Xlstat
2022 24.2.1311 (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 filmovi od kitozana i od alginata, bez dodatka i s
dodatkom ekstrakta ruzmarina koji sluzi ako izvor bioaktivnih sastojaka. Filmovi od alginata
bez dodatka i s dodatkom ekstrakta ruzmarina su umrezeni, odnosno ,,crosslinkani”, sa kalcijem
iz otopine kalcijeva klorida (CaCl,). Cilj ovog rada je ispitati osnovna fizikalno-kemijska
svojstva pripremljenih filmova (boja filma, debljina filma, barijerna svojstva, udio ukupnih
fenola, biorazgradivost) te usporediti utjecaj dodatka ekstrakta ruzmarina i umrezavanja s Ca?*

na navedena svojstva filmova. Dobiveni rezultati su prikazani graficki i tabli¢no.

4.1. BOJA FILMOVA

Boja jestivih filmova u koje se hrana pakira je od izuzetne vaZznosti kako bi potrosaci
prihvatili sam proizvod. Ispitivanje boje svih pripravljenih filmova provedeno je na principu
CIE L*a*b* prostornog modela. U tablici 2. su prikazani dobiveni parametri boje (L*, a*, b*)

i ukupna razlika u obojenosti (AE).

Parametar L* predstavlja svjetlinu boje i krece se u rasponu od 0 (tama tj. crna) do 100
(svjetlina tj. bijela). Iz tablice 2. je vidljivo da od pripravljanih filmova najvisu L* vrijednost
ima film od alginata (ALG) $to znaci da je on najsvjetliji. Svi filmovi imaju L* vrijednost vecu
od 70, a najnizu vrijednost ima CS-a (72,80). Vizualno, filmovi od alginata (ALG) i kitozana
(CS) su prozirni, bez pora i vrlo sli¢na izgleda, a iz dobivenih rezultata mjerenja (tablica 2.)
vidljivo je da je ipak alginat nesto svjetliji. Filmovi od Kitozana i alginata oboje pokazuju
pozitivne a* vrijednosti i negativne b* vrijednosti (tablica 2-) sto ukazuje da imaju crveno —
plave tonove. Alginatni filmovi u istrazivanju Mahcene i sur. (2020) imaju izmjerenu negativnu
a* i pozitivnu b* vrijednost. Negativna b* vrijednost filma od natrijevog alginata (1 % NaAlg,
0,5 % glicerol) dobili su Lou i sur. (2019). Kurek i sur. (2018) i Homez-Jara i sur. (2018) biljeze
negativne a* i pozitivne b* vrijednosti za kontrolne filmove od kitozana. Povecavanjem (%
m/v) udjela kitozana povecavaju se vrijednosti parametara a* i b* (Homez-Jara i sur., 2018)

Dodatkom ekstrakta ruzmarina svjetlina filma, odnosno vrijednost L*, se smanjila sto je
oc¢ekivano jer je otopina ekstrakta ruzmarina vidno tamnije boje. Svi pripravljeni filmovi s
ekstraktom ruzmarina (CS-a, ALG-a, ALG-a-cross) imaju pozitivne vrijednosti a* i b*
parametara $to ukazuje na zuto — crvene tonove $to je u skladu s rezultatima Yan i sur. (2013)

za filmove sa Skrobom i alginatom.
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Jancikova i sur. (2019) u svom istrazivanju opisuju da su filmovi od furcelarana i Zelatine
nakon dodatka ekstrakta ruzmarina postali vizualno zeleniji, a izmjerene vrijendosti a* i b*
ukazuju na zelene i Zute tonove §to se veze uz prisutnost pigmenata iz lista ruzmarina. Yan i
sur. (2013) u svojem istrazivanju aktivnih Skrob/alginat filmova biljeze porast a* i b*
vrijednosti nakon dodatka ekstrakta ruzmarina, a vrijednosti se povecavaju s koncentracijom
ekstrakta. Zanimljivo je primijetiti da a* vrijednosti pripremljenih filmova u ovom radu su nize

kod aktivnih filmova.

Iz rezultata je vidljivo da nema velike razlike izmedu dobivenih vrijednost parametara L*,
a* i b* za ALG i ALG-cross umrezen sa CaClz. Medutim, ne$to veée razlike u rezultatima
mjerenja primije¢ene su kod ALG-a i ALG-a-cross, gdje je parametar svjetline ALG-a-cross
manja. Negativne b* vrijendosti ALG-cross nisu u skladu s rezultatima filmova od natrijeva
alginata (1,25 %), CaClz (81 %) i glicerola (50 %) koje su pripremili Galus i Lenart (2013).
Biao i sur. (2019) pripremili su film od natrijeva alginata (1,5 %) s dodatkom CaClz i izmjerili
pozitivnu a* (0,0 £+ 0,1) te negativnu b* vrijednost (-0,4 £+ 0,1 ) $to je u skladu s rezultatima
ALG-cross iz tablice 2.

Tablica 2. Parametri boje (L*, a*, b*) filmova na bazi kitozana i alginata i ukupna razlika
obojenosti (4E).

Uzorak L* a* b* AE
CS 90,74 + 0,242 0,67 + 0,80° -1,55+0,67¢ 0,00 + 0,00°
CS-a 72,80 + 2,034 0,51 + 1,00 21,38 +£2.212 29,15 +2,86%
ALG 92,09 + 0,142 2,58 + 0,05 -7,76 +0,13¢ 0,00 =+ 0,00¢
ALG-a 85,51 + 1,98" 1,06 £ 0,16° 6,09 + 3,31¢ 15,41 +3.81°
ALG-cross 91,10 + 0,902 2,64 + 0,292 -6,89 + 1,08° 1,63 £1,07°
ALG-cross-a 80,35 + 3,00° 1,77 + 0,40° 12,93 +2,26° 23,88 + 3,222

CS - filmovi od kitozana, CS-a — aktivni filmovi od kitozana s ekstraktom ruzmarina, ALG- filmovi od alginata,
ALG-a, aktivni filmovi od alginata s ekstraktom ruZzmarina, ALG-cross —filmovi od alginata umrezeni sa CaCly,
ALG-a-cross — aktivni filmovi od alginata s ekstraktom ruzmarina umrezeni sa CaCls.

Razli¢iti eksponenti (*®) unutar stupca ukazuju na statisticki zna¢ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Izracunata vrijednost AE iz tablice 2. predstavlja ukupno razliku, odnosno odstupanje u
boji reprodukcije od originala. Kao referentni uzorak za filmove s kitozanom koriSten je
monopolimerni film CS, dok je za sve filmove na bazi alginata koristen film ALG. Ljudsko oko
¢e vidjeti razliku u boji ukoliko je vrijednost AE veca od 3 (Luo i sur., 2019), $to je slu¢aj kod
svih pripremljenih filmova osim kod ALG-cross. Najvecu AE vrijednost ima CS-a, a najmanju
ALG-cross (tablica 2.).
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4.2. DEBLJINA FILMOVA

Izmjerena debljina pripremljenih filmova nalazi se u tablici 3. Debljina filma je vazna
karakteristika koja utjeCe na mehanicka i barijerna svojstva. 1z dobivenih rezultata (tablica 3.)
vidljivo je da se dodatkom ekstrakta ruzmarina debljina filma smanjila. Ovakav rezultat je
suprotan rezultatima istrazivanja Jancikova i sur. (2019) koji biljeze povecanje debljine filma
od furcelarana i zelatine nakon dodatka ekstrakta ruzmarina. Takoder, isti autori su primijetili
povecéanje debljine filmova s poveéanjem koncentracije dodanog ekstrakta. U literaturi se
biljezi povecanje debljine filmova kitozana (2 % Kkitozan, 30 % glicerol) obogacenih
polifenolima iz ekstrakta zelenog i crnog ¢aja (Peng, 2013). Debljina filma od kitozana u
istrazivanju Kurek i sur. (2018) iznosi 53,1 + 10,24 pm, a dodatkom nizih koncentracija
ekstrakta komine borovnice i kupine debljina filmova se smanjuje. Dodatkom vodenog
ekstrakta lista guave u alginatne filmove Lou i sur. (2019) zamje¢uju smanjenje debljine
filmova. Moguce je da dodani ekstrakti, s visokim sadrzajem polifenola stupaju u interakciju s
polisaharidima ili plastifikatorima i zato mijenjaju debljinu filma (Zhu, 2012).

Iz tablice 3. moze se uoditi da je debljina alginatnih filmova porasla nakon umrezavanja sa
Ca?*, a veée vrijednosti pokazuje ALG-cross-a u odnosu na ALG-cross. Ovakav rezultat je
razli¢it u odnosu na ostale pripremljene filmove sa aktivnom komponentom koji su pokazivali
nize vrijednosti debljine od njihovih kontrolnih parova. Russo i sur. (2007) pripremili su
kontrolne alginatne filmove (1 % m/v) te su dio umrezili potapanjem 30 minuta u vodenu
otopinu CaCl,. Mjerenjem debljine filmova prije i nakon umrezavanja sa Ca?* izvjestavaju o
povecanju debljine filmova nakon umrezavanja za 37 - 56 %. Medutim, ovako velike razlike u

debljini filmova mogu biti posljedica umreZavanja matriksa filma u nabubrenom stanju.

Velika standardna devijacija koja se moze primijetiti kod umrezenih alginatnih filmova
moze biti posljedica pojave kristalnih struktura CaCl2 koje se izdvajaju na nekim mjestima. U
buduéem radu potrebno je poboljsati dispergiranje Ca?* u polimernom matriksu. Navedena
pojava vidljiva je ljudskim okom. Naime, vizualno filmovi su imali bijela obojenja na
odredenim mjestima na povrsini. Takoder, bijela obojenja se mogu povezati sa svjetlinom

filmova gdje su kod ALG-corss vise vrijednosti parametra L*.
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Tablica 3. Debljina filmova.

Uzorak filma Debljina filma (um)
CS 55,25 +12,63?
CS-a 47,67 + 10,26%P
ALG 23,89 + 7,00°
ALG-a 22,78 + 4,44°
ALG-cross 36,75+ 14,77°¢
ALG-cross-a 39,38 + 7,432P

CS- kitozan , ALG- alginat , a — aktivna komponenta (ekstrakt ruzmarina), cross — umrezeni s CaCl,
Razlic¢iti eksponenti (*°) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

4.3. TOPLJIVOST | BUBRENJE FILMOVA U VVODI

Otpornost jestivih filmova na vlagu jedno je od najvaznijih svojstava za njihovu
potencijalnu komercijalnu upotrebu. Natrijev alginat stvara ¢vrste filmove, no unato¢ tome
zbog hidrofilne prirode polimera pokazuju slabu otpornost na vodu te se zato smatra vrstom
alginata koja je topljiva u vodi. Sredstvo za umrezavanje kao §to su ioni kalcija (Ca?*)
omogucuju prevladavanje ove prepreke (Roger i sur., 2006) U tablici 4. nalaze se dobiveni

rezultati mjerenja udjela vode, topljivosti i bubrenja filmova (SW).

Tablica 4. Udio vode i suhe tvari te topljivost filmova i bubrenje (SW).

Udio vode Udio suhe tvari

Uzorak (%) (%) Topljivost (%) SW (%)

CS 26,65+ 0,472 73,35+ 0,472 29,86 +0,17¢ 140,53 + 35,50P°
CS-a 23,10+ 1,062 76,90 + 1,062 30,01 + 0,88° 59,54 + 15,35¢
ALG 25,64 +0,17% 74,36+ 0,172 28,09 + 0,88° 267,57 + 65,49

ALG-a 11,06 £2,728 88,94 + 2,722 100,00 + 0,00° Nm

ALG-cross 31,39+2263* 68,61+ 2263 35,16 + 1,09¢ 282,20 + 42,00P

ALG-a-cross 16,39 + 1,45% 83,61+ 1,472 56,77 + 9,78° 602,78 + 29,58°¢

CS- kitozan , a — aktivna komponenta (ekstrakt ruzmarina), ALG- alginat, cross — umreZzeni (crosslinkani) sa
CaCl,, nm — nemijerljivo
Razliciti eksponenti (*°) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

4.3.1. Udio vode

Udio vode pripremljenih filmovima u ovom radu kre¢e se izmedu 11 1 32 %, a nize
vrijednosti zabiljezene su kod filmova sa aktivnom komponentom ruzmarina (CS-a, ALG-a,
ALG-a-cross). Takvi rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja Lou i sur. (2019) gdje se
udio vode u alginatnim filmovima smanjio dodatkom vodenog ekstrakta lista guave, a
povecanjem udjela ekstrakta u filmu povecava se i udio vode. Autor objasnjava da je moguce
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da natrijev alginat zbog velikobrojnih hidrofilnih skupina (-OH i ~COOH) u molekuli ima ve¢i
sadrzaj vode. Naime, hidroksilne skupine u ekstraktima mogu formirati medumolekularne
vodikove veze s hidrofilnim skupinama natrijeva alginata $to Smanjuje interakciju izmedu vode
i matriksa filma. U literaturi se navodi da dodatak ekstrakta ruzmarina neznatno povecava
sadrzaj vode u filmovima od kasave/Skroba (Pifieros-Hernandez i sur., 2016) i filmovima od
furcelarana/zelatine (Jancikova i sur., 2019). Janickova i sur. (2019) navode da je moguci razlog
tome interakcije izmedu ruzmarinske kiseline prisutne u ekstraktu ruzmarina sa NH2 grupama
pri ¢emu se formiraju molekule H2O. Iz dobivenih rezultata (tablica 4.) mozemo zakljuéiti da
alginatni umrezeni filmovi (ALG-cross i ALG-a-cross) imaju ve¢i udio vode od njihovih

neumrezenih parova (ALG i ALG-a).

4.3.2. Topljivost

Iz tablice 4. je vidljivo da najvecu topljivost nakon 24 h u vodi pokazuju umrezeni aktivni
alginatni filmovi (56,77 = 9,78 %), a najmanje vrijednosti imaju kontrolni alginatni filmovi
(28,09 + 0,88 %), dok je aktivni film od alginata (ALG-a) potpuno otopljen u vodi. Giz i sur.
(2020) u svojem istrazivanju navode da su se svi neumrezeni alginatni filmovi sa dodatkom 10,
20 i 30 % glicerola otopili u vodi, a njihovi parovi umreZeni sa Ca?* su samo nabubrili ali se
nisu otopili. U usporedbi sa radom Giz i sur. (2020), razlog zasto se kontrolni alginatni filmovi
(ALG) u ovom radu nisu otopili mozZe biti zbog nizih udjela plastifikatora glicerola koji je
hidrofilne prirode. U istrazivanju Homez-Jara i sur. (2018), filmovi od (1,5 % m/v) kitozana s
0,3 % glicerola i susSeni pri temperaturama od 2 °C, 25 °C i 40 °C, pokazuju vrijednost
topljivosti od 25,1 %, 19,3 % i 24,4 %. U ovom radu vrijednosti topljivosti monopolimernih
filmova od kitozana (CS) iznose 29,86 + 0,17 %.

Filmovi s dodatkom aktivne komponente pokazuju vecu topljivost (tablica 4.) u odnosnu na
one bez, iako je ta razlika kod kitozana izrazito mala (29,86 % i 30,01 %). Dobiveni rezultati
su u skladu sa istrazivanjem Luo i sur. (2019) u kojem topljivost alginatnih filmova u vodi se
povecala s pove¢anjem sadrZaja vodenog ekstrakta lista guave. Ovakvo povecanje topljivosti u
vodi pripisuje se hidrofilnim skupinama polifenola u hidrofilnom (vodenom) ekstraktu
ruzmarina koje se lako mogu vezati s vodom. Nadalje, Peng i sur. (2013) su dobili povecanu
topljivost aktivnih kitozanskih filmova s ekstraktom zelenog ¢aja u ¢ijem su sastavu 99,9 %
polifenoli ¢aja. Dodatak istih koncentracije crnog ¢aja u kitozanske filmove imao je neznatan
ucinak na povecanje topljivosti, §to se pripisuje drugacijem udjelu aktivnih komponenti u

crnom ¢aju (20 % polifenoli ¢aja i 60 % teaflavini). Moze se zakljuéiti da je priroda i udio
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polifenola s vezuju¢im slobodnim —OH skupinama kljucan faktor za promjene u topljivosti

jestivih filmova.

Umrezeni alginatni filmovi (ALG-cross i ALG-a-cross) pokazuju viSe vrijednosti
topljivosti (35,16 % i 56,77 %) u odnosu na kontrolne alginatne filmove (28,09 %). Da su
filmovi s dodanom aktivnom komponentom bolje topljivi u vodi mozemo primijetiti iz rezultata
(tablica 4.) dobivenih za umreZene alginatne filmove gdje je topljivost ALG-a-cross veca. Biao

1 sur. (2019) u svom istrazivackom radu opazaju da su umreZeni, aktivni alginatni filmovi sa

4.3.3. Bubrenje

Bubrenje se odnosi na sposobnost filma da zadrzi vodu u sSvom matriksu $to je povezano
s prisutno$¢u hidrofilnih skupina, kao $to su karboksilne i hidroksilne skupine, u strukturi
polimera koje mogu lako stupiti u interakciju s vodom. Takoder, na bubrenje uzorka moze
utjecati pristunost glicerola koji je takoder hidrofilne prirode. Svi filmovi su pokazali visok

kapacitet bubrenja (tablica 4.).

Usporedujuc¢i kontrolne filmove od alginata (267,57 + 65,49 %) i kitozana (140,53 +
35,50 %), veci kapacitet bubrenja uoéen je kod alginata. Peng i suradnici (2013) prijavljuju
nizak stupanj bubrenja (110 %) za kitozanske filmove (2 %, m/v) sa 30 % glicerola. U ovom
radu uocene su nesto vise vrijednosti bubrenja CS filmova (140,53 %), a jo$ viSe vrijednosti za
filmove od 1,5 % kitozana biljeze Homez Jara i suradnici (2018)(184 — 236 %).

U ovom radu primijecen je znacajno manji kapacitet bubrenja kod aktivnih filmova od
kitozana, CS-a (59,54 %), u odnosu na njihovu kontrolu, CS (140,53 %). Suprotno ponasanje
je uoceno u istrazivanju Peng i sur. (2018) u kojem filmovi kitozana dodatkom polifenola crnog
1 zelenog ¢aja imaju veci stupanj bubrenja u odnosu na kontrolni uzorak.

Iz dobivenih vrijednosti vidljivo je da umrezavanje filmova povecava kapacitet
bubrenja, a ALG-a-cross se nije otopio te ima najveéi kapacitet bubrenja (602,78 %). Giz i sur.
(2020) na temelju provedenog istrazivanja zakljucuju da se bubrenje filmova smanjilo
povecanjem udjela Ca?*, a poveéanje udjela glicerola poveéava kapacitet bubrenja. Kapacitet
bubrenja pripremljenih umreZzenih alginatnh filmova sa Ca®" iz tablice 4. pokazuju sli¢ne
vrijendosti od 267 i 282,20 %, ali su ipak nesto vise za ALG-cross. Bubrenje umrezenih aktivnih
filmova od alginata sa polifenolima ¢aja bilo je znatno nize od onog u kontrolnim uzorcima u

istrazivanju Biao i sur. (2019).
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4.4. UDIO UKUPNIH POLIFENOLA U FILMOVIMA

Dobiveni rezultati mjerenja ukupnih fenola pripremljenih filmova prikazani su na slici 8.
Film od alginata (ALG) ima najnizu vrijednost, odnosno vrijednost nula jer ne sadrzi fenole.
Udio fenola ovisi o materijalu od kojeg je film izraden te o dodatku ekstrakta ruzmarina.
Ocekivano je da aktivni filmovi (CS-a, ALG-a i ALG-a-cross) imaju znatan udio polifenola jer

se upravo iz tog razloga dodaje aktivna komponenta - ekstrakt ruzmarina.

Najveéu vrijednost polifenola ima ALG-a-cross koja iznosi 3828,93 + 63,09 mg g%, a nakon
njega slijedi CS-a sa udjelom polifenola od 1822,63 mg g. Ove povisene vrijednosti ukazuju
na moguénost umrezavanja vece koli¢ine polifenola u polimernu mrezu i manje gubitke tijekom
susenja filmova s dodatkom agenasa za umrezavanje. Takoder je moguée da su vrijednosti kod
ovih uzoraka jos vise zbog prisutnih Ca?* iona u otopini &ije prisustvo moze utjecati na mjerljive
vrijednosti spektrofotometrijskom metodom. Stoga bi bilo interesantno u buduéim

istrazivanjima potvrditi ove vrijednosti jo$ dodatnim metodama za odredivanje ukupnih fenola.
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Slika 8. Ukupni udio polifenola u uzorcima filmova na bazi kitozana (CS) i alginata(ALG),
njihovim aktivnim filmovima (CS-a i ALG-a) i umrezenim filmovima alginata (ALG-cross i
ALG-a-cross).

CS- kitozan , a — aktivna komponenta (ekstrakt ruzmarina), ALG- alginat, cross — umrezeni (crosslinkani) sa
CaC|2.
Razli¢iti eksponenti (*°) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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4.5. PROPUSNOST FILMOVA NA VODENU PARU

Prijenos vodene pare kroz materijal bitno je svojstvo filmova za pakiranje hrane. Na
ovaj parametar utjeCu ravnoteza izmedu: omjera hidrofilnih/hidrofobnih komponenti filma,
kristalicnosti filma, vijugavosti puta i prisutnosti povrsinskih ili strukturnih defekata (Luduefia
i sur., 2012.).

Iz rezultata dobivenih u tablici 5. vidljivo je da kitozanski i alginatni filmovi sa dodanim
ekstraktom ruzmarina imaju nize vrijednosti propusnosti na vodenu paru (WVP) od kontrolnih
filmova kod oba RH gradijenta. Vece promjene i veée vrijednosti mjerenja WVP primijecene
su kod nizeg RH gradijenta (35 %) u odnosu na visi gradijent (70 %). Kod RH gradijenta 70 %

nema znacajne razlike u izmjerenim vrijednostima WVP za ALG i ALG-a.

U istrazivanju koje su proveli Pifieros-Hernandez i suradnici (2016) propusnost na
vodenu paru pripremljenih filmova od skroba i kasave, znacajno je porasla dodatkom 10 i 20
% vodenog ekstrakta ruzmarina, dok je neSto manji porast zabiljeZen dodatkom 5% ekstrakta u
odnosu na WVP kontrolnog filma. 1z toga se moze zakljuciti da se pove¢anjem hidrofilnog
sadrzaja povecava i osjetljivost filmova na vodenu paru. Da se WVP povecava dodatkom
ekstrakta ruzmarina u filmu od Skroba i alginata, izvjestavaju i Yan i suradnici (2012) u ¢ijem
istrazivanju se WVP povecala od 2.31 x 107? do 2.68 102 g cm cm? s ! Pa? kada se udio
ekstrakta ruzmarina u povecao s 0,3 na 1,2 %. Autori navode da se porast WVP vrijednosti
moze pripisati uvodenju hidrofilnih skupina, iz ekstrakta ruzmarina u matriks filma, koje su

sklone adsorpciji i desorpciji molekula vode.

Smanjenje WVP alginatnih filmova nakon dodatka vodenog ekstrakta lista guave (10-
20 %) zabiljezili su Luo i sur. (2019), a pretpostavlja se da je razlog tome nastanak guste mreze
izmedu polifenola i biopolimera povezanih intermolekularnim interakcijama. Takoder,
smanjenje WVP kitozanskih filmova nakon dodatka ekstrakta ¢aja prijavljuju Peng i sur. (2013)
te takvu pojavu pripisuju stvaranju interakcija izmedu kitozana i ekstrakta ¢aja Sto uzrokuje

kidanje vodikovih veza izmedu kitozana i vode u matriksu filma.

Generalno umrezavanjem filmogenog matriksa sa ionima, propusnost se opcenito
smanjuje. U ovom radu propusnost filma na vodenu paru se nakon umrezavanja povecala.
Ovakve rezultate takoder su dobili 1 Russo 1 sur. (2007) umrezavanjem alginatnih filmova
uranjanjem u otopinu CaCl,. Takvo neobi¢no ponasanje pripisuju umrezavanju lanaca alginata
u stanju povecanog slobodnog volumena zbog bubrenja filma te nakon suSenja lanci ne mogu
zauzeti konformaciju koju su imali prije umrezavanja. Povecanjem slobodnog volumena

olaksava se put molekulama koje difundriraju te se posljedi¢no povecaju transportni parametri.
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U istrazivanju Biao i sur. (2019) propusnost vodene pare kroz aktivne alginatne filmove
umrezene sa 3 %-tnom otopinom kalcijevog laktata, znacajno se povecala s povecanjem udjela
polifenola ¢aja i to gotovo 4 puta veca za uzorak s 5 % polifenola nego za kontrolu. Ovaj rezultat
sugerira da je prisutnost polifenola ¢aja povecala hidrofilnost i/ili poroznost filmova, ¢ime je
omogucila molekulama vode da brze difundiraju kroz njih. U ovom radu rezultati propusnosti
na vodenu paru i brzine prijenosa vodene pare izmedu ALG-cross i ALG-cross-a se ne razlikuju

znacajno.

Tablica 5. Propusnost na vodenu paru (WVP) i brzina prijenosa vodene pare (WVTR) pri dva
gradijenta relativne vlaznosti (70 % i 35 % RH)

ARH 70 % ARH 35%
Uzorak  \wyp (gm?stPal)  WVTR(gm's?) WVP (gmisiPa’) WVTR (gm*s?)
x10710 x1073 x1011 X103
CS 3,05+ 0,112 11,83 + 0,44? 8,46 + 0,322 3,28 + 0,122
CS-a 2,44 +0,16° 11,26 + 0,762 6,40 + 0,172P 2,96 + 0,082
ALG 1,27 £0,02¢ 11,69 + 0,222 5,29 + 0,362P 4,87 + 0,342
ALG-a 1,26 + 0,08° 12,17 + 0,742 3,66 +0,34° 3,54 + 0,332
ALG-
222 +0,05P 12,96 + 0,292 6,48 + 0,712P 3,77 £ 0,412
Cross
ALG-
219+ 0,07° 12,24 + 0,382 541+ 1,762P 3,03 +0,98?
Cross-a

CS- kitozan , a — aktivna komponenta ( ekstrakt ruzmarina), ALG- alginat, cross — croslinkani (umrezeni) sa CaCl,.

Razli¢iti eksponenti (*°) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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4.6. PROPUSNOST FILMOVA NA PLINOVE (O2 I COy)

Rezultati mjerenja propusnosti na plinove dani su na slici 9.
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Slika 9. Koeficijent propusnosti materijala na kisik (PO>) i ugljikov dioksid (PCOz)

CS- kitozan , a—aktivna komponenta ( ekstrakt ruzmarina), ALG- alginat, cross — croslinkani (umrezeni) sa CaCl,.
Razli¢iti eksponenti (*€) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Najmanju propusnost imali su uzorci od alginata (PO2= 1,29 x 10° cm® m™* d* bar? i
PCO2=0,63 x 10° cm® m* d! bar?), a slijedi ih CS i CS-a. S dodatkom aktivne komponente
dolazi do statisticki znaCajnog porasta u vrijednostima koeficijenta propusnosti na kisik 1
ugljikov dioksid, kod oba tipa materijala. Najvisu propusnost na oba ispitivana plina imao je
uzorak od alginata s dodatkom ekstrakta ruzmarina. Do poviSenja propusnosti uzoraka s
dodatkom aktivne komponente vrlo vjerojatno dolazi zbog narusene kompaktnosti i strukturnih
promjena u materijalu. Ove hipoteze bi trebalo dodatno ispitati u daljnjim istrazivanjima
preciznijim 1 detaljnijim metodama za ispitivanje strukture biopolimera kao $to su termalne
analize, elektronska pretrazna mikroskopija (SEM) ili infracrvena spektroskopija s Furierovom
transformacijom (FTIR). Gomaa i sur. (2018) ispitali su propusnost kompozitnih filmova od
kitozana i alginata na kisik. Pripremili su umrezene i neumrezene alginat/kitozan filmove sa i
bez dodatka aktivne komponente fukoidana koji je izvor polifenola. Najniza propusnost na kisik
(PO2) zabiljezena je kod kontrolnih neumreZenih film bez fukoidana (5,53 + 0,14x10~% g 100
um™* m?s?). PO, se povecala dodatkom aktivne komponente (8,56 + 0,44 x102 g 100 pm™* m-
2 51 i umrezavanjem filmova sa Ca?* (8,09 = 0,09 x102 g 100 um™ m? s1). Vrijednost PO

dobivene za umreZene aktivne filmove iznosila je 8.18 + 0.51x107 g 100 um™ m? st sto je
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neznatno veca vrijednost od umrezenih filmova bez fukoidana. U ovom radu nije bilo moguce
ispitati uzorke s dodatkom CaCl,, odnosno filmove od alginata umrezene s Ca®* zbog losih
mehanickih svojstava i nemogucénosti pripreme filma dimenzija potrebnih za provedbu analize
ispitivanja propusnosti na plinove.

Usporeduju¢i propusnost na kisik i ugljikov dioksid kod iste vrste filma, kod svih
uzoraka vrijednosti propusnosti na CO2 nize su od propusnosti na Oz Suprotno tome, u
istrazivanju Chakravartula i sur. (2019), propusnost alginatnih filmova (3 % m/m) bila je 2,4
puta veca na CO2 u odnosu na O. Razlike su moguce zbog razlika u strukturi dobivenog

materijala.

4.7. BIORAZGRADIVOST FILMOVA

Vrijednosti mjerenja razgradnje filmova dane su na slici 10. Do najnize razgradnje
dolazi kod filmova od kitozana. Nakon 90 dana, preostali udio iznosi 61 %. Dodatak ekstrakta
ruzmarina ne utjece znacajno na stupanj biorazgradnje kitozana, te nakon 90 dana preostaje 68
% uzoraka CS-a. Za razliku od kitozana, filmovi od alginata imaju veéi stupanj biorazgradnje
dosezuci vrijednosti od 70 % nakon 90 dana razgradnje. Usporedujuci uzorke od alginata, sli¢no
kao 1 kod kitozana dodatak ekstrakta ruZmarina ne utjeCe statisticki znafajno na stupanj
razgradnje. Nadalje, nema statisti¢ki znacajne razlike niti u odnosu na uzorke umrezene Ca?".

Slike filmova nakon iskapanja tijekom 90 dana dane su na slici 11.
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80 e AL G-CrOSS ALG-a-cross
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Slika 10. Biorazgradnja filmova tijekom perioda od 90 dana.

CS- kitozan , a — aktivna komponenta (ekstrakt ruzmarina), ALG- alginat, cross — umreZeni (crosslinkani) sa
C&Clz.
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Riaz i sur. (2020) su u znanstvenom radu objavili da nakon provedenog testa
zakopavanja kitozanskih filmova (2 % m/v) u tlu, razgradeno je 47 % filma obogacenog
ekstraktom korijena Kineskog vlasca (Allium tuberosum) unutar 3 tjedna. Nasuprot tome,
kontrolni film od kitozana razgradio se samo 26,98 % Sto je sli¢no rezultatima dobivenim u
ovom radu. Nadalje, Riaz i sur. (2020) biljeze povecanje biorazgradivosti filma s pove¢anim
udjelom polifenola. Pifieros-Hernandez i sur. (2016) uocavaju da se razgradnja filmova na bazi
kasave i Skroba dogodila gotovo u potpunosti nakon 14 dana ispitivanja. Medutim, jednako
pripremljeni aktivni filmovi sa dodatkom 5, 10 i 15 % ekstrakta ruzmarina pokazuju bolju
oCuvanost, §to ukazuje da se biorazgradnja usporava prisutno$¢u ekstrakta ruzmarina. U
istrazivanju Filho i sur. (2019) kontrolni filmovi od alginata (1,5 m/v) razgradili su se 98,01 %
nakon 10 dana. Testa biorazgradnje proveden je uz konstantno zalijevanje zemlje kako bi se
vlaznost zemlje odrzala od prilike na 40 %. U ovom radu kontrolni alginatni film se nakon 6 i
12 dana razgradio oko 60 %, a moguci razlog tome je ne zalijevanje zemlje, odnosno niski udio
vlage. Mikroorganizmi i vlaga u tlu od velike su vaznosti za biorazgradnju filmova.

Razlike u rezultatima navedenih studija mogle bi se pripisati razli¢itim formulacijama
filmova. Dodavanje ekstrakta sa polifenolima u sastav filma mogu dovesti do nastajanja
pukotina koje olakSavaju interakciju bakterija u tlu s filmovima, a time 1 njithovu razgradnju.
Takoder, polifenolni ekstrakt u matriksu filma moze izazvati stvaranje zbijene mikrostrukture
filma $to rezultira usporenim interakcijama i razgradnjom. U konac¢nici takve razlike mogu
dovesti do razli¢itih stopa razgradnje u tlu, ali unato¢ tome svi filmovi na bazi polisaharida s

ekstraktima polifenola su biorazgradivi (Zhu, 2021).
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0. dan 6. dan 12. dan 25. dan 90. dan

CS

CS-a

ALG

ALG-a

ALG-cross

ALG-cross-a

Slika 11. Fotografije filmova prije ukopavanja (0 dan) i iskopanih filmova iz zemlje kroz 90
dana.

CS - kitozan , a — aktivna komponenta (ekstrakt ruZzmarina), ALG- alginat, cross — umrezeni (crosslinkani) sa
CaC|2.
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5. ZAKLJUCCI

1. Aktivni filmovi na bazi kitozana i alginata s vodenim ekstraktom ruzmarina imaju nize
L* vrijednosti te su tamniji u odnosu na kontrolne filmove bez ekstrakta. Takoder,
dodatkom ekstrakta ruzmarina izmjerene su pozitivne b* vrijednosti (crvena nijansa) za
razliku od kontrolnih filmova koji imaju negativne b* (plava nijansa).

2. Polimerni filmovi s dodanim ekstraktom ruzmarina su manje debljine u odnosu na
filmove bez ekstrakta, a alginatni filmovi umreZeni sa Ca?* imaju veéu debljinu od ne
umrezenih.

3. Dodatak ekstrakta ruzmarina smanjio je udio vode i kapacitet bubrenja u kontrolnim
alginatnim i kitozanskim filmovima. UmreZavanjem alginatnih filmova sa Ca?*
kapacitet bubrenja i udio vode filmova se povecao u odnosu na neumrezene kontrolne
filmove.

4. Topljivost filmova se povecala dodatkom ekstrakta ruzmarina i umrezavanjem
alginatnih filmova, a alginatni film sa aktivhom komponentom se potpuno otopio.
Takoder, umrezeni alginatni filmovi sa ekstraktom ruzmarina su bolje topljivi (56,77 +
9,78 %) od onih bez (35,16 + 1,09 %).

5. Aktivni filmovi od kitozana imaju niZe vrijendosti polifenolnih spojeva od alginatnih, a
umrezavanjem alginatnih filmova udio polifenola se povecao.

6. Propusnost filma na vodenu paru smanjila se dodatkom ekstrakta ruzmarina u
kitozanske filmove, dok na alginatne filmove nije imala znacajan utjeca;.
UmreZavanjem alginatnim filmovima propusnost na vodenu paru se povecava.

7. Propusnost na plinove (kisik i ugljikov dioksid) rasla je slijede¢im redoslijedom: ALG
< CS < CS-a < ALG-a. Dodatkom aktivne komponente doslo je do statisticki znacajnog
porasta propusnosti na plinove Sto se pripisuje promjenama u strukturi materijala
dodatkom hidrofilnog ekstrakta ruzmarina.

8. Alginatni filmovi su bolje biorazgradivi od kitozanskih, a dodatak ekstrakta ruzmarina

i umrezavanje sa Ca?* nije znacajno utjecao na biorazgradivost.
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