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1. UVOD

Pakiranje hrane sluzi u svrhu sigurnosti prehrambenih proizvoda te jednostavnog
rukovanja i transporta. Idealno pakiranje sprieCava kemijske kontaminacije i povecava rok
trajanja Sto pruza pogodnost za potroSaCe. Razne su koriStene vrste materijala, ukljuCujuci
plastiku, staklo, metale i papire za pakiranje hrane. Medutim, zbog povecéane svijesti potroSaca
o zdravlju obrade (recikliranja tradicionalnih) i razvoja novih materijala sve je veci znacaj
poznavanja prijenosa (migracije) potencijalno Stetnih sastojaka iz materijala za pakiranje hrane

u hranu (Alamri i sur., 2021).

Problem upotrebe plastike i gomilanja otpada, te zahtjevi kupaca za kvalitetnijim
proizvodima s duZim rokom trajanja, doveli su do interesa za istraZivanje alternativnih
materijala za pakiranje hrane, zbog ¢ega razvoj jestivih flmova dobiva na sve vec¢oj vaznosti.
Filmovi na bazi biopolimera povezani su sa smanjenjem negativnog utjecaja na ekosustav i

konceptom odrzivosti (Beikzadeh i sur., 2020).

Osim velikog ekoloSkog problema koje donosi, velika upotreba plastike moze uzrokovati i
Stetne ucinke na zdravlje potroSaca. Posljednjih se godina u razvijenim zemljama promice
primjena tehnologija recikliranja i biorazgradive ambalaze od prirodnih materijala (Hounsou i
sur., 2022).

Dobro pakiranje potrosau pruza visokokvalitetan, siguran i prikladan prehrambeni
proizvod. Istovremeno smanjuje bacanje hrane i kvarenje tijekom distribucije, takoder rieSava
pitanje okoliSa (Shlush i Davidovich-Pinhas, 2022). Glavni cilj pakiranja je zastita i oCuvanje
hrane od mogucih fizikalnih, kemijskih, mikrobioloskih ili drugih opasnosti koje u konacnici

mogu utjecati na njihovu kvalitetu i sigurnost (Alamri i sur., 2021).

U ovom diplomskom radu, predlozeni su sljedeci ciljevi:

e Priprema jestivih, biorazgradivih filmova na bazi kitozana, guma arabike i Zelatine;

e Priprema jednostavnih i viSekomponentnih filmova;

e Utjecaj dodatka ekstrakta mati¢njaka (Melissa officinalis L.) na svojstva filmova;

e Karakterizacija i usporedba fizikalno-kemijskih, barijernih i antioksidativnih svojstava

pripravljenih filmova.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PAKIRANJE

Glavna uloga pakiranja hrane je zastita proizvoda hrane od vanjskih utjecaja i oStecenja,
te pruZanje potroSacima informacije o sastojcima i hranjivim vrijednostima. Cilj pakiranja hrane
je odrzavati sigurnost hrane i minimalizirati utjecaj na okoliS. Pakiranje hrane moze usporiti
kvarenje proizvoda, zadrzavati blagotvorne ucinke obrade, produziti rok trajanja te odrzati ili

povecati kvalitetu i sigurnost hrane (Marsh i Bugusu, 2007).

Ostale vazne funkcije pakiranja su zadrzavanje upakiranog sadrzaja prakti¢nost, marketing
i komunikacija. Zadrzavanje osigurava da proizvod nije namjerno proliven ili rasprSen. Funkcija
komunikacije sluzi kao poveznica izmedu potroSaca i proizvodaca. Sadrzi obavezne podatke
kao Sto su teZina, izvor, sastojke, nutritivnu vrijednost i mjere opreza koje su propisane

zakonom. Promocija ili marketing proizvoda se postize na mjestu kupnje (Brody i sur., 2008).

U 2020. globalna proizvodnja plastike procijenjena je na 367 milijuna metrickih tona. Oko
40 % plastike proizvedene u svijetu koristi se za pakiranje. Kada se proizvedena plastika koristi
za pakiranje tople hrane, ona moZe uzrokovati Stetne ulinke na zdravlje potrosaca.
Kancerogeni spojevi poput slobodnih radikala mogu migrirati u hranu. Oni mogu ometati ili
utjecati na metabolizam i aktivnost hormona, a s vremenom mogu uzrokovati i razvoj malignih
bolesti, bolesti srca i probleme reproduktivnog sustava. Osim toga, zbog nedostatka
tehnologija recikliranja, ponajviSe u nerazvijenim zemljama, nakupljanje iskoriStenog
plasticnog otpada u prirodi predstavlja jedan od najveéih ekoloskih problema ovog stoljeca
(Hounsou i sur., 2022).

Unato€ ovim sigurnosnim problemima, uporaba plastike u pakiranju hrane nastavila je rasti

zbog niske cijene materijala i funkcionalne prednosti (Marsh i Bugusu, 2007).

2.2. BIOMATERIJALI ZA PAKIRANJE HRANE

Pri odabiru materijala za pakiranje hrane treba uzeti u obzir mnoge Cimbenike, ukljuCujuci
cijenu, kvalitetu proizvoda i njihovu sposobnost da odrze svjezinu proizvoda. Stil i dizajn

pakiranja takoder mogu poboljSati imidz i prihvatljivost proizvoda (Alamri i sur., 2021).

Tehnologija i razvoj trzista doveli su koncepte i dizajn pakiranja do novih dimenzija i
namjena za oznacavanje hrane i preferencije potrosaca. Tako su rjeSenja za pakiranje hrane
postala ¢ak jednako vazna kao i zapakirana roba. Petrokemijska tehnologija dovela je do

razvoja raznolikih vrsta ambalaZe. U zemljama u razvoju plastika je postala problem javnih
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vlasti. Na primjer, u nekoliko africkih zemalja, uklju€ujuci Benin i Ruandu, upotreba ambalaze
koja nije biorazgradiva nedavno je zabranjena. Prije velike uporabe plasticne ambalaze za
hranu, ljudi su za pakiranje Koristili materijale iz okolisa. Mnoge africke, azijske i latinoamericke

zemlje imaju staru tradiciju koriStenja liS¢a za umatanje hrane (Hounsou i sur., 2022).

Biopolimeri se prema nacinu dobivanja dijele u 4 skupine:

1) ekstrahirani iz biomase (npr. Skrob, pektin, kitozan, Zelatina);

2) kemijskom sintezom iz biomaterijala (npr. polilakti¢na kiselina (PLA), biopoliester);

3) nastali kao produkt aktivnosti mikroorganizama (npr. PHA (polihidroksialkanoat));

4) ekstrahirani kemijskom sintezom iz biomaterijala i monomera nafte (npr. poli(butilen

sukcinat) (PBS), bioloska tereftalna kiselina (TPA) (Gruji¢ i sur., 2017).

Prema opc¢oj definiciji, biorazgradiv je onaj materijal, koji se razgraduje uz pomo¢
mikroorganizama (odredene vrste bakterija, gljivica ili algi). Brzina razgradnje ovisi o
temperaturi (50-70 °C), vlaZznosti, broju i vrsti mikroorganizama. Biorazgradivi materijali za
pakiranje moraju imati dovoljnu ¢vrstocu, povecanu otpornost na lomljenje i temperaturne
promjene, povecanu izdrzljivost i dugotrajnost. Biomaterijali imaju veliki potencijal za
buduc¢nost zbog proizvodnje iz odrzivih i obnovljivih izvora kao i mogucnosti biorazgradnje,
¢ime se smanijuje koli€ina otpada. Jednokomponentni biomaterijali Cesto se kombiniraju sa
drugim biopolimerima kako bi osigurali odgovarajuéa barijerna i mehani¢ka svojstva nuzna za
pakiranje prehrambenih proizvoda. (Toki¢ i sur., 2011).

Biorazgradivost je posebno vazna u morskom okoliSu u kojem otpad predstavlja opasnost
za zivot u moru (Gupta i sur., 2022). Sto se ti¢e utjecaja na okoli§, polimeri iz prirodnih izvora
znacajno smanjuju ugljiéni otisak kona¢nog proizvoda, ovisnost industrije o oskudnim
resursima i dovode do nize emisije stakleni¢kih plinova i drugih toksi¢nih spojeva u atmosferu.
Osim toga, procesi proizvodnje polimera na bioloskoj osnovi energetski su i vremenski
uCinkovitiji. SprjeCavanjem nakupljanja otpada smanjuje se emisija stakleni¢kih plinova i

potro$nja energije te usporava globalno zatopljenje (Shlush i Davidovich-Pinhas, 2022).

2.3. JESTIVI MATERIJALI ZA PAKIRANJE HRANE / JESTIVI FILMOVI

Jestivi filmovi i prevlake su tanki slojevi jestivih materijala koji se nanose na hranu
premazivanjem, rasprSivanjem ili potapanjem, ili postavljaju na ili izmedu komponenti hrane.
Njihova glavna uloga je sprijeCiti prijenos (permeaciju) vlage, plinova i aroma, poboljSavati
mehanicku cjelovitost hrane ili olak3ati rukovanje (Kumar i sur., 2022). Takoder sluze kao

nositelji funkcionalnih dodataka kojima se poboljSava nutritivna i organolepticka kvaliteta



proizvoda. U tu svrhu, ponajviSe se koriste prirodni dodaci s antioksidativnim i/ili antimikrobnim
svojstvima. Obogacivanjem prevlaka i filmova aktivnim dodacima omogucuje se kreiranje u
potpunosti novog funkcionalnog proizvoda.

Jestiva pakiranja se proizvode od jestivih polimera, kao $to su proteini, polisaharidi i lipidi,
te prehrambenih aditiva. Potpuno su probavljivi, biorazgradivi i netoksiéni. lako su jestivi filmovi
i premazi koridteni stoljeCima za zastitu prehrambenih proizvoda i produljenje njihovog roka
trajanja, posljednja dva desetlje¢a interes za novitetima i istrazivanjima u ovom podrucju
svrstavaju se na vrh ljestvice znanstvenih prioriteta. Neki od dobro poznatih primjera su npr.
zelatinski filmovi koriSteni za zastitu mesnih proizvoda, ili voStane prevlake na tvrde sireve.
lako se primjenom ove metode pakiranja uspjeSno produzuje rok trajanja proizvoda, Cesto
javljaju pitanja koja se ti€u njihovog ucinka na organolepticka i senzorska svojstva. Danasnji
sve veci zahtjevi potroSaca za kvalitetnom, svjezom i sigurnom hranom, ekoloski prihvatljivim
alternativama za pakiranje dovode do proizvodnje komercijalnih jestivih filmova koji ¢e zadrzati
nutritivne vrijednosti proizvoda, produZiti im rok trajanja, uz minimalne negativne utjecaje na
okoli§ (Shlush i Davidovich-Pinhas, 2022).

Jestivi filmovi rade se od sastojaka koje imaju svojstva stvaranja filma. Tijekom
proizvodnje, filmogeni sastojci se otapaju vodi, alkoholu ili kombinaciji vode i alkohola, nakon
Cega se izlijeva na odgovarajuéu povrsinu te susi pri tono odredenoj temperaturi i relativnoj
vlaznosti. Materijali koji stvaraju film mogu biti hidrofilne ili hidrofobne prirode, a ako bi se
poboljSala njegova funkcionalna svojstva, dodaju se plastifikatori (polioli poput glicerola,
sorbitola itd.), sredstva za umrezavanije i poboljSanje mehanickih svojstava (vlakna, enzimi npr.
transglutaminaza, limunska kiselina itd.), emulgatori za stabilizaciju (soli masnih kiselina,
lecitin), i funkcionalni dodaci za poboljSanje kvalitete, stabilnosti i sigurnosti upakirane hrane
(antioksidansi, antimikrobna sredstva, arome i bojila). Antioksidativni jestivi filmovi mogu
sprijeCiti oksidaciju hrane, razvoj neugodnih mirisa i okusa, kao i nutritivne gubitke.
Antimikrobna sredstva mogu sprijeciti kvarenje od bakterija koje se prenose hranom, kao i

organoleptiCka kvarenja koja rezultiraju proliferacijom mikroorganizama (Hassan i sur., 2018).

2.3.1. Kitozan

Kitozan je prirodan polimer bez alergena, dobiven obradom nusproizvoda hrane, tj.
kitinskih ljuStura rakova (Crustacea). Alternativni izvori kitina, toCnije kitozana, smatraju se
kukci, gljive, kvasac, zelene mikroalge i protozoe (Azeredo i sur., 2010). Zbog svoje
biokompatibilnosti ¢esto se koristi u farmaceutskoj industirji i biomedicini, a u prehrambenoj
industriji uglavnom zbog svojih strukturnih svojstava koja omogucéuju formiranje kontinuiranog

sloja prevlaka na hrani.. Kitozan je strukturno sli¢an celulozi, jedina razlika je da je hidroksilna



skupina na drugom atomu ugljika heks-oza ponovljene jedinice supstituirana uz pomoé
acetamidne skupine (slika 1.). Kitozan je kopolimer dobiven deacetilacijom kitina upotrebom
alkalne otopine koja sadrzi (R-(1-4)-2-acetamido-D-glukozu), a te jedinice kasnije prelaze 80
%. Kitozan je uobi€ajeno definiran u smislu stupnja deacetilacije. Filmovi napravljeni iz vodene
otopine kitozana obi¢no su transparentni, savitljivi, posjeduju dobru barijeru za kisik (O2) i

ugljikov dioksid (COy), i imaju izvrsna antimikrobna svojstva (Hassan i sur., 2018).

Filmovi napravljeni od kitozana prozirni su i fleksibilni, a sa svojim antimikrobnim svojstvima
pridonose sigurnosti i o€uvanju hrane. Kitozan je jedan od naj¢e3c¢e proucavanih biopolimera
u posljednje tri godine kada su u pitanju jestivi filmovi i premazi. Sami kitozanski filmovi imaju
ograni¢enu otpornost na vodu i plinove, Sto znaci da se Cesto kombiniraju s drugim polimerima
ili se ukljuCuju bioaktivni spojevi kako bi se poboljSale te karakteristike. Filmovi od kitozana
takoder pokazuju dobru biorazgradivost, 5to ih &ini pogodnima za upotrebu u odrZivim

ambalaznim rjeSenjima, uz smanjenje utjecaja na okoli§ nakon koriStenja (Martins i sur., 2024).

Filmovi od kitozana obogaéeni ekstraktom maqui bobica pokazali su znacajna
antioksidativna i antibakterijska svojstva. UcCinkovitost ovih filmova bila je koncentracijski
ovisna, s vecim inhibicijskim zonama kod vece koncentracije ekstrakta (Genskowsky i sur.,
2015).

Kitozan je svestran materijal s brojnim korisnim svojstvima koja se mogu dodatno
prilagoditi kroz razli€ite procese proizvodnje i dodavanje bioaktivnih spojeva, $to omogucuje
izradu filmova s ciljanom primjenom. Metode suSenja mogu utjecati na boju, prozirnost i
kristalnost filmova, pri ¢emu se razliCite metode suSenja koriste za postizanje razli€itih
svojstava. Kitozanski filmovi pruzaju dobru barijeru protiv kisika (Oz) i, u manjoj mjeri, protiv
vodene pare. Ova svojstva su klju¢na za o€uvanje svjezine hrane. Medutim, barijerna svojstva
mogu varirati ovisno o metodi suSenja i dodacima, kao $to je prikazano u studiji (Thakhiew i
sur., 2013).
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Slika 1. Kemijska struktura kitozana (Hassan i sur., 2018)

Filmovi se uglavnom proizvode izlijevanjem iz otopina, pri ¢emu se kitozan u prahu
otapa u kiselom mediju s pH niZim od 4,6, poput vodene otopine octene, limunske ili mlijeéne
kiseline. Dobivena otopina se izljeva na odabrane podloge, najcesée staklene Petrijeve

zdjelice, i susi se tijekom to¢no odredenog vremenskog perioda. Nakon susenja, filmovi se
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odvajaju od podloge i koriste za produzenje trajnosti razli¢itih namirnica, uklju¢ujuéi voée,

povrée, meso i mesne preradevine, kao i ribu i riblje proizvode (Priyadarshi i Rhim, 2020).

Glavna prepreka industrijskoj proizvodniji filmova i previaka od kitozana je ta $to iako
kitozan moze proizvesti savrSene filmove metodom lijevanja otopine, ne moze se mijesati u
industrijskim ekstruderima. Stovide, hidrofilnost kitozana &ini ga nekompatibilnim s ve¢inom

sintetic¢kih polimera (Giannakas i sur., 2019).
Primjeri primjene kitozanskih filmova (Priyadarshi i Rhim, 2020):

¢ Antimikrobni filmovi - filmovi obogaceni antimikrobnim dodacima, poput eteri¢nih ulja ili
metalnih nanomaterijala (npr. srebro, cinkov oksid), kako bi se poboljSala inhibicija rasta
patogenih mikroorganizama. Ovi filmovi se Cesto koriste za produzenje roka trajanja
svjezih proizvoda poput mesa, ribe i povréa.

¢ Jestive prevlake: Kitozanski filmovi se mogu koristiti kao jestive previake za vocée i povrée
kako bi se smanjio gubitak vlage i usporila oksidacija, $to pomaze u oCuvanju svjezZine i
kvalitete proizvoda tijekom skladistenja.

e Kombinacija (eng. blend) s drugim polimerima: npr. 8krob ili celuloza, za izradu filmova
koji imaju poboljsana mehanicka svojstva i otpornost na vlagu, sto ih €ini pogodnima za
primjenu u pakiranju razli¢itih prehrambenih proizvoda.

o Filmovi s nanomaterijalima: dodatak nanomaterijala poput nanoceluloze ili nanoglina
moze dodatno poboljSati mehanicka i barijerna svojstva kitozana, €ineci jos uc€inkovitijim

za pakiranje hrane.

2.3.2. Zelatina

Filmovi formirani koriStenjem izvora Zelatine kao primarnog biopolimera pozeljniji su za
proizvodnju jer su jeftini i lako dostupni. Filmovi proizvedeni od Zelatine pokazuju dobru
prozirnost te mehanicka i barijerna svojstva. Zelatina nastaje hidrolizom fibroznog hidrofobnog
proteina. Aminokiseline su prisutne u dobro definiranom rasporedu u Zelatini (slika 2.).
Znacajke Zelatine su visoki udjel aminokiselina glicina, prolina i hidroksi-prolina, dok je u
Zelatini takoder prisutna mjeSavina jednostrukih i dvostrukih razmotanih lanaca koji imaju
hidrofiina svojstva. U procesu geliranja lanci prolaze kroz konformacijsku tranziciju
odmotavanja i nastoje ponovno zadobiti oblik trostruke spirale kolagena (Hassan i sur., 2018).

Zelatina, biopolimer dobiven iz kolagena, nasiroko se koristi u prehrambenoj industriji zbog
svojih izvrsnih funkcionalnih svojstava. Medutim, njena primjena u ambalazi za hranu je
ograniCena zbog osjetljivosti na vlagu, Sto moze uzrokovati otapanje, bubrenje ili raspadanje
folija kada su izlozene vodi. Kako bi se prevladali ti nedostaci, u folije od Zelatine se dodaju

razliiti prirodni i sintetiCki materijali kako bi se poboljSala njihova mehanicka i termalna
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stabilnost, elasti¢nost, fleksibilnost te svojstva barijere protiv kisika i svjetlosti. lako folije na
bazi Zelatine pokazuju veliki potencijal, potrebna su daljnja istrazivanja i razvoj kako bi se ove

folije uspjeSno implementirale u industrijskoj ambalazi za hranu (Luo i sur., 2022).
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Slika 2. Kemijska struktura Zelatine (Hassan i sur., 2018)

Primjeri dodataka kako bi se poboljSala svojstva Zelatinskih filmova (Luo i sur., 2022):

o Prirodni polimeri — riboza, kako bi se postigle Maillardove reakcije $to povecava zastitu od
UV zraCenja i poboljSava boju folija, i kitin — kombiniran sa Zelatinom radi poboljSanja
mehanicke ¢vrstole i svojstava barijere.

e Enzimi — mikrobna transglutaminaza (MTGase) za povecanje mehaniCke C&vrstoce i
otpornosti na oksidaciju.

e Proteini iz jaja i mlijeka - poboljSana struktura gela i mehanicka svojstva filma.

e Biljni fenolni spojevi — tanin, radi poboljSanja antioksidativnih svojstava, i antocijani za
povecanje mehanicke ¢vrstoce i barijernih svojstava filma.

¢ Nanomaterijali - nanoCestice srebra s titan-dioksidom (TiO.-Ag NPs), koje povecavaju
otpornost na vlagu i poboljSavaju antioksidativna svojstva filma.

o FEteriCna ulja i druge biljne esencije - esencijalno ulje dumbira, timijana, zbog svojih
antimikrobnih i antioksidativnih svojstava, $to produzuje rok trajnosti hrane i poboljSava
barijerna svojstva filma.

e Soli i drugi kemijski agensi - fosfati, kao $to je natrijev trimetafosfat (STMP), koji se koriste

se za poboljSanje mehanickih svojstava i stabilnosti emulzija.
Intenzivna su istrazivanja i razvoj materijala za aktivno pakiranje hrane:

e Zelatinski filmovi dobiveni iz koZe sku$e obogaceni ekstraktom lista smokve (Ficus carica
L.) - poboljSana via¢na &vrstoc¢a, rastezljivost, smanjena topljivost i propusnost vodene
pare, kao i povecana antioksidativna i antibakterijska aktivnost; koriste se za pakiranje
hrane koja je osjetljiva na UV zraCenje i oksidaciju, poput proizvoda bogatih mastima
(Fauzan i sur., 2023).

e Zelatinski filmovi obogaéeni ekstraktom zelenog &aja (Green Tea Extract, GTE) -

poboljSana vlacna &vrstoca i smanjena propusnost vodene pare, to ih ¢ini pogodnima za



pakiranje hrane koja zahtijeva zastitu od vlage i oksidacije; ekstrakt zelenog €aja takoder
pruza antioksidativna svojstva, pomazuci u o€uvanju svjezine hrane (Wu i sur., 2013).

e Zelatinski filmovi obogaéeni ekstraktom Lepidium sativum - za pakiranje prehrambenih
proizvoda koji zahtijevaju zastitu od mikrobioloSke kontaminacije; dodavanjem ovog
ekstrakta poboljSava se antimikrobna otpornost filma (Salem i sur., 2021).

e Zelatinski filmovi obogaéeni pektinom i eteriénim uljem limunske trave - za pakiranje mesa
kako bi se produzio rok trajanja i o€uvala kvaliteta mesa; antimikrobna svojstva koja mogu
smanijiti rast bakterija na povrsini mesa (Azizah i sur., 2023).

e Zelatinski filmovi obogaceni ekstraktom Ginkgo biloba - za pakiranje hrane koja treba
dodatnu zastitu od oksidacije i mikrobioloSke kontaminacije; ekstrakt Ginkgo biloba
poboljSava antioksidativna i antimikrobna svojstva filmova, ¢ime se produzuje svjezina
upakirane hrane (Hu i sur., 2019).

e Zelatinski filmovi obogaéeni ekstraktom grozdanih sjemenki i eteriénim uljem lavande -
koriste se za pakiranje proizvoda koji zahtijevaju dodatnu zastitu od UV zraéenja i
oksidacije (Jamréz i sur., 2018).

e Zelatinski filmovi obogaceni ekstraktom Centella asiatica - pogodni za pakiranje hrane koja

je osjetljiva na oksidaciju, poput masnih proizvoda (Suderman i sur., 2019).

Generalno, aktivni i inteligentni filmovi na bazi Zelatine obogaceni su prirodnim ekstraktima,
esencijalnim uljima i nanomaterijalima kako bi se poboljSale njihove funkcionalnosti, kao $to
su otpornost na UV zracenje, propusnost vodene pare, i sposobnost blokiranja svjetlosti.
Zelatina animalnog podrijetla pokazala je bolja mehanitka svojstva i svojstva barijere prema
svjetlosti u usporedbi s Zelatinom ribljeg podrijetla. KoriStenje Zelatinskih filmova moze
znacajno doprinijeti smanjenju upotrebe tradicionalnih plasti¢nih materijala iz petrokemijskih
izvora, ¢ime se smanjuje utjecaj na okoli§ i promovira odrZivost u industriji pakiranja hrane
(Said i Sarbon, 2022).

2.3.3. Guma arabika

Guma arabika (Slika 3.) je prirodni polisaharidni polimer dobiven uglavnom iz stabala
Acacia Senegal i Acacia Seyal. Zbog svojih svojstava emulgiranja, stabiliziranja, vezivanja i
produljenja roka trajanja, guma arabika je postala popularna u prehrambenoj industriji kao
jestiva prevlaka koji se koristi za o€uvanje svjezine voc¢a i povréa. Ova prevlaka se pokazala
vrlo uéinkovita u odrzavanju kvalitete proizvoda i produZenju njihovog vijeka trajanja nakon

Zetve. Razli¢ite kombinacije gume arabike i dodataka koriste se za poboljSanje ucinkovitosti



jestivih filmova u o€uvanju svjeZine, kvalitete i sigurnosti voc¢a i povréa tijekom skladistenja
(Tiamiyu i sur., 2023).

Primjeri takvih jestivih filmova su:

e Guma arabika s 3 % kalcijevim kloridom - koristi se za smanjenje proizvodnje etilena u
mangu produzujuéi njegov rok trajanja tijekom skladidtenja na niskim temperaturama,
smanjen gubitak tezine i poboljSana ¢vrstoc¢a ploda (Khaliq i sur., 2016).

e Guma arabika s kitozanom - filmovi na bazi 10 % gume arabike i 1 % kitozana koriSteni su
za odgodu promjene boje i oCuvanje ¢vrstoce banana tijekom hladnog skladistenja, ova
kombinacija stvara barijeru koja ograni¢ava prodor kisika i uglji€nog dioksida, usporavajuci
proces zrenja i kvarenja (Magbool i sur., 2011).

e Guma arabika s esencijalnim uljima - timijan i ruzmarinza kontrolu gljivicne trulezi kod §ljiva,
filmovi izradeni od ove kombinacije pokazali su zna€ajno smanjenje propadanja plodova i
oCuvanje njihove kvalitete tijekom skladisStenja (Andrade i sur., 2017).

¢ Nano-formulacija na bazi gume arabike (GA)- 1,5 % GA koriStena je za oCuvanje Cvrstoce
i boje rajcice tijekom skladidtenja, sposobnost zadrzavanja titrabilne kiselosti i smanjenja
respiratorne stope plodova (Paladugu i sur., 2017).

e Guma arabika s ekstraktom moringe - kombinacija 10 % GA i 10 % ekstrakta moringe
koriStena je za premazivanje guave, $to je rezultiralo o€uvanjem ukupne antioksidativne
aktivnosti i manjim gubitkom teZine tijekom skladistenja (El-Gioushy i sur., 2022).

e Guma arabika u kombinaciji s drugim komponentama poput natamicina takoder doprinosi
razvoju jestivin premaza s antibakterijskim svojstvima koji su sigurni za ljudsku potrosnju i
pokazalo da viSekomponentni jestivi filmovi koji sadrze gumu arabiku, natrijev alginat,
glicerol i natamicin mogu ucinkovito poboljSati oCuvanje hrane, posebno slatkih krumpira,
tijekom skladistenja (Yuan i sur., 2022).

¢ GA u kombinaciji s biljnim ekstraktima, poput ekstrakta galangala, stvara bio-kompozitne
flmove s dodatnim antioksidativnim i antibakterijskim svojstvima. Ucinkovitost u
produzenju vijeka trajanja prehrambenih proizvoda, kao $to su gljive Agaricus bisporus,

smanjujuci promjene u boji i Evrstodi tijekom skladistenja (Gomaa i sur., 2022).

Guma arabika se koristi u prehrambenoj industriji zbog svojih odli¢nih emulgirajucih,
stabilizirajucih, zguSnjavajucih i otapajucih svojstava. U novijim istrazivanjima, guma arabika
je koristena kao dio visekomponentnih jestivih filmova zajedno s drugim supstancama, poput
natamicina i glicerola. Ovi filmovi, koji uklju€uju gumu arabiku, pokazali su znacajna
poboljSanja u mehanickim svojstvima, barijernim karakteristikama i termalnoj stabilnosti. Guma

arabika poboljSava disperziju i stabilnost aktivnih sastojaka, poput esencijalnih ulja i prirodnih



antimikrobnih agensa, ¢ime doprinosi boljoj u€inkovitosti u o€uvanju kvalitete i produljenju roka
trajanja proizvoda i time znaCajno smanijiti gubitke uzrokovane mikrobnim kvarenjem i

fizioloSkim promjenama tijekom skladiStenja hrane (Yuan i sur., 2022).
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Slika 3. Kemijska struktura guma arabice (BYJU, 2024.)

2.3.4. Plastifikatori

Plastifikatori se dodaju kako bi povecali fleksibilnost i elasti¢nost filmova i prevlaka te kako
bi poboljsali njihovu mehani¢ku &vrstoéu i otpornost na lomljenje. Djeluju tako da smanjuju
molekulske sile izmedu polimernih lanaca, ¢ime se povecava njihova pokretljivost i dolazi do
povecanja fleksibilnosti i izdrzljivosti materijala. Primjerice, u filmu bez plastifikatora
deformacija na granici elasti¢nosti iznosi 30,5 %, dok sa dodatkom plastifikatora ta vrijednost
iznosi > 80 % (Fama i sur., 2005).

Uobic¢ajeni plastifikatori koji se koriste su glicerin (glicerol) i sorbitol. Oni su popularni zbog
svojih svojstava omekSavanja i kompatibilnosti s mnogim biopolimerima, a karakterizira ih
nehlapljivost i topljivost u vodi (Prateepchanachai i sur., 2019).

Dodavanje plastifikatora moze znacajno utjecati na svojstva materijala, uklju€ujuci debljinu,
sadrzaj vlage i sposobnost upijanja vlage. Na primjer, u istrazivanju Aguirre - Joya i sur. (2018),
filmovi od kitozana s dodatkom glicerina pokazali su pove¢anu debljinu i sadrzaj vlage.
Plastifikatori takoder utjeCu na mehani¢ka svojstva, kao $to su elongacija i elasti¢nost.
Kitozanski filmovi s plastifikatorima pokazali su razli¢ite stupnjeve mehanickih svojstava ovisno
o koncentraciji i vrsti plastifikatora (glicerol u koncentracijama od 10 % do 30 % - m/m u odnosu
na kitozan; polisorbat 80 u koncentracijama od 0,5 % do 1,5 % - V/V u otopini; sorbitol se
koristi u koncentracijama od 20 % do 40 % - m/m; propilen glikol u rasponu od 5 % do 15 % -
m/m). Plastifikatori su klju¢ni u razvoju jestivih filmova i prevlaka koji moraju zadovoljavati
specificne zahtjeve fleksibilnosti i izdrZljivosti za primjenu na hranu koja je izrazito
kompleksnog sastava i oblika. Njihova pravilna upotreba omogucuje stvaranje materijala koji

su ne samo funkcionalni ve¢ i sigurni za kontakt s hranom (Aguirre - Joya i sur., 2018).
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Prema Prateepchanachai i sur. (2019) dodatkom plastifikatora glicerola dolazi do
naruSavanja intra- i medumolekularnih interakcija izmedu lanaca kitozana i sprje€avanje
nastajanja vodikovih veza susjednih lanaca kitozana. Na taj naCin nastaje viSe vodikovih veza
izmedu molekula glicerola i glukozaminskih jedinica kitozana. Porastom koncentracije
plastifikatora u jestivim filmovima raste vrijednost deformacije na granici elasti¢nosti i vla¢na

¢vrsto¢a (Wan i sur., 2006).

2.4. JESTIVI FILMOVI S BIOAKTIVNIM DODACIMA

S ciliem smanjenja upotrebe kemijskih dodataka u prehrambenoj industriji, u posljednje
vrijeme poraslo je zanimanje za koriStenjem prirodnih dodataka hrane s antimikrobnim i
antioksidativnim karakteristikama koje nemaju negativan ucinak na ljudsko zdravlje. Etericna
ulja ekstrahirana iz biljaka i za€ina pokazuju antimikrobno i antioksidativno djelovanje, §to ih
¢ini interesantnim dodacima u prehrambenoj industriji. Buduc¢i da su lipofilne prirode, smatra
se da pokazuju aktivnost smanjenja propusnosti vodene pare hidrofilnih filmova/prevlaka, tako
da imaju veliki u€inak na strukturne karakteristike filma i pruzanje antimikrobnog i
antioksidativnog djelovanja, pojacavajuci funkcionalnost filmova u zastiti hrane od kvarenja
(Hassan i sur., 2018).

Aktivhom, odnosno interaktivnom ambalaZzom, nazivaju se one ambalaZe koje ulaze u
aktivnu interakciju s upakiranim proizvodom. Aktivni jestivi filmovi i prevlake mogu imati dva
razli¢ita mehanizma djelovanja: jedan ukljuCuje oslobadanje sastojaka na prehrambeni
proizvod, kao Sto su antioksidansi i antimikrobna sredstva, dok drugi mehanizam ukljuéuje

uklanjanje nezeljenih spojeva iz pakiranja, poput Oz i CO; (Ribeiro i sur., 2021).

Uporaba prirodnih aktivnih spojeva, poput biljnih ekstrakata, izazvala je sve ve¢u pozornost
prehrambenih znanstvenika zbog Stetnih u€inaka sintetskih aditiva na sigurnost hrane i ljudsko
zdravlje (Tayebi i sur., 2024).

Filmovi se nazivaju funkcionalnima kada se bioaktivni spojevi inkorporiraju u jestivi film,
pod uvjetom da jedna ili viSe bioaktivnih komponenti jestivih filmova pozitivno djeluju na ljudsko
zdravlje. Prednosti ugradnje aktivnih sastojaka u film, u usporedbi s njihovim izravnim
dodavanjem u namirnice, ukljuéuju: potrebu za manjom koli¢inom aktivnih spojeva,
usmjeravanje aktivnosti na povrsinu hrane, produljeni u€inak antioksidansa zbog kontrolirane
migracije iz filma u matricu hrane, te smanjenje potrebe za dodatnim koracima u obradi hrane
(Sanches-Silva i sur., 2014).
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2.4.1. Melissa officinalis L. (mati¢njak) kao izvor bioaktivnih sastojaka

Melissa officinalis, poznata i kao mati¢njak ili melisa, pripada obitelji metvice, Lamiaceae.
Poznato je da ima nekoliko farmakoloskih aktivnosti, ukljuCuju¢i antidijabeti¢ka,
antidepresivna, anksioliticka i antitumorska svojstva. Uprava za hranu i lijekove (FDA) priznala
je mati¢njak kao sigurnog (GRAS) i on se koristi u prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji. Ova
aromati¢na biljka pokazuje antibakterijsko, antifungalno i antioksidativho djelovanje. Svoja
aktivna svojstva maticnjak pripisuje fenolnim kiselinama i flavonoidima, stoga se smatra

potencijalnom prirodnom djelatnom tvari za pakiranje hrane (Tayebi i sur., 2024).

Melissa officinalis L. je viSegodiSnja zeljasta biljka koja Zivi najmanje tri godine. Visoka je
oko 1 metar, s mekim, dlakavim listovima dugim od 2 do 8 cm i srcolikog oblika. Povrsina lista
je hrapava i s dubokim zilama. Rub lista je CeSljast ili nazubljen. Ljeti proizvodi bijele ili blijedo
ruziCaste cvjetove u malim grozdovima od 4-12. Naziv mati¢njak pripisuje zbog svoje arome i
mirisa poput limuna. Raste do 1800 m nadmorske visine po Sumskim €istinama, grmlju, makiji,
rubovima potoka, pustinjama i cestama (Bagdat i Cogge, 2006). Tradicionalno su se Koristili
samo nadzemni dijelovi biljke, a manje se paZnje posvecivalo korijenu. Vazno je napomenuti
da su pripravci Melisse officinalis uglavhom u obliku €aja i infuze kako bi se sprijecilo
raspadanje i o€uvali aktivni sastojci, posebno komponente etericnog ulja (Shakeri i sur. 2016).

Kemijska istrazivanja sastava Melisse officinalis pokazala su da uglavhom sadrzi
flavonoide, terpenoide, fenolne kiseline, tanine i eteriCno ulje. Glavni aktivni sastojci su hlapljivi
spojevi (geranija, neral, citronelal), triterpeni (ursolna kiselina i oleanolna kiselina), fenolni
spojevi (ruzmarinska kiselina, kofeinska kiselina i protokatehuinska kiselina) i flavonoidi
(kvercetin, luteolin). Bogata je bioloSki aktivnim tvarima, stoga ekstrakti istiCu specificna
svojstva (slika 4.) (Petrisor i sur., 2022).

B-Kariofilen Farmakoloski uéinci

Nerol Citronelal
Geranijal / Antiproliferativni
a-Kopajen Oleanoiéna kiselina Citotoksiéni
@ Betulinska kiselina Antioksidativni
/ Ursoli¢na kiselina

Triterpeni Antiangiogeni

w - ) -
= Antidepresivni
L — Neuroprotektivni
Fenolne kiseline Antidijabeticki
Kafeicna kiselina
Klorogenska kiselina . o Kardioprotektivni
p-Kumarinska kiselina
Ferulinska kiselina Antibakterijski
Flavonoidi Rozmarinska kiselina Antimikrobni
Apigenin .
Kvercetin . .
Antif |
Cinarozid ntifungalni
Izokvercitrin Rutin Protuupalni

GABA-T inhibitor

Slika 4. Sastav Melissa officinalis i njeni farmakoloSki u€inci (prema Petrisor i sur., 2022).
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Melissa officinalis ima karakteristiCan miris zbog eteri€nog ulja koje sadrzi. Udio
etericnog ulja varira izmedu 0,01-0,25 %. U kemijskom sastavu etericnog ulja glavne
komponente su citronelal (2-40 %) i citral (10-30 %) (Hazman i sur., 2023).

Hidroetanolni ekstrakti iz biljaka kao $to je Melissa officinalis L. mogu istaloZiti svoje

sastojke kada se ugrade u polimernu otopinu (Rechia i sur., 2010).

Maticnjak se tradicionalno koristio zbog svojih svojstava jatanja pamcenja, ali danas
se viSe koristi kao sedativ ili sredstvo za smirenje. Ekstrakt Melisse officinalis je vrijedan u
lije€enju blage do umjerene Alzheimerove bolesti i ima pozitivan u€inak na agitaciju kod takvih
pacijenata (Bagdat i Cosge, 2006). Dokazalo se da mati¢njak ima inhibicijski u¢inak na razliCite
stanice raka, ukljuCujuci stanice raka dojke, u in vivo i in vitro pokusima (Bitgen i sur., 2022).
Smatra se kardioprotektivnom biljkom. Brojni su i neuroprotektivni u€inci, naziva se biljkom za
psihozu i antidepresiju (Shakeri i sur., 2016). Aktivni spojevi iz mati¢njaka mogu se zabiljeziti i
sustavno potvrditi za jaCanje imunoloSkog sustava. RazliCite kombinacije i brojna ljekovita
svojstva njezina ekstrakta, ulja i liSCa zahtijevaju dalja i veca istrazivanja o drugim korisnim i

nepoznatim svojstvima ove viSenamjenske biljke (Abdellatif i sur., 2023).

Takoder je dokazano kako skupina u kojoj je primijenjena Melissa officinalis pozitivho
djelovala na antioksidacijski sustav i smanjila ukupni oksidacijski sustav. UoCen je i uéinak

Melisse officinalis na snizavanje kolesterola (Hazman i sur., 2023).

Sto se tige funkcionalnih svojstava na realni prehrambeni proizvod, nano vlakna s
Melissom officinalis pokazala su zadovoljavaju¢u antioksidacijsku i antifungalnu aktivnost i

mogla su oCuvati kvalitetu gljiva bolje od drugih uzoraka (Tayebi i sur., 2024).

2.5. BARIJERNA SVOJSTVA MATERIJALA

Barijerna svojstva su temeljna za efikasnost jestivih filmova i prevlaka u primjenama
pakiranja hrane, gdje je cilj usporiti kvarenje hrane i produljiti njezin rok trajanja, Cuvajuci pritom
njenu svjezinu i kvalitetu. Pakiranje hrane ukljuCuje poznavanje propusnosti materijala na
vodenu paru, plinove (ponajvise O2 i CO»), tvari arome i masti. Ovisno o materijalima i sastavu,
neki filmovi mogu biti bolji u sprjeCavanju prolaska CO2, $to moze biti korisno u pakiranju
proizvoda poput svjezeg voca i povréa koji proizvode CO; tijekom respiracije. Filmovi i previake
mogu djelovati i kao barijera na plinove, $to je posebno bitno kod pakiranja u modificiranoj
atmosferi gdje smanjujuci dostupnost kisika unutar pakovine posljedi¢no rezultira smanjenom

proizvodnjom CO; (Senturk Parreidt i sur., 2018).

Kisik ima dvostruku ulogu kada je u pitanju Cuvanje hrane. Moze biti koristan, ali i Stetan,

ovisno o vrsti namirnice i uvjetima Cuvanja. Mnogo je degradacijskih procesa u hrani za koje
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je odgovoran kisik kod namirnica kao $to su meso i riba, masnoce i ulja, preradene namirnice
i grickalice. Kontrola izloZenosti kisiku klju¢na je za oCuvanje kvalitete i produljenje roka trajanja
hrane, bilo kroz primjenu tehnologija pakiranja koje smanjuju koli€inu kisika ili kroz primjenu
jestivin premaza koji sluze kao barijere protiv kisika. Materijali koji se koriste za izradu jestivih
filmova i prevlaka mogu imati znatna barijerna svojstva koja pomazu u smanjenju propusnosti
kisika i time &tite hranu od oksidacije i kvarenja. Barijerna svojstva se takoder mijenjaju ovisno
o uvjetima okoline, kao Sto su temperatura i relativna vlaznost. Visoka temperatura i relativha
vlaznost mogu smanijiti efikasnost barijere protiv kisika jer vlaznost omeksava film, €ineéi ga
vise propusnim. S druge strane, niska temperatura i relativna viaznost mogu povecati

efikasnost ovih barijera (Bonilla i sur., 2012).

Nadalje, uloga prevlaka i jestivih filmova je minimizirati prijenos vlage iz hrane u okoli$ i
obrnuto. Mnogi faktori utje€u na propusnost na vodenu paru kao $to su debljina filma, udio
slobodne vode, vlaznost i sastav komponenti filma. Prilikom mjerenja propusnosti materijala
na vodenu paru, mjeri se porast mase uzorka s vremenom. Hidrofilniji materijali generalno
imaju veéu propusnost za vodenu paru zbog svoje sposobnosti da privlae i veZu vodene
molekule. Vecéa debljina flma moze pruziti veéi otpor protoku vodene pare, dok filmovi s
nejednolikom strukturom ili ve¢im porama mogu dopustiti laksi prijenos vodene pare (Gutierrez
i sur., 2015). Jestive filmove karakterizira loSija propusnost na vodenu paru od
konvencionalnih, plasticnih materijala. Ovisno od kojeg biopolimera su filmovi napravljeni
vrijednosti propusnosti na vodenu paru jako osciliraju, te se stoga ovo svojstvo mora odrediti

za svaki tip polimera kao i ovisno o zahtjevima proizvoda na koji ¢e se nanijeti.

2.6. FIZIKALNO - KEMIJSKA SVOJSTVA MATERIJALA

2.6.1. Debljina filma

Poznavanje debljine materijala u pakiranju je kljuéno jer debljina utje¢e na propusnost
plinova i vodene pare kroz materijal, Sto direktno utjeCe na oc€uvanje kvalitete i trajnosti
zapakiranih proizvoda. Deblji materijali obi¢no pruzaju bolju barijeru protiv kisika i vlage, €ime
se smanjuje rizik od oksidacije, kvarenja ili promjene okusa proizvoda. U kontekstu
prehrambenih proizvoda, adekvatna debljina materijala osigurava duzi rok trajanja i oCuvanje
svjezine, Sto je vazno za odrzavanje sigurnosti i kvalitete hrane tijekom skladiStenja i transporta
(Zabihzadeh Khajavi i sur., 2020).

Debljina jestivih filmova ovisi o koncentraciji polimera i koli€ini izlivene filmogene otopine,

a s obzirom na primjenu obi¢no je manja od 0,3 mm. S povecéanjem debljine filma dolazi do
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smanjenja brzine difuzije. Osim toga, debljina filma moze utjecati na izgled i okus proizvoda.
Ako se jestiva zastitna prevlaka koristi zajedno s proizvodom, potrebno ga je nanijeti u
minimalnoj koli€ini kako ne bi nepovoljno utjecao na izvorni okus proizvoda (Pavlath i Orts,
2009).

2.6.2. Topljivost i udio vode

U kontekstu jestivih filmova, topljivost je vazna jer utje€e na otpornost na vlagu i mehani¢ku
stabilnost filmova i tako je povezana s moguéim primjenama jestivih filmova. To je mjera
hidrofilnosti filma koja pokazuje kako se film ponasa u doticaju s vodom. Nekada je pozeljno
da film bude topljiv u vodi, dok bi u nekim slu€ajevima to kvarilo njegovu kvalitetu. Svojstva
filmova trebaju biti pazljivo razmotrena kako bi se osiguralo da njihova topivost odgovara
specificnim zahtjevima njihove primjene. Kod pakiranja hrane, topljivost materijala moze
utjecati na barijerna svojstva, kao $to su propusnost na vodu i plinove, te na stabilnost i zastitu

proizvoda unutar pakiranja (Sutharsan i sur., 2022).

Udio vode predstavlja sadrzaj vlage u materijalima poput filmova. Razumijevanje i kontrola
sadrzaja vlage su kljuéni za optimizaciju njihove upotrebe u aplikaciama kao Sto su
prehrambeni proizvodi i ambalaza. Hidrofobnost, odnosno hidrofilnost, odreduje udio vode u
filmu. Film i aktivna komponenta smatraju se kompatibilnima ako su istog karaktera, npr.
hidrofobni su. Kontrola sadrzaja vode je klju¢na jer moze utjecati na Cvrstocu i fleksibilnost
filmova, a time i na njihovu ucinkovitost kao barijernog materijala za pakiranje hrane. Na
primjer, povec¢ani udio vode moze omeksati film, dok smanjeni udio vode moze povecati

njegovu krhkost i propusnost za plinove (Gdkkaya Erdem i sur., 2021).

2.7. ZAKONSKA REGULATIVA O MATERIJALIMA ZA PAKIRANJE HRANE

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 uklju€ujuci i pluto te tekstil. Uredbom (EZ) br. 450/2009,
aktivni materijali i predmeti se smatraju onima Cija je namjena povecati trajnost, odrzavati ili
poboljSavati uvjete zapakirane hrane. Ovi materijali sadrze komponente koje oslobadaju ili
apsorbiraju tvari u ili iz upakiranog proizvoda ili okoline koja okruzuje hranu. Inteligentni
materijali i predmeti su definirani kao oni koji registriraju uvjete u pakovanju ili okolini koja
okruzuje hranu. Oni pruzZaju informacije o stanju hrane bez da izravno mijenjaju njen sastav ili

organoleptiCka svojstva.
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Pravilnik o ambalazi i otpadnoj ambalazi (NN 88/2015) govori kako smanijiti problem
gomilanja otpada. Pravilnik postavlja sljedeée ciljeve recikliranja za kalendarsku godinu:
odvojeno sakupiti i oporaviti materijalno ili energetski minimalno 60 % ukupne mase otpadne
ambalaze, reciklirati najmanje 55 % do najviSe 80 % ukupne mase otpadne ambalaze
namijenjene materijalnoj oporabi, postiCi minimalne stope recikliranja za pojedine vrste
materijala: 60 % mase za staklo, 60 % mase za papir i karton, 50 % mase za metale, 22,5 %
mase za plastiku, racunajuci isklju€ivo materijal koji je recikliran natrag u plastiku, i 15 % mase
za drvo. Povratna naknada u Pravilniku je detaljno opisana i primjenjuje se kao sustav
gospodarenja jednokratnom ambalazom i djeluje kao stimulativha mjera za poticanje odvajanja

otpadne ambalaZe od ostalog otpada.

Propisi o ambalazi hrane znacajno se razlikuju medu razli€itim regijama Sirom svijeta,
odrazavajuci razli€ite prioritete i pristupe zdravlju, sigurnosti i utjecajima na okoli$ (Jeya i sur.,
2020).

U Europskoj uniji, a samim time u Republici Hrvatskoj, svi prehrambeni proizvodi na trzistu
moraju biti u skladu s Uredbom (EZ) br. 178/2002 Europskog parlamenta i Vije¢a kojom su

definirana opc¢a nacela i uvjeti zakona o hrani.

Prema Uredbi (EZ) br. 1935/2004, svi materijali i predmeti koji dolaze u dodir s hranom
trebaju ispunjavati Cetiri osnovna zahtjeva: ne smiju ugrozavati zdravlje ljudi, ne smiju mijenjati
sastav hrane na neprihvatljiv nacin, ne smiju mijenjati okus, miris ili teksturu hrane, moraju biti
proizvedene u skladu s dobrom proizvodackom praksom (DPP). Ova uredba osigurava da

materijali budu odobreni za ambalazu hrane samo ako ne predstavljaju rizik za ljudsko zdravlje.

Uredba (EU) br. 1331/2008 o prehrambenim aditivima i Pravilnik o prehrambenim aditivima
(NN 62/2010), zahvaljujuéi prehrambenim aditivima koji se dodaju u aktivno pakiranje, tretiraju
jestive filmove kao integralni dio hrane koja se konzumira. U regulativama poput onih u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, svi sastojci koji se koriste za izradu jestivih filmova moraju

biti priznati kao sigurni (GRAS status) prema regulativama Uprave za hranu i lijekove (FDA).
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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), zelatina (ribljeg podrijetla, Louis Francois, Croissy
Beaubourg, Francuska) i guma arabika (Enologica vason s.p.a., San Pietro in Carino, Italija).
Kao dodatci koristeni su biljni glicerin u ulozi plastifikatora (minimalne Cisto¢e 99,5 %, E422,
Dekorativna toCka d.o.o, Hrvatska) te mati¢njak (Melissa officinalis L.) koji sluzi kao izvor
bioaktivnih sastojaka. KoriStena otapala su: destilirana voda za Zelatinu i gumu arabiku, i
vodena otopina octene kiseline (1 % (m/V) iz ledene octene kiseline, J.T. Baker, Schwerte,
Njemacka) za kitozan. Magnezijev nitrat (Mg(NOs)., Sigma - Aldrich, SAD) koristen je za
pripremu zasi¢ene otopine za odrzavanje relativne vlaznosti atmosfere u eksikatoru od 53 %
RH.

Mati¢njak je nabavljen u obliku susenih listica (100 % list mati¢njaka (Melissa officinalis),
Suban, Samobor, Hrvatska). Vodeni ekstrakt pripremlijen je metodom zelene ekstrakcije

potpomognute mikrovalovima (MAE) (Milestone Start S, Milestone™ Srl, Sorisole, Italija).

3.2. PRIPREMA JESTIVIH FILMOVA

Otopina kitozana (CS) dobivena je otapanjem 2,5 g kitozana u 1 % (V/V) vodenoj otopini
octene kiseline kako bi se dobila 2,5 % (m/V) otopina za formiranje filma. Otopina kitozana
mijeSala se na ultra turexu i magnetskoj mjesalici kako bi se polimer u potpunosti otopio.
Otopina zelatine (GEL) dobivena je otapanjem 10 g praha Zelatine u destiliranoj vodi kako bi
se dobila 10 % (m/V) otopina za formiranje filma koja se zagrijava uz mijeSanje na 60 °C
tijekom 20 minuta kako bi doslo do denaturacije lanca. Otopina guma arabike (GA) dobivena
je otapanjem 10 g guma arabike u destiliranoj vodi kako bi se dobila 10 % (m/V) otopina za
formiranje filma. Otopina guma arabike mijeSala se na homogenizatoru (IKA Ultra turax T18) i
magnetskoj mjesalici radi dispergiranja polimera. Za pripremu otopine mjeSavine kitozana i
guma arabike (CS — GA) pripremi se odvojeno 2 % (m/V) otopina kitozana i 10 % (m/V) otopina
guma arabike. Potom se otopine mijeSaju i ostave na magnetskoj mjesalici (1200 rpm) 30
minuta. Za pripremu otopine mjeSavine kitozana i zelatine (CS - GEL) pripremi se odvojeno 2

% (m/V) otopina kitozana i 1 % (m/V) otopina Zelatine. Aktivni filmovi od kitozana, kitozana i
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guma arabice, te kitozana i Zelatine pripremljeni su dodatkom vodenog ekstrakta maticnjaka
kao aktivne tvari. Za izradu takvih filmova koristilo se 10 ml odredenog otapala (vodena otopina
octene kiseline/destilirana voda) te se dodalo 10 ml vodenog ekstrakta mati¢njaka (E). Ostatak
postupka je isti kao i kod filmova od kitozana, kitozana i guma arabice, kitozana i Zelatine bez

dodatka vodenog ekstrakta maticnjaka.

Potom se otopine mijeSaju i ostave na magnetskoj mjesalici (1200 rpm) 30 minuta. U sve
otopine dodan je glicerol, koji je imao funkciju plastifikatora. U otopinu kitozana i otopinu
Zelatine je dodan u koli€¢ini od 20 % (m/pdm (suha tvar polimera), u otopinu guma arabice 10
% (m/pdm), u kombinaciju kitozana i Zelatine 20 % (m/pdm), a u kombinaciju kitozana i gume
arabike 10 % (m/pdm). To¢no odredena koli¢ina pripremljene otopine se izlije u Petrijeve
zdjelice (odredenih dimenzija); i to tako da se kitozan izlijeva u staklene Petrijeve zdjelice, a
Zelatina, guma arabika, kombinacija kitozan/Zelatina i kombinacija kitozan/guma arabika u
plasticne Petrijeve zdjelice. SuSenje se provodilo 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 su
odlijepljeni sa Petrijevih zdjelica i €uvani su u eksikatoru, koji je bio napunjen Mg(NOs)2, kako
bi relativna vlaznost bila RH 53 % i pri 23 £ 2 °C.

3.3. METODE KARAKTERIZACIJE FILMOVA

3.3.1. Debljina 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 pet razliCita mjesta, a rezultat je prikazan kao srednja

vrijednost sa standardnom devijacijom (um).

3.3.2. Odredivanje boje filma

Boja filma odredena je uz pomo¢ kolorimetra (Konica Minolta Spectrophotometer
CM3500d, Langenhagen, Njemacka), koji radi na principu CIE L*a*b* prostornog modela. CIE
L*a*b* je trodimenzionalni prostor boja temeljen na objektivnom vrjednovanju boja i najblizi je

vizualnoj percepciji. Tri su parametra koja definiraju boju: L*, a*i b*. Vrijednost L* predstavlja
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svjetlinu boje, odnosno raspon 0 (crna) - 100 (bijela). Vrijednost a* predstavlja raspon boja
crveno - zeleno, dok se b* odnosi na raspon boja zuto - plavo. Uredaj se kalibrira i uzorak se
stavlja ispod otvora. Mjerenje se provodi na 10 razli¢itih mjesta na svakom filmu, a rezultati su

izraZeni kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

L=100
Bijela

Nijansa <

Slika 5. Prikaz CIELAB dijagrama (Ly i sur., 2020)

Kolorimetrijska razlika (AE) pokazuje odstupanje reprodukcije od originala, a rauna se
kao srednja vrijednost razlika izmedu L, a i b vrijednosti standarda (referentna vrijednost) i

vrijednosti izmjerene na uzorku, prema sljede¢oj jednadzbi [1]:

AE =+VAL> +Aa? +Ab2 [1]
sa AL=L0—L1,Aa=a0—a1,Ab=bo—b1

gdje su:

Lo, ao, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje;

L4, a1, b1- vrijednosti ispitivanoga uzorka boje (Ly i sur., 2020).

3.3.3. Mijerenje transparentnosti filmova

Mijerenje transparentnosti se provelo na UV/VIS spektrometru (Perkin - EImer Lambda 25,
SAD), mjerenjem apsorbancije uzoraka pri valnoj duljini od 600 nm. Uz pomo¢ vrijednosti

apsorbancije se izrauna transparentnost filma prema slijedec¢oj jednadzbi [2]:

T = Abjﬁoo [2]

gdje su:
T — transparentnost;
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Abssoo — apsorbancija pri 600 nm;

I - debljina filma (mm).

3.3.4. Odredivanje topljivosti i udjela vode u filmovima

Topljivost filmova definira se sadrzajem suhe tvari otopljene u destiliranoj vodi, nakon
uranjanja od 24 h. Nakon $to se osuSe na 105 °C, filmove odredenih dimenzija (2 x 2 cm),
potrebno je odvagati na analitickoj vagi zbog odredivanja po€etnog udjela suhe tvari (W).
Izvagani filmovi ostave se u 30 mL destilirane vode pri 23 + 1 °C, tijekom 24 h. Zatim se filmovi
ponovno suse u susSioniku na 105 °C do konstantne mase. Hlade se i vazu kako bi odredili

masu suhe tvari neotopljene u vodi (W).
Topljivost filma raCuna se prema sljedecoj jednadzbi [3]:
FS (%) = ==L 100 [3]
gdje je:
FS — topljivost filma (%),
W, — pocCetni sadrzaj suhe tvari (g),

W: — masa suhe tvari neotopljene u vodi (g).

Za svaki uzorak provedena su 3 mjerenja, a udio vode odreden je razlikom mase nakon

susenja (W) i pocetnog sadrzaja suhe tvari (W).

3.3.5. Mijerenje pH vrijednosti otopina polimera

pH vrijednost odreduje se uz pomo¢ uredaja pH metra Five GO (Mettler Toledo, Greifensee,
Svicarska). Nakon pripremljenih otopina filmova, 3 puta se izmjeri pH vrijednost za svaki
uzorak i uzima se srednja vrijednost dobivenih rezultata. Za mjerenje su koriStene svjeze

pripremljene otopine, te su provedena po 3 ispitivanja po uzorku.
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3.3.6. Mijerenje propusnosti plinova kroz biopolimerni film

Provedeno je mjerenje propusnosti filmova manometrijskom metodoma na uredaju
Brugger, GDP - C (Brugger Feinmechanik GmbH, Munich, Njemacka). Filmovi su postavljeni
na za to predvideno mjesto u uredaju, izmedu gornjeg i donjeg dijela permeacijske celije.
Vakuum pumpa evakuira zrak iz volumena permeacijske celije, a potom se mjerni plin (O ili
CO-) pod tlakom od 5 bara i protokom od 80 mL/min propusta s jedne strane ispitivanog uzorka
filma. Zbog prisutnosti razlike tlakova, plin difundira kroz ispitivani uzorak (film), te se na
racunalu biljeZi postepeni porast tlaka. Rezultati su prikazani kao vrijednost permeacije (cm®
m=2d ™" bar™"), a koeficijent propusnosti O, (O,TR) i koeficijent propusnosti CO, (CO.TR)
(izrazen ucm®*m™" dan™" Pa™), izraunati su kao aritmeticki produkt permeacije i debljine filma,

prema sljedeéim jednadzbama [4] i [5]:
O:TR =q x d [4]

COTR=q x d[5]

gdje je:
q - permeacija (cm* m?2d™" bar”);

d - debljina filma (um).

3.3.7. Mijerenje propusnosti vodene pare kroz biopolimerni film

Propusnost filmova na vodenu paru odredena je gravimetrijskom metodom prema ASTM
E96 - 80 standardu (1980), koja je prilagodena za jestive materijale (Debeaufort i sur., 1993).
Uzorci se prije mjerenja €uvaju u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima vlage (53 % RH). Uzorci
filmova izrezu se u obliku kruga (promjera 41 mm) te se mjerna ¢aSica napuni s 20 mL
destilirane vode. Na otvor ¢asSice nanosi se vakuumska mast na koju se postavi teflonski prsten
te potom uzorak koji se zatim ucvrsti drugim teflonskim prstenom i poklopcem (slika 6.).
Tijekom rukovanja uzorcima potrebno je koristiti zastitne rukavice. Za svaki uzorak mjerenje je
ponovljeno 9 puta.

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

u odnosu na vrijeme u stacionarnom stanju, koristeci sljedec¢u jednadzbu [6]:
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Am

WVP =
At*A* Ap

* x [6]
gdje je:

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

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

s —
R

TefonskKi prsten  ————————3

Film ——

\
]

Teflonski prsten — 5

Staklena ¢aSica —————

Destilirana voda ———————

Slika 6. Casica sa sastavnim elementima za mjerenje propusnosti materijala na

vodenu paru (Kurek, 2012)

Uzorci (slika 7.) se pohranjuju u klima komori (Memmert HPP110, Memmert, Njemacka)
pri 23 °C i relativnoj vlaznosti od 30 %. Uzorci se vazu na analitickoj vagi (KERN ABS320-4N,
KERN&SOHN GmbH, Balingen, Njemacka) do relativhog ustaljenja promjene u gubitku mase.

3.3.8. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje ukupnih fenola provodi se s Folin — Ciocalteu reagensom koji je smjesa
fosfowolframove i fosfomolbidenske kiseline. Ova metoda funkcionira na principu
kolorimetrijske reakcije u kojoj fenoli reduciraju FC reagens, stvarajuci plavo obojenje koje je
proporcionalno koncentraciji fenola te se mjeri pri 765 nm. Za provodenje analize, u staklene
epruvete dodaje se po 200 uL FC reagensa, 2 mL deionizirane vode i 20 uL otopine otopljenih
filmova. Nakon 3 minute, dodaje se 1 mL zasi¢ene otopine Na,COs te je uzorke potrebno
promijeSati na vorteksu. Uzorci se termostatiraju u vodenoj kupelji na 50 °C tijekom 30 minuta,
a nakon kupelji mjeri se apsorbancija na 765 nm. Slijepa proba priprema se na isti nacin kao i

uzorci, s tom razlikom da umjesto ekstrakta sadrZi jednaku koli¢inu otapala za ekstrakciju,
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destilirane vode, te sluZi kao kontrola. Uz pomoc¢ krivulje baZdarnog pravca izraCunava se udio

ukupnih fenola.

3.3.9. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

metodom

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda koristi se za procjenu antioksidativne aktivnosti
spojeva na temelju hvatanja slobodnih radikala. Uzorci su stavljeni u staklene epruvete i
uronjeni u 0,004 % otopinu DPPH na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta, bez pristupa
svjetlosti. Reakcijom antioksidansa s DPPH radikalima nastaju stabilne molekule, $to dovodi
do promjene boje iz tamnoljubiCaste u blijedoZutu. Intenzitet ljubi¢aste boje DPPH otopine
obrnuto je proporcionalan antioksidativnoj aktivnosti uzoraka. Inicijalna proba sadrzavala je
samo otopinu DPPH. Nakon 30 minuta, apsorbancija je izmjerena na 517 nm. Postotak

inhibicije izraunava se prema sljede¢em izrazu [7]:

% inhibicije = === x 100 % [7]
gdje su:
Ak - apsorbanca kontrole;

Ay — apsorbanca uzorka.

3.3.10. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

FRAP metoda temelji se na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ). Pri tome nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin s

apsorpcijskim maksimumom pri 593 nm (Shortle i sur., 2014).

Metoda pripada grupi koja se temelji na prijenosu elektrona, pri ¢emu antioksidansi ne
samo da doniraju elektrone slobodnim radikalima, ve¢ i metalima te karbonilnim spojevima.
Reakcija je popracena smanjenjem intenziteta obojenja, koje je u izravnoj proporcionalnosti s
koncentracijom antioksidansa. Odvija se u kiselom mediju pri pH 3,6, ¢ime se osigurava dobra
topivost Zeljeza i niZi ionizacijski potencijal, $to omogucuje prijenos elektrona, dok istovremeno

povecava redoks potencijal, dodatno poti¢uci reakciju prijenosa elektrona. Reakcije prijenosa
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elektrona odvijaju se relativno brzo, obi¢no u trajanju od 4 do 6 minuta, pa se njome ucinkovito
opisuju antioksidacijski kapaciteti fenolnih spojeva koji brzo ulaze u reakciju. To je metoda koja

ne zahtijeva posebnu opremu, brza je i povoljna (Benzie i Strain, 1996).

U staklene epruvete se postupno dodaje 300 uL ekstrakta (ili uzorka filma pripremljenog
prema 3.3.8.) i 2250 uL FRAP reagensa, zatim se smjesa dobro promijeSa i termostatira 10
minuta u vodenoj kupelji na temperaturi od 37 °C. Nakon toga, mjeri se apsorbancija na 593
nm. Potrebno je pripremiti i slijepu probu koja sadrzi sve komponente osim uzorka; umjesto
uzorka dodaje se otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran. Uzorke je potrebno razrijediti tako da
apsorbancije u razrijedenim ekstraktima budu u rasponu od 0,1 do 0,9, ukoliko izmjerene

apsorbancije prelaze vrijednost 1,0. Rezultat se izraZzava u obliku bazdarnog pravca.

3.4. OBRADA PODATAKA

Statisticka analiza podataka provedena je analizom varijance (ANOVA) pomocu 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 kitozana, gume arabike i
Zelatine, kompozitni filmovi koji su dobiveni mijeSanjem kitozana i gume arabike, kitozana i
Zelatine, bez dodatka i s dodatkom ekstrakta matiCnjaka koji sluzi ako izvor bioaktivnih
sastojaka. Odredivani su fizikalno — kemijski filmogenih otopina (pH, viskoznost) i filmova
(debljina) i barijerni (plinovi i vodena para) i opti¢ki (boja, transparentnost) parametri, kao i udio
ukupnh fenola i antioksidacijska aktivnost filmova kako bi se spoznale karakteristike
pripremljenih filmova te mogucénost daljnje primjene za pakiranje prehrambenih proizvoda.

Dobiveni rezultati su prikazani tabli¢no i graficki.

4.1. BOJAFILMOVA I TRANSPARENTNOST

Boja filmova predstavlja veliku ulogu za potroSace kako bi prihvatili hranu koja se pakira.
U tablici 1. prikazani su dobiveni parametri boje (L*, a*, b*), ukupna razlika u obojenosti (AE) i

njihova transparentnost (Teoo).

Tablica 1. Parametri boje (L*, a*, b*, AE) i transparentnost (Teo0o) u razli€itim uzorcima filmova

Uzorak L* a* b* AE Teo0
CS-Cs 89,77 £ 0,46° | -0,60+0,35° | 3,35+1,53° | 0,00+0,00° | 1,09 +0,11%°
CS-CSE | 72,66+291° | 0,37 +£0,28® | 13,80+ 1,87° | 20,06 + 3,45° | 2,00 + 0,20°
CS-GA | 89,88+0,84° | -0,16+0,94° | 1,48 +3,66° | 3,49+2,36° |1,67+0,17%*
CS-GAE | 69,79+3,92° | 2,90 +1,66% | 20,44 +4,95% | 26,44 £+ 6,29 | 2,10 £ 0,217
CS-GEL | 90,46 +0,46% | -0,51+0,14° | 0,21 +1,59° | 3,31 +1,65° | 0,68 +0,07°
CS-GELE | 74,90+0,69° | 0,11+0,39° | 14,41 +0,63" | 21,06 + 0,91° | 1,35+ 0,13%*

CS - CS - filmovi od kitozana; CS — CS E — filmovi od kitozana s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis;
CS - GA - filmovi od kitozana i guma arabice; CS — GA E — filmovi od kitozana i guma arabice s
dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; CS — GEL — filmovi od kitozana i Zelatine; CS — GEL E - filmovi
od kitozana i Zelatine s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis.

Razli¢iti eksponenti (°~°) unutar stupca ukazuju na statistiCki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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Svi filmovi su, promatrani golim okom, bili prozirni i bez vidljivih nepravilnosti na
povrSini. Povecéanje L* vrijednosti oznaCava svijetliju boju, a njegovo smanjenje oznacava
tamnjenje boje. Iz instrumentalnih mjerenja (tablica 1.) vidljivo je da se vrijednost L*, koja
oznacCava svjetlinu uzorka, krece izmedu 70 i 90, 8to pokazuje da su svi uzorci svijetli, s
najviSim vrijednostima za najsvjetlije filmove CS — CS, CS — GA i CS — GEL, izmedu kojih
nema statistiCki znacajne razlike. Dodatkom ekstrakta Melissa officinalis svjetlina filma,
odnosno vrijednost L*, se znacajno smanijila jer je otopina ekstrakta mati¢njaka vidno tamnije
boje. Vrijednosti parametra a* su negativne kod filmova bez ekstrakta, Sto upucuje na
prisutnost zelenog spektra, dok se zna¢ajno povecéavaju u pozitivne vrijednsoti kod uzoraka s
dodatkom ekstrakta ukazuju¢i na promjenu boje filma. Vrijednosti parametra b* su pozitivhe u
svim uzorcima, $to ukazuje na prisutnost Zute boje Sto je uskladu s literaturom gdje je
potvrdeno da filmovi od kitozana pokazuju Zuti ton (Pirsa i sur., 2020). Vrijednosti parametra
b* se znacajno povecavaju dodatkom ekstrakta, ukazujuc¢i na Zuto-smedi ton boje aktivnih
filmova. Kao i kod parametra svjetline, ovo se pripisuje prisutstvu ekstrakta mati¢njaka koji je

tamnije boje.

Parametar AE predstavlja ukupnu razliku u obojanosti i izmjeren je u odnosu na
referentni uzorak CS — CS film. Kako bi se procijenile uo¢ene razlike u boji za promatraca,
vrijednosti AE izmedu dva ambalazna materijala mogu se klasificirati u nekoliko kategorija: 0
< AE < 1 neprimjetno; 1 < AE < 2 primjetno za iskusnog promatraca; 2 < AE < 3,5 primjetno i
za neiskusnog promatraca; 3,5 < AE < 5 znacajno primjetno; AE > 5 sugerira da se radi o dvije
potpuno razli¢ite boje (Hawthorne i sur., 2020). U ovom radu, vrijednosti AE u rasponu su od
3 do 26, Sto ukazuje da su svi filmovi bili razli¢ite boje uocljive golim okom. Najvecu AE
vrijednost ima CS — GA E film. Nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu uzoraka CS - GAi CS

— GEL, kao ni izmedu uzoraka CS — CS E i CS — GEL E nema statisticki znacajne razlike.

Transparentnost omogucuje potrosagima vizualan pregled sadrZaja te njegovu procjenu.
Upravo zato se smatra vrijednom znacajkom za potroSace (Eldesouky i sur., 2015). Ambalazni
materijal mora zadovoljavati niske vrijednosti transparentnosti koje ukazuju na nisku
propusnost filma na svjetlost. Na taj nacin sprjeCavaju se nezeljene reakcije fotooksidacije i
refleksije, odnosno vece odbijanje svjetlosti. Vrijednost Tsoo definira se i kao neprozirnost koja
je omjer izmedu apsorbancije na 600 nm i debljine uzorka u mm. Visoke vrijednosti
transparentnosti dokazuju da uzorak ima nisku transparentnost, $to u ovom istrazivanju nije
slugaj (Hermawan i sur., 2019). Sto je manja vrijednost transparentnosti, uzorak je
transparentniji. Najtransparentniji je film od kitozana i Zelatine vrijednosti Teo0 0,68, dok je
najmanje transparentan CS-GA E. Iz navedenog je vidljiva korelacija izmedu AE i Teoo, gdje je
primjerice uo¢ena najveca razlika za CS-GA E uzorak koji je ujedno i najmanje transparentan

ali i najtamniji.
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4.2. DEBLJINA FILMOVA | PROPUSNOST FILMOVA NA VODENU PARU

Debljina filma vazna je kako za njegovu primjenu, tako i za barijerna i mehanicka svojstva
materijala. Propusnost plinova na vodenu paru predstavlja barijerno svojstvo filma. Prijenos
vlage izmedu prehrambenog proizvoda i atmosfere potrebno je svesti na minimum kako ne bi
utjecao na smanjenje kvalitete zapakiranog proizvoda. Upravo zbog toga potrebno je paziti da
propusnost vodene pare bude niska. Smatra se da proces prijenosa vodene pare ovisi 0 broju
polarnih (-OH) skupina unutar polimera, te da se odvija kroz hidrofilni dio filma (Bourbon i sur.,
2011).

U tablici 2. prikazani su rezultati mjerenja debljine, propusnost na vodenu paru (WVP) i

brzina prijenosa vodene pare (WVTR).

Tablica 2. Debljina filmova, propusnost na vodenu paru (WVP) i brzina prijenosa vodene pare
(WVTR)

Uzorak Debljina filma (um) | VVP (9)’( T;_1§'1 Pa’) WVTR (190?'1 s7)
CS-CS 69,50 + 20,02° 2,02 +0,31° 9,24 + 0,99°
CS-CSE 73,00 + 17,22 147 + 1,08° 10,20 + 1,057
CS-GA 70,60 + 17,87° 2,20 +0,13° 6,98 + 0,50°
CS-GAE 112,75 + 10,24° 3,47 + 0,05° 6,79 + 0,10°
CS - GEL 120,50 + 31,71° 4,01 +0,42° 7,32 +0,78°
CS-GELE 107,50 + 10,71 3,70 + 0,09° 7,58 + 0,20°

CS - CS - filmovi od kitozana; CS — CS E — filmovi od kitozana s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis;
CS - GA - filmovi od kitozana i guma arabice; CS — GA E — filmovi od kitozana i guma arabice s
dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; CS — GEL — filmovi od kitozana i Zelatine; CS — GEL E - filmovi
od kitozana i Zelatine s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis.

Razli¢iti eksponenti (°~°) unutar stupca ukazuju na statistiCki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Prema rezultatima, najtanji su filmovi CS - CS te CS - GA, koji se statisticki zna€ajno
razlikuju od debljih filmova. CS — CS E i CS — GA se medusobno statistic¢ki ne razlikuju, ali se
razlikuju od ostalih uzoraka. Takoder, do povecanja debljine dolazi i dodatkom ekstrakta, $to
ukazuje na razli¢ito pakiranje polimernih lanaca u kristalnoj redetki polimera i poveéanje

slobodnog prostora (volumena) u kombiniranim (slozenim) formulacijama. Dodavanje
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ekstrakta Melissa officinalis (E) uglavnom povec¢ava debljinu filmova, osobito u kombinacijama
s gumom arabikom i zelatinom. Najdebilji filmovi su CS — GA E te CS - GEL, koji se statisti¢ki
znacajno razlikuju od tanjih filmova poput CS - CS te CS - GA. Ove razlike mogu utjecati na

propusnost materijala.

Sposobnost filma da sprijeci prolazak vodene pare kroz njega je kljuéna, jer visok stupanj
propusnosti moze dovesti do smanjenja roka trajanja hrane zbog vece izloZenosti vlazi i
moguceg rasta mikroorganizama. Kitozansko-zZelatinski kompozitni filmovi obi¢no imaju bolja
svojstva barijere na vodenu paru nego filmovi od Cistog kitozana. To je rezultat formiranja
gustih mreZa u kompozitnim filmovima koje smanjuju difuziju molekula vode. Intermolekularna
vezivanja, kao Sto su vodikove i elektrostatske veze izmedu kitozana i Zelatine, doprinose
smanjenju slobodnog volumena i gustoéi strukture, $to dodatno snizava stopu propusnosti
vode kroz film. Dodavanje razli€itih funkcionalnih materijala, poput nanomaterijala, moze
dodatno poboljSati svojstva barijere na vodenu paru, smanjuju¢i apsorpciju vlage i

poboljSavajuéi ukupne karakteristike filma za o€uvanje hrane (Wang i sur., 2021).

Dodatak nano-silike znacajno je smanjio propusnost filma na vodenu paru (WVP). Ovo
smanjenje se pripisuje ja¢anju medumolekularnih interakcija unutar trodimenzionalne mreze
kompozitnog polimera, $to stvara jaCe veze i povecava stabilnost filma u vlaznim uvjetima.
Smanjena propusnost na vodenu paru povecava ucinkovitost filma kao barijere protiv viage,
¢ime se moZze produziti rok trajanja hrane ili drugih proizvoda pakiranih u ove biokompozitne
materijale (Xia i sur., 2022). Nema statistiCki znacajnih razlika u propusnosti na vodenu paru i
brzini prijenosa vodene pare medu analiziranim uzorcima. Rezultati su sli¢nog reda veli¢ine u

usporedbi sa znanstvenom literaturom (Wang i sur., 2021; Xia i sur., 2022).

4.3. UDIO VODE, UDIO SUHE TVARI, TOPLJIVOST | BUBRENJE FILMOVA
U VODI

U tablici 3. prikazan je udio vode, udio suhe tvari, postotak bubrenja (SW) i topljivost (FW)
pripremljenih filmova. Udio vode najviSi je u filmovima od kitozana, dok se u slozenim
formulacijama smanjuje. Dodatkom ekstrakta dolazi do poviSenja udjela vode kod kitozana,
vjerojatno zbog hidrofiine prirode ekstrakta, no kod drugih formulacija nije zabiljeZzena
statistiCki znaCajna razlika. Otpornost jestivih flmova na vlagu smatra se iznimno vaznim
svojstvom za njegovu uporabu. Da bi se poboljSala otpornost na vodu i integritet proizvoda,
netopljivost filma je svakako poZeljna karakteristika (Aguirre-Loredo i sur., 2015). Zbog svojih

hidrofobnih svojstava, filmovi na bazi kitozana manje su topivi od filmova na bazi Zelatine.
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Dodatak plastifikatora takoder utjeCe na topljivost i bubrenje filmova. Plastifikatori smanjuju
broj interakcija izmedu polimera. Filmu se tada povecava topljivost jer on posjeduje vise
slobodnih hidroksilnih skupina za interakciju s molekulama vode i stvara viSe slobodnog
prostora za absorpciju vode. Zbog interakcija izmedu kitozana i Zelatine, poput vodikovih veza
i elektrostatskih sila, topljivost kompozita se smanjila (Pereda i sur., 2011). Iz rezultata vidimo
da vecu topljivost pokazuju filmovi s dodanim ekstraktom Melissa officinalis u usporedbi s
filmovima bez dodataka. Filmovi od Zelatine su se skroz otopili, no dodatkom ekstrakta dolazi
do promjene u strukturi filma te su filmovi postojaniji u vodenom mediju. Ovo ukazuje na utjeca;j
sastojaka iz ekstrakta (polifenoli) na umrezavanje polimernih lanaca Zzelatine (eng.
crosslinking), ¢ime se postize stabilnija struktura filma. Uzorak kitozanskog filma s dodatkom
ekstrakta mati€njaka pokazuje znacajno veci udio vode i najmanji postotak bubrenja, Sto

sugerira slabiju strukturu u usporedbi s ostalim filmovima.

Svi filmovi su pokazali visok kapacitet bubrenja. Zahvaljujuci prisutnosti hidrofilnih skupina
koje lako stupe u interakciju s vodom, bubrenje predstavlja zadrzavanje vode u matriksu filma.
Sa svojom hidrofilnom prirodom, glicerol takoder utjeCe na bubrenje filma. Uzorci CS-GEL, te

CS-GEL E pokazuju najveci postotak bubrenja te upijanja viSe vode.

Tablica 3. Udio vode, udio suhe tvari, postotak bubrenja (SW) i topljivost (FW) pripremljenih

filmova
Uzorak Udiz%\/)ode Udio S(tl/?)e tvari SW (%) FW (%)
CS-CS 19,76 + 0,70° 80,24 + 0,70° 687,13 +£ 217,98% 34,89 + 0,84
CS-CSE | 2451+243° 75,49 £ 2,43° 466,24 + 144,22° 37,80 + 3,37°
CS-GA 15,66 £ 0,19° 84,34 + 0,19° 595,57 + 92,20%° 33,12 £ 4,157
CS-GAE | 14,22 £ 0,59° 85,78 + 0,59° 1032,79 + 186,97 36,69 + 5,83
CS-GEL | 13,19+0,28° 86,81 + 0,28° / /
CS-GELE | 14,26 £ 1,10° 85,74 + 1,10° 1038,85 + 15,67 39,63 + 0,572

CS - CS - filmovi od kitozana; CS — CS E — filmovi od kitozana s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis;
CS - GA - filmovi od kitozana i guma arabice; CS — GA E — filmovi od kitozana i guma arabice s
dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; CS — GEL — filmovi od kitozana i Zelatine; CS — GEL E - filmovi
od kitozana i Zelatine s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis.

Razli¢iti eksponenti (°~°) unutar stupca ukazuju na statistiCki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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4.4. pHOTOPINA BIOPOLIMERA

Izmjerene pH vrijednosti dane su na slici 9. Najnize pH vrijednosti izmjerene su kod otpine
kitozana, Sto je i za oCekivati bududi je kao otapalo koristena 1 % (V/V) vodena otopina octene
kiseline jer je kitozan s svojim pKa 4.6 topljiv isklju¢ivo u blago kiselom mediju. Dodatkom
ekstrakta Melissa officinalis pH vrijednosti otopine kitozana su porasle. Takoder, dodatkom
gume arabike ili Zelatine, u slozenim formulacijama dolazi do poveéanja pH vrijednsti
filmogenih otopina. Sli€no kao i kod kitozana, dodatkom ekstrakta dolazi do povisenja i pH

sloZenih filmogenih otopina.

Uz pomoc¢ pH procjenjujemo topljivost polimera pri pripremi filmogenih otopina.
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Slika 9. pH vrijednosti otopina biopolimera

CS - CS - otopina biopolimera od kitozana; CS — CS E — otopina biopolimera od kitozana s dodatkom
ekstrakta Melissa officinalis; CS — GA — otopina biopolimera od kitozana i guma arabice; CS — GAE —
otopina biopolimera od kitozana i guma arabice s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; CS — GEL —
otopina biopolimera od kitozana i Zzelatine; CS — GEL E — otopina biopolimera od kitozana i Zelatine s
ekstraktom Melissa officinalis; CS E — otopina kitozana s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; GA E
— otopina guma arabice s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; GEL E — otopina Zelatine s dodatkom
ekstrakta Melissa officinalis.

Razli¢iti eksponenti (2~ °) unutar grafa ukazuju na statisticki zna€ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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4.5. PROPUSNOST FILMOVA NA PLINOVE (021 CO3)

Rezultati mjerenja propusnosti filmova na O, i CO2 dani su na slikama 10 i 11. Vrlo je vazno
kontrolirati propusnost na plinove kod biomaterijala jer to svojstvo utjeCe na trajnost hrane
(Benbettaieb i sur., 2014). Plastifikatori imaju utjecaj i na propusnost kisika na nacin da stvaraju
viSe slobodnog prostora kroz koji kisik moZze prolaziti. Zbog rasporeda polimernih lanaca i svoje

strukture, filmovi od kitozana trebaju imati nizu propusnost na kisik (Kurek i sur., 2018).
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Slika 10. Koeficijent propusnosti materijala na kisik (O2TR)

CS - CS - filmovi od kitozana; CS — CS E — filmovi od kitozana s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis;
CS - GA - filmovi od kitozana i guma arabice; CS — GA E — filmovi od kitozana i guma arabice s
dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; CS — GEL — filmovi od kitozana i Zelatine; CS — GEL E — filmovi
od kitozana i Zelatine s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; nm — nije izmjereno.

Razli¢iti eksponenti (2~ °) unutar grafa ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

S dodatkom antioksidansa doslo je do znac¢ajnog porasta kod koeficijenta propusnosti na
kisik i ugljikov dioksid, kod svih filmova. Mjerenje propusnosti kod CS — GA filma nije bilo
moguce izmjeriti. Zahvaljujuéi slabim mehani¢kim svojstvima od razlike u tlaku tijekom analize
CS — GA film bi se raspao. Najvecu vrijednost propusnosti na oba ispitivana plina ima CS —
GA E zbog strukturnih promjena u samom materijalu. Najniza propusnost na kisik (O.TR)
zabiljezena je kod filmova CS — CS i CS — GEL, a najnizu propusnost na ugljikov dioksid
(CO2TR) imao je CS — CS film. Vrijednosti propusnosti na CO; znacajno su nize za CS — CS,
CS - CS E i CS — GAE film od propusnosti na O,. Suprotno tome, propusnost na CO; visa je
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od propusnosti na O, za CS — GEL i CS — GEL E filmove. Razlog je Sto Zelatina ima vrlo nisku
propusnost za kisik, €ineci je iznimno efikasnom u o€uvanju proizvoda koji su osjetljivi na
oksidaciju (Tyuftin i sur., 2021). Ove razlike u propusnosti sugeriraju da sastav i dodaci u
filmovima znacajno utjeu na njihova barijerna svojstva, $to je vazno pri odabiru materijala za

specifi¢ne potrebe pakiranja.
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Slika 11. Koeficijent propusnosti materijala na ugljikov dioksid (CO2TR)

CS - CS - filmovi od kitozana; CS — CS E — filmovi od kitozana s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis;
CS - GA - filmovi od kitozana i guma arabice; CS — GA E — filmovi od kitozana i guma arabice s
dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; CS — GEL — filmovi od kitozana i Zelatine; CS — GEL E — filmovi
od kitozana i Zelatine s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; nm — nije izmjereno.

Razli¢iti eksponenti (2~ °) unutar grafa ukazuju na statisticki zna€ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

4.6. UDIO UKUPNIH POLIFENOLA U FILMOVIMA

Dobiveni rezultati mjerenja ukupnih fenola prikazani su u tablici 4. Udio ukupnih fenola
usko je povezan s antioksidacijskim kapacitetom (Baji¢ i sur., 2019). NajniZzu vrijednost
polifenola ima film CS — GA, koji se statisticki razlikuje od svih drugih, i sugerira da kombinacija
s gumom arabikom ne doprinosi znacajno povec¢anju ukupnog udjela polifenola. Dodatkom
ekstrakta Melissa officinalis filmovi imaju povecan udio polifenola, posebno u kombinaciji sa

Zelatinom (CS — GEL E), gdje je ucinak na sadrzaj polifenola najizrazeniji. Aktivha komponenta
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se dodavala u filmovima CS — CS E, CS — GAE i CS — GEL E pa je oCekivano da su njihove
vrijednosti ukupnih fenola vece od filmova bez dodatka prirodnih antioksidansa. Statisticke
razlike medu uzorcima oznalene su eksponentima, pri ¢emu CS — GEL E ima najviSu
koncentraciju polifenola, a CS — GA najnizu. Filmovi CS - CS,CS-CSE,CS-GAE i CS -
GEL nemaiju statistic¢ki znacajnu razliku. Ovi rezultati ukazuju da izbor sastojaka u formulaciji
filma znac€ajno utjeCe na sadrzaj bioaktivnih spojeva kao $to su polifenoli, $to moze imati vazan

utjecaj na antioksidativna svojstva filmova.

Tablica 4. Ukupni udio polifenola u uzorcima filmova

Uzorak mg TCP / g filma
CS-CS 2,53 + 0,87
CS-CSE 3,27 £ 0,22%
CS-GA 1,30 £ 0,30°
CS-GAE 2,27 + 0,19
CS - GEL 2,24 + 0,082
CS-GELE 4,15+ 1,912

CS - CS - filmovi od kitozana; CS — CS E — filmovi od kitozana s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis;
CS - GA - filmovi od kitozana i guma arabice; CS — GA E — filmovi od kitozana i guma arabice s
dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; CS — GEL — filmovi od kitozana i Zelatine; CS — GEL E - filmovi
od kitozana i Zelatine s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis.

Razli¢iti eksponenti (°~°) unutar stupca ukazuju na statistiCki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

4.7. UDIO ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI | KAPACITETA FILMOVA
(DPPH | FRAP)

Tablica 5. pokazuje antioksidacijsku aktivhost odredenu DPPH metodom i antioksidacijski
kapacitet odredenog FRAP metodom. Samostalni kitozanski film pokazuje nisku
antioksidacijsku aktivnost prema obje metode. Dodatkom ekstrakta Melissa officinalis
antioksidacijska aktivnost znaéajno je porasla. Sto se tite antioksidacijskog kapaciteta
proizvedenih filmova, nema statisticki znaCajne razlike medu filmovima. Takoder,
antioksidacijski kapacitet filmova znatno je porastao dodatkom mati¢njaka. Uzorak CS-CS E
ima najvidu antioksidacijsku aktivhost prema obje metode, 5to ga Cini najboljim u hvatanju
slobodnih radikala i reduciranju oksidansa. Film s Zelatinom pokazuje najnizu aktivhost prema

DPPH metodi i nisku aktivhost prema FRAP metodi, i statisticki je zna€ajno razli€it i slabije
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aktivnosti u usporedbi s veé¢inom drugih uzoraka. CS — GA i CS — GEL uzorci bez ekstrakta

imaju nisku do umjerenu aktivnost, Sto ukazuje na maniji utjecaj gume arabike i Zelatine na

antioksidacijska svojstva kada su sami.

Tablica 5. Ukupni udio antioksidacijske aktivnosti (DPPH

kapaciteta (FRAP metoda)

metoda) i antioksidacijskog

Uzorak DPPH (%) FRAP (mg AAE / g filma)
CS-CS 14,71 £ 4,12 % 6,93+2,68"°
CS-CSE 59,06 + 3,35 ° 44,05 £ 10,94 @
CS-GA 23,82+0,39 8,57 £1,06°
CS-GAE 37,92+2,16° 41,23 +1,06°
CS -GEL 8,16 £2,35° 5,33+1,23°
CS-GELE 29,49 + 2,35 36,90 + 6,46 @

CS - CS - filmovi od kitozana; CS — CS E — filmovi od kitozana s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis;
CS - GA - filmovi od kitozana i guma arabice; CS — GA E — filmovi od kitozana i guma arabice s
dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; CS — GEL — filmovi od kitozana i Zelatine; CS — GEL E — filmovi
od kitozana i Zelatine s dodatkom ekstrakta Melissa officinalis; E — otopina ekstrakta Melissa officinalis.

Razli¢iti eksponenti (?~°) unutar stupca ukazuju na statisticki znac¢ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Slika 12. Filmovi nakon provedene DPPH metode (vlastita fotografija)
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. ZAKLJUCCI

Svi su filmovi, promatrani golim okom, bili prozirni, transparentni i bez vidljivih
nepravilnosti na povrsini.

Dodavanije ekstrakta mati¢njaka znac¢ajno je smanijilo svjetlinu filmova (L*) zbog tamnije
boje ekstrakta. Parametar a* pokazuje negativne vrijednosti kod filmova bez ekstrakta
(prisutnost zelenog spektra). Vrijednosti parametra b* su pozitivne kod svih uzoraka
(prisutnost Zute boje), a dodatak ekstrakta dodatno povecava ove vrijednosti, stvarajuci
zuto-smedi ton filmova.

Dodatkom ekstrakta dolazi do povecanja udjela vode u kitozanskim filmovima.

Filmovi s dodatkom ekstrakta maticnjaka pokazuju vecu topljivost i promjenu u
strukturi. Filmovi od Zelatine, uz dodatak ekstrakta, postaju postojaniji u vodenom
mediju.

pH vrijednosti otopina biopolimera porasle su dodatkom ekstrakta mati¢njaka.
Dodatkom antioksidansa doSlo je do znac¢ajnog porasta kod koeficijenta propusnosti
na kisik i ugljikov dioksid, kod svih filmova.

Povecava se udio polifenola u filmovima dodatkom ekstrakta mati¢njaka.

Antioksidacijska aktivnost znacajno je porasla dodatkom ekstrakta maticnjaka.
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