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1. UVOD

U danasnjem okruzenju, pakiranje je sveprisutan i bitan korak u distribuciji hrane od
proizvodaca do potroSaca prilikom skladistenja i transporta (Robertson, 2013). Pakiranjem
se hrana §titi od kontaminacije od razli€itih vanjskih utjecaja, zatim kvarenja, mehanickih
osteéenja tijekom transporta, dostave i skladistenja, gubitka mase, i prijenosa topline.
Pakiranje hrane omogucava produljenje roka trajnosti pa je ono je klju¢ za osiguranje
kvalitete i zdravstvene ispravnosti upakiranog proizvoda.

Svojstva i kvalitetu namirnice mogucée je oCuvati jedino pakiranjem i pravilnim odabirom
ambalaznih materijala, a razlikujemo nekoliko vrsta osnovnih ambalaznih materijala za
pakiranje hrane (papir, staklo, metal, keramika, plastika, te slozeni materijali) te ostale
ambalazne materijale (biorazgradive, jestive i nanomaterijale). U ambalaznoj industriji,
plastika je izvrstan materijal s izuzetno dobrim svojstvima koje je €ine prvim izborom za
brojne primjene, ali se zbog neprikladnog i neracionalnog zbrinjavanja plasti¢nog otpada
zagaduje okoli§ (Rujnié-Sokele, 2015). Formiranjem ekoloSke svijesti, a samim time i
oCuvanja okolisa, sve viSe industrija razvija potrebu za alternativnim sirovinama za
proizvodnju ambalaZe, gdje se ambalazni materijali proizvode od biomaterijala koji su
pogodni za mikrobiolosku razgradnju (Toki¢ i sur., 2011). U ovu kategoriju svrstavamo i
jestive filmove i prevliake koji osim Sto poboljSavaju kvalitetu hrane i produljuju njezinu
trajnost, utje€u i na njezinu sigurnost i funkcionalnost (Gali¢, 2009). Ako ih obogatimo
bioaktivnim tvarima, iste dobivaju obiljezja funkcionalnog proizvoda. Ekstrakt lista koprive
zbog fenolnih spojeva koje posjeduje ima djelotvoran u€inak na ljudsko zdravlje. S druge
strane, izolat proteina sirutke koji ima vaznu funkciju u formiranju ¢vrstoce gela moze bitno
pospjesiti okus i teksturu proizvoda zbog dobre topljivosti, vezanja vode i viskoznosti koje

posjeduje.

Ciljevi ovog diplomskog rada bili su sljede¢i :
» Priprema jestivih materijala od izolata proteina sirutke,
» Mogucnost dodavanja ekstrakta lista koprive u formulaciji od izolata proteina
sirutke s ciliem razvoja funkcionalnih filmova,
» Karakterizacija i usporedba fizikalno-kemijskih, mehanickih, barijernih svojstava

pripremljenih filmova, te udio ukupnih fenola.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. DEFINICIJA | POVIJEST AMBALAZE | PAKIRANJA HRANE

Vec¢ od davnina ljudi su pronalazili i skupljali hranu u prirodi, nesto kasnije javila se potreba
za &uvanjem hrane. Zivotinjska koza rabila se kao vrecica. Slama, kora drveta i liée kao omoti,
a za spremnike je posluZzila kora drveta. Pretpostavlja se da je prva ambalaza bila posuda od
mokre gline, a kasnije su se pojavile keramika, staklo i metal. Intenzivniji razvoj ambalaze
dolazi sa poveéanjem stupnja urbanizacije, povecanjem broja stanovnistva Sto je stvorilo
potrebu za skladiStenjem hrane pa su se tako pocele koristiti posude sve vecih zapremnina,
kao i proizvodnje pamucnih i jutenih vre¢a. Kao i u ostalim granama proizvodnje, industrijskom
revolucijom dolazi do prekretnice i u podru¢ju ambalaznih materijala, $to je dovelo do njihovog
znacajnog razvoja, a isto tako i ambalaze i metoda pakiranja, a 20. stolje¢e biljezi najveéi
opseg proizvodnje i primjene ambalaznih materijala i to ambalaze od prirodnih polimernih
materijala (Vujkovi¢ i sur., 2007).

Svojstva i kvaliteta ambalaze ovise o izboru ambalaznog materijala, odnosno hoce li on na
adekvatan nacin kvalitativno i kvantitativno zastiti namirnicu u cijelom lancu opskrbe hranom
od proizvodaca do krajnjeg potroSaca. Takoder, vrsta ambalaznog materijala diktira i izbor
tehnologije za proizvodnju ambalaze, njezin izgled, veli€inu, oblik, namjenu i nacin uporabe te
cijenu. Shodno tome, ambalazu prema ambalaznom materijalu moZemo podijeliti na osnovne
(papir, plastika, staklo, metal, keramika i sloZzene (kombinirane) materijale) te ostale
(biorazgradive, jestive i nanomaterijale) (Tkalec i sur., 2018). Ambalaza predstavlja sve
proizvode koji su sacinjeni od razli€itog materijala razli€itog porijekla i koji su namijenjeni za
oCuvanje i zastitu proizvoda tijekom skladistenja, transporta i dostave od proizvodaCa do
krajnjeg potroSaca (Vujkovi¢, 2007). Prema Pravilniku o mjeriteljskim zahtjevima za pakovine
i boce kao mijerne spremnike, pakiranje je postupak stavljanja proizvoda u ambalazu
odgovarajuée kakvoée, oblika i nagina zatvaranja (NN90/2005). Cetiri su osnovne kategorije
funkcija pakiranja hrane: zastitna, skladiSno-transportna, prodajna i uporabna (jednostavnost,
isplativost) (Robertson, 1993). Osim navedenih funkcija koje moraju biti medusobno povezane,
uspjeSna ambalaza mora zadovoljiti i sljedecCe zahtjeve:

e da je jednostavna, funkcionalna i ucinkovita od proizvodnje preko rukovanja,
transporta, skladiStenja i distribucije;

e daje inovativna i da na najbolji moguci nacin prezentira upakiranu namirnicu;

e da Stiti upakiranu namirnicu od rasipanja, mogucih kemijskih i mikrobioloSkih utjecaja,

kvarenja, prijenosa topline;



e da ne reagira sa proizvodom, odnosno da mu ne mijenja njegova osnovna fizi¢ka,
kemijska i senzorska svojstva;

e da oCuva svjezinu i kvalitetu namirnice;

e da ispunjava zakonsku regulativu, uklju€ujuci specificne, sanitarne i trgovacke propise;

e da je ekonomicna, odnosno da u postupku pakiranja ne zahtjeva skupu i kompliciranu
opremu;

e da je pogodna za recikliranje nakon uporabe kako bi §to manje Stetili okolidu.

NajCeSce koristeni ambalazni materijali u prehrambenoj industriji su papir, staklo, metali i
polimeri (polietilen (PE), polipropilen (PP), poli(etilen-tereftalat) (PET). Neki su ambalazni
materijali izradeni od nekoliko razli¢itih polimernih materijala ili u kombinaciji s drugim
materijalima, a nazivamo ih viSeslojnim ambalaznim materijalima ili laminatima. Ispunjenje
oCekivanih funkcija ambalaze, a time i efikasnost i uspjeSnost pakiranja, ovisi 0 kemijskom
sastavu i fizikalnim karakteristikama ambalaznog materijala od kojeg je nacinjen, ali i o

svojstvima upakirane namirnice (Berk, 2018).

2.2. BIORAZGRADIVI AMBALAZNI MATERIJALI ZA PAKIRANJE HRANE

Svjedoci smo izrazito velikog gomilanja otpada jer vrlo velik problem predstavija
zbrinjavanje ambalaze nakon uporabe. Povecanjem ekoloSke svijesti i potreba za zastitom
okolisa, ova tema, danas, postaje sve aktualnija. Najveéi problem predstavlja polimerna
ambalaza, koja je 8iroko rasprostranjena u ambalaznoj industriji. Nju c&ini Citav niz
rasprostranjenih sintetskih ambalaznih materijala koji su proizvedeni na osnovi petrokemikalija
(polietilen, polipropilen, polistiren), a njihova najve¢a mana je to da su teSko biorazgradivi ili
nerazgradivi i samim time uzrokuju ozbiljne globalne i ekoloSke probleme danas$njice.
Degradacija tla predstavlja jedan od niza problema zbrinjavanja jer se vecina iskoristene
plasticne ambalaze pokapa pod zemljom ili se spaljuje pa se pri tome oslobadaju izrazito
otrovni dioksini (Han i sur., 2015). Zbog svega navedenog, tijekom 80-tih godina proslog
stolieca sve se viSe paznje pocinje davati biorazgradivim materijalima koji se mogu sami
razgraditi uz pomo¢ Zzivih mikroorganizama, a posluzili bi kao alternativa nerazgradivoj
ambalazi za koju je recikliranje neekonomicno i neprakti¢no. Teznja je da se isti to viSe koriste
u buducnosti, ali pri tome, treba imati na umu da je njihova potpuna zamjena nemoguca
(Siracusa i sur., 2008). Plastika je tako proizveden sintetski materijal da ne moze podleci
biorazgradnji poput ostalih prirodnih polimera i tvari, zbog toga $to je gradena od velikih,
dugackih medusobno povezanih razgranatih lanaca. Stoga, mozemo zaklju€iti da ¢e ju teze
razgraditi mikroorganizmi, zato se sve vec¢a vaznost pridodaje biopolimerima i biorazgradivim
materijalima, gradeni od prirodnih tvari koji su u odredenim, optimalnim uvjetima (vlaga,

temperatura i dostupnost kisika) sposobni podleéi razgradnji uz prisustvo mikroorganizama



(Toki¢ i sur., 2011). Takoder, EU direktiva nalaze da biorazgradivi ambalazni otpad mora
podnijeti kemijsko, fiziCko, termalno ili bioloSko razlaganje. Kada su svi parametri u optimalnim
uvjetima zadovoljeni, mozemo ocekivati da ¢ée doéi do razgradnje ambalaznog materijala
(Siracusa i sur., 2008). Biorazgradivost je sposobnost koriStenja ugliika od strane
mikroorganizama koji su hormalno prisutni u prirodi (odredene vrste bakterija, algi i gljivica) i
njegovo pretvaranje u ugljikov dioksid, biomasu i vodu. Definirana je kao zna€ajna promjena u
kemijskoj strukturi materijala unutar specifi¢nih okoliSnih uvjeta, a rezultira gubitkom strukture
i ostalih svojstava karakteristiénih za taj materijal (Svegovié, 2022). lako je razvoj biomaterijala
posliednjeg desetlje¢a u naglom usponu, u kontekstu pakiranja hrane, ovi materijali ¢esto
nemaju zadovoljavaju¢a barijera i mehanicka svojstva, te su vrlo ¢esto osjetljivi na vodu, te je
stoga zamjena plasticnih materijala istima jo$ uvijek gotovo nemoguca. Ipak, porastom
ekolodke svijesti i spoznajom o pozitivnim stranama biorazgradivih materijala, oni zasigurno
predstavljaju potencijal za buduénost. U svrhu postizanja odgovarajuéih barijernih i mehanickih
svojstava za pakiranje prehrambenih proizvoda, pozeljno ih je kombinirati sa drugim

biopolimerima (Versino i sur., 2023).

2.3. JESTIVI FILMOVI | PREVLAKE ZA PAKIRANJE HRANE

Proizvodnja plasticne ambalaze u stalnom je porastu, a velike koli€ine upotrebljavaju kao
jednokratna ambalaza za odredene proizvode. Od toga, male koli¢ine plasticne ambalaze se
recikliraju pa se vecina plasti¢ne i slicne ambalaze ne zbrinjava na optimalan i racionalan nacin
i tako zavr8ava nezbrinuto u prirodi (Arsimendi i sur., 2013). Kako bi to sprijecili, prou¢avaju
se primjene jestive i ekoloSki prihvatlive ambalaZze koja bi posluzila kao alternativa
konvencionalnoj s ciliem zadovoljavanja potreba potro$aCa i proizvodada za zdravom,
sigurnom i prirodnom hranom (Stefénescu i sur., 2022).

Jestivi filmovi predstavljaju zastitni, samostojedi i biorazgradiv sloj materijala, napravljen
od prehrambenih materijala koji se oblaze na proizvod, ¢ineéi tako barijeru izmedu hrane i
okoline. Pojam ,jestivi® govori da je izraden od biomaterijala koji se svakodnevno
upotrebljavaju u prehrani i smatraju se sigurnima za konzumaciju, dok izraz filmovi*
karakterizira materijale koji imaju sposobnost stvoriti kontinuiranu kohezivnu strukturu (Yeja i
sur., 2020). Takvi materijali primarno su odobreni za ljudsku upotrebu od strane sluzbenih
institucija za sigurnost hrane i materijala u dodiru sa hranom. Europska agencija za sigurnost
hrane (eng. European Food Safety Authority) tu funkciju provodi u Europskoj Uniji, a Agencija
za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration) u Americi.

Buduci da se jestiva ambalaza moze konzumirati, ona je postala odrziva opcija pakiranja zbog
svog potencijala da prevlada probleme povezane sa nerazgradivom ambalazom Cime se

uvelike smanjuje optereenje koje ambalaZna industrija stvara okoliSu. Namirnici osigurava



dobru barijeru prema vlazi, kisiku i migracijama mikroorganizama izmedu proizvoda i okoline
te moze u potpunosti prekriti proizvod ili se primijeniti kao sloj izmedu komponenti hrane
(Iversen i sur., 2022). Glavna funkcija jestivih filmova i previaka je produljenje roka trajnosti i
kvalitete prehrambenog proizvoda na nacin da ga Stiti od fizickog, kemijskog i bioloSkog
propadanja. Osim toga, film kao polupropusna barijera moze zastiti prirodne slojeve
prehrambenog proizvoda, pospjeSiti njegovu fizikalnu ¢&vrstocu, kao i vizualne i taktilne
karakteristike, omoguéiti selektivnu izmjenu plinova koji su ukljuéeni u respiraciju (CO2, Oy i
etilen) te sprijeciti transpiraciju odnosno gubitak vode (Han, 2014). Osim zastitne funkcije
proizvoda, koju ambalaza mora posjedovati, u sastav jestive ambalaze mogu se dodati razliCite
bioaktivne tvari (tvari arome, antimikrobne tvari, antioksidansi, nutrijenti, nutraceutici) ¢ime se
naglasavaju funkcionalna svojstva, poboljSava kvaliteta i/ili nutritivna svojstva za razliku od
klasi€ne ambalaze (Ribeiro i sur., 2020). Da bi jestivi film bio karakteriziran kao kvalitetan,
trebao bi ispunjavati sljedeée zahtjeve: (i) izvrsna senzorska kvaliteta, (ii) dobra barijerna
svojstva, (iii) dobra mehani¢ka ¢vrstoca, (iv) netoksian, (v) visoka mikrobioloSka stabilnost,
(vi) siguran za upotrebu, (vii) jednostavan prilikom formiranja, (viii) ekoloSki i ekonomski
prihvatljiv (Jeya i sur., 2020).

S obzirom na nacin nano$enja, jestive materijale moZemo svrstati u jestive filmove i jestive
previake. Prevlakama smatramo one materijale kada se kao filmogena otopina izravno
nanose na vanjsku stranu proizvoda i to postupkom uranjanja, rasprsivanja ili premazivanja, a
potom se prevlaka susi te se formira tanki sloj na povrSini proizvoda koji ¢e onda obavljati
Zeljenu funkciju (Angelo i sur., 2016). Jestivi film definiramo kao suhi film nastao suSenjem
otopine na odgovaraju¢oj podlozi koji se potom odvaja te se primjenjuje kao samostojeci
materijal koji se moze staviti na namirnicu, a da bi se smatrao filmom, njegova debljina mora
biti od 25 — 50 ym (Angelo i sur., 2016). Shematski prikaz nastajanja jestivog filma i jestivog

premaza kao i razli€ite bioaktivne tvari kojima se mogu obogatiti prikazan je na slici 1.
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Slika 1. Shematski prikaz nastajanja jestivog filma i jestivog premaza i razliCite bioaktivne
tvari kojima se mogu obogatiti (prema Hassoun i sur., 2020)



2.4. MATERIJALI ZA 1ZRADU JESTIVIH FILMOVA | PREMAZA

Ovisno o vrsti biopolimera od kojeg su proizvedeni, skupine materijala koji se mogu koristiti

za izradu jestivih filmova su slijedece:

¢ Hidrokoloidi (koji uklju€uju polisaharide i proteine);

e Lipidi (voskovi i masne kiseline);

o Kompoziti (kombinacijom razli¢itih materijala; hidrokoloidi i lipidi)
(Tablica 1).

Prilikom formiranja jestivih filmova, primjenjuje se najmanje jedan osnovni materijal koji je

sposoban stvoriti neprekidan i kohezivan matriks (Guilbert i Gontard, 2005) ili moze biti

kombinacija dvaju ili viSe njih. Isto tako, mogucée je kombinirati viSe tipova filma u sloZeni

viSeslojni film (Ramesh i Muthukrishnan, 2022). S obzirom da jednokomponentni filmovi

nemaju unaprijedena barijerna i mehani¢ka svojstva, sve se viSe proizvode dvokomponentni

ili viSekomponentni filmovi (kombinacija polaziSnih materijala), kako bi se uklonila negativha

svojstva pojedinatnog materijala, a pospjeSila barijerna, mehani¢ka i fizikalno-kemijska

svojstva novo razvijenih filmova.

Tablica 1. Materijali za izradu jestivih filmova i prevlaka (prema lversen i sur., 2022)

FUNKCIONALNI SASTAV  MATERIJALI
o Kolagen, zelatina, kazein, proteini sirutke, zein,
Proteini
pSenicni gluten, proteini bjeljanka
Skrob, modificirani $krob, modificirana celuloza (CMC,
) o MC, HPC, HPMC)*, alginat, karagenan, pektin,
Polisaharidi _
pululan, kitozan, gelan guma, ksantan guma
Materijali za izradu
~ Voskovi (p€elinji vosak, parafin, karnauba vosak),
Voskovi, lipidi

smole (3elak), acetogliceridi

Plastifikatori

(omeksavala)

Glicerin, propilen glikol, sorbitol, saharoza, polietilen

glikol, kukuruzni sirup, voda

Funkcionalni aditivi

Antioksidansi, antimikrobne tvari, nutrijenti,

nutraceutici, tvari okusa i boje

Ostali aditivi

Emulgatori (lecitin), teku¢e emulzije (jestivi voskovi,

masne kiseline)

*CMC - karboksimetil celuloza, MC — metil celuloza, HPC — hidroksipropil celuloza, HPMC —

hidroksipropilmetil celuloza



2.4.1. Primjena jestivih filmova i previaka

Posljednjih nekoliko desetlje¢a, jestivi filmovi i premazi sve CeSce se primjenjuju u
prehrambenoj industriji, a isto tako i u industriji pakiranja hrane.

Izolati proteina sirutke najéesce se upotrebljavaju u namirnicama gdje klju¢nu ulogu ima
formiranje Cvrstoée gela, viskoznost, topljivost i vezanje vode pri Eemu izolati proteina sirutke

mogu znacajno pospjesiti okus i teksturu gotovog proizvoda (Herceg i Rezek, 2006).

2.4.1.2. Proteini

Proteini su sloZene organske makromolekule gradene od jednog ili viSe lanaca
aminokiselina medusobno povezane peptidnom vezom. Molekulska masa moze dostici i
vrijednosti od nekoliko milijuna, a struktura mozZe obuhvatiti i neproteinske molekule. Proteini
za proizvodnju jestivih filmova dobivaju se iz razli¢itih biljnih i Zivotinjski izvora, primjerice
Zivotinjska tkiva, mlijeko, jaja, uljarice i Zitarice (Milani i Tirgarian, 2020). Prema podrijetlu,
mogu se razvrstati na biljne (gluten, zein, soja) i Zivotinjske (proteini sirutke, proteini bjelanjka,
kazein, keratin, kolagen i Zelatina i proteini mesa) (Cotelli i sur., 2015). U jestivim filmovima i
prevlakama, proteini funkcioniraju kao temelj i matrica jer i daju jacinu, dok s druge strane,
takvi su filmovi i previake lomljivi, neotporni na nabore, ograni€ene sposobnosti rastezanja,
bubre ili se otapaju u vlaznim uvjetima. Stoga je za stvaranje fleksibilnosti nuzna upotreba
plastifikatora. Takvi filmovi imaju dobra mehanicka i opti¢ka svojstva. Takoder, predstavljaju
dobre barijere za kisik, ugljikov dioksid, lipide i arome. Nedostatak proteinskih filmova
predstavlja njihova hidrofilnost odnosno propusnost vodene pare koja naruSava mehanicka i

barijerna svojstva takvih filmova (Bozanic¢ i sur., 2022).

2.4.1.3. Proteini sirutke

Proteini sirutke predstavljaju glavni nusproizvod u industriji sira $to ih €ini lako dostupnima
(Gupta i Prakash, 2017). Odlikuju ih dobra prehrambena i funkcionalna svojstva te su kao takvi
koristan potencijal za proizvodnju jestivih filmova (Mate i Krochta, 1996). Glavne komponente
sirutke sadrze beta — laktoglobulin (B-Lg), alfa — laktalbumin (a — La), albumin govedeg seruma
(BSA), laktoferin (Lf), imunoglobulini (lgs), enzimi laktoperoksidaze (Lp), glikomakropeptidi
(GMP), laktoza i minerali (Gupta i Prakash 2017). Proteini sirutke su snazni antioksidansi pa
su stoga ucinkoviti u zastiti protiv oksidacije prehrambenih proizvoda. U prehrambenim
proizvodima, koriste se zbog visoke prehrambene vrijednosti i sposobnosti da formiraju gelove,
emulzije i pjene (Sothornvit i Krochta, 2001). Studije su pokazale da proteini sirutke proizvode
transparentne i fleksibilne jestive filmove s odli€nim barijerama za kisik i ulja, bez okusa i

mirisa. Vazno je napomenuti da jestivi filmovi na bazi proteina sirutke bez ikakvih modifikacija



imaju veliku propusnost za vlagu i relativno slaba mehanicka svojstva u odnosu na sinteti¢ke

ili druge materijale za pakiranje hrane, stoga im je primjena ograni¢ena (Pamukovi¢, 2017).

2.5. AKTIVNO PAKIRANJE | FUNKCIONALNI JESTIVI FILMOVI | PREVLAKA

Pod pojmom aktivnhog pakiranja smatra se da ambalazni materijal otpusta aktivne
komponente u hranu ili ih apsorbira s ciliem produljenja njezinog roka trajnosti i poboljSanja
uvjeta pakiranja kako bi se osigurala sigurnost hrane. Uz inteligentnu, aktivna ambalaza spada
u pametnu ambalaZu, a pametna ambalaZza osim temeljne zastite proizvoda obavlja i druge
zadace (Jakupi¢ i sur., 2019). Zakonom o hrani NN (18/23) i Pravilnikom o zdravstvenoj
ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u neposredan dodir s hranom NN (125/09) aktivno
pakiranje je regulirano u Republici Hrvatskoj. Aktivni materijali i predmeti ne smiju utjecati na
sastav i organolepti¢ka svojstva hrane kako bi prekrili kvarenje hrane. Takoder, moraju biti
oznaceni na nacin da je potrosacu vidljiva identifikacija nejestivih dijelova proizvoda.

U sastav jestivih filmova i prevlaka mogu se dodati razliite bioaktivne tvari koje
naglasavaju funkcionalna svojstva hrane. Pod pojmom bioaktivnih spojeva najCeSée se
smatraju antioksidansi koji se u jestive filmove dodaju kao esencijalna ulja, ekstrakti ili kao Cisti
spojevi. Takoder, ubrajaju se jo$ i skupine spojeva poput karotenoida, fenola, fitosterola i
monoterpena, glukozinolata, prehrambena vlakna i molekule poput askorbinske kiseline. Osim
utjecaja na okus filma imaju i antimikrobna i antioksidativha svojstva Cime se dodatno
pospjesuje kakvoca i rok trajnosti proizvoda. Danas se provode brojna istraZivanja navedenih
biokativnih komponenti upravo zbog €injenice da pozitivho utjeCu na zdravlje ljudi (Al-Hilifi,
2023; Ribeiro, 2021; Tkawcevska, 2020).

2.5.1. Ugradnja bioaktivnih komponenti u jestive filmove

Lo3a svojstva bioaktivnih komponenti kao $to su nepotpunost okusa, brza razgradnja i
interakcija sa ostalim sastojcima hrane uzrokuju gubitak funkcionalnih svojstava jestivih
filmova. Kako bi se oni sprijecili, bioaktivhe se komponente ugraduju u jestive filmove na Cetiri

razli¢ite tehnike ugradnje. Bioaktivna tvar moze se ugraditi:

i) s vanjske strane jestivog filma,

i) u meduprostor izmedu hrane i jestivog film,

iif) izmedu slojeva jestivog filma,

iv) rasprSen medu razli¢itim slojevima filma (Bionda, 2021).

2.5.2. Ekstrakt lista koprive (Urtica dioica L.)

Kopriva (lat. Urtica dioica L.) viSegodiSnja je biljka iz porodice koprivnjaca (lat. Urticaceae).

Naziv roda Urtica potje€e od latinske rijeCi urere Sto znaci peci, a samo ime vrste dioica



predstavlja dvodomnost odnosno odvojenost muskih i zenskih cvjetova na zasebnim biljkama
(Upton, 2013). Sve podvrste su uspravne trajnice koje dosezu visinu do dva metra. Listovi su
im nasuprotni, koljastog i ovalnog oblika na vrhu, a na razgranatom podanku imaju vrijeze.
Specifi€ni su nazubljeni rubovi sa ostrim vrhom, aksilarni cvat s dosta malih, zelenih cvjetova
te orasSica ili koStunica kao njezini plodovi. Staniste je joj vlazno tlo bogato ugljikom, livade i
napustena polja sa djelomi¢no sjenovitim mjestima (Grausso i sur., 2020). Zbog svog
nutritivnog i ljekovitog sastava, ve¢ se dugi niz godina upotrebljava u prehrambenoj,
farmaceutskoj i kemijskoj industriji. Istrazivanja su pokazala da su listovi i stabljika koprive
bogat izvor vitamina A, B2, B5, B9, C, D, E, K, minerala (Ca, Mn, Zn, Mg, Cu) te polifenola i
pigmenata. Svaki dio koprive bogat je brojnim bioaktivnim komponentama s visokim
antioksidativnim kapacitetom (Repaji¢ i sur., 2021). Zahvaljujuéi visokom sadrzaju fenolnih
spojeva koje sadrzi kopriva, a kojima se pripisuju protupalna i antioksidativha svojstva,
znanstvena istrazivanja pokazala su izravnu korelaciju izmedu unosa fenolnih spojeva i
blagotvornog u€inka na zdravlje ljudi. Zbog toga je vrlo vaZzno dodatno istraziti upotrebu koprive
u hrani (Carvalho i sur., 2017). Biljni ekstrakti su vrlo bitan izvor biolo$ki aktivnih spojeva i imaju
vaznu ulogu u zdravlju ljudi. Kako bi se istakla njihova ljekovita svojstva, biljni ekstrakti moraju
biti paZljivo pripremljeni, uzimajuéi u obzir brojne parametre. Prije ekstrakcije, ljekovite i
aromati¢ne biljke se suSe na zraku ili liofiliziraju, ali se ponekad moze Koristiti i svjezi biljni
materijal. Uz ekstrakciju, mogu se koristiti postupci poput filtriranja, koncentriranja i susenja
(Rodino i Butu, 2019).

2.6. KARAKTERIZACIJA MATERIJALA ZA PAKIRANJE HRANE

Kako bi postigli idealna svojstva filmova i previaka, potrebno ih je ispitati odredenim
parametrima kvalitete, a funkcionalnost i karakteristike ovise o njihovim fizikalno-kemijskim,
mehanickim, barijernim i opti¢kim svojstvima (Guillard i sur., 2016). Treba napomenuti da
svojstva ovise od vrste sirovine, otapala, pH, temperature i izbora plastifikatora (Erkmen i
Barazi, 2018).

2.6.1. Fizikalno-kemijska svojstva

2.6.1.1. Debljina jestivih filmova i previaka

Debljina jestivih filmova i prevlaka je vazan parametar jer izravno utjeCe na barijerna i
mehanicka svojstva, a isto tako i na rok trajanja upakirane hrane. UCinkovitost zastite hrane
upotrebom jestivih filmova prvenstveno ovisi o kontroli Sirenja otopina otopina filmova i
previaka koje utjeCu na debljinu filma (Skurtys i sur., 2010). Idealna debljina filma bi trebala biti

manja od 0,25 mm (Utami Hatmi i sur., 2020). Dvije su metode mjerenja debljine filma:



kontaktna i ne-kontaktna metoda. Kontaktna metoda je lakSe uporabljiva i najCeSce
podrazumijeva direktno mjerenje debljine filma pomocu mikrometra. Ne-kontaktna metoda je

ponekad bolji izbor jer ne dolazi do osteéenja filma, ali je slozenija.

2.6.2. Barijerna svojstva

Barijerna svojstva filma definiramo kao sposobnost da sprijeci izmjenu vodene pare,
plinova, aroma i masnoc¢a izmedu proizvoda i okoline. Prehrambeni proizvod koiji je oblozen
filmom podlijeze kemijskim promjenama uslijed stani¢nog disanja, topljivosti plinova dok uvjeti
u kojima je skladisten, kemijski sastav i struktura polimera od kojega je film/previaka
proizveden odreduju njegovu ucinkovitost i barijerna svojstva (Gali¢, 2009). Proizvodnjom filma
ili prevlaka dobrih barijernih svojstava postize se produljenje roka trajnosti obloZenog
prehrambenog proizvoda. Pri odabiru jestivog filma treba uzeti u obzir svojstva proizvoda koji
Ce biti obloZen jer neki materijali koji imaju dobru barijeru na kisik smanjuju uzeglost i gubitak
vitamina pa ih je poZeljno koristiti za proizvode koji su osjetljivi na oksidaciju. Isto tako, meso i
mesni proizvodi, kao i svjeZe voce i povrée zahtjevaju film koji ima odreden stupanj propusnosti

na kisik i ugljikov dioksid.

2.6.2.1. Propusnost vodene pare i plinova
Prijelaz plinova i tekucina u sustavu naziva se permeacija ili propusnost, dok se plin koji
prolazi naziva permeat. Transport plinovitih komponenti kroz ambalazni materijal odvija se po
prinicipu molekulske difuzije. Molekule se gibaju uslijed gradijenta koncentracije pri
konstantnom tlaku i temperaturi (1. Fickov zakon). Transport plinova u jestivom filmu sastoji
se od tri koraka: i) adsorpcija plina na povrsinu jestivog filma, ii) difuzija molekula plina od
jedne do druge strane filma, iii) desorpcija molekula plina iz filma. Fickov zakon prikazuje
difuziju molekula plina kroz jestivi film, a jednadzba Fickov-og zakona glasi [1] i [2]:
J=-D () 0l
gdje su:
J — tok, neto koli¢ina otopljene tvari koja difundira kroz jedinicu povrsine kroz jedinicu
vremena (g m=2 ili mL m2s%?),
D - koeficijent difuzije ili difuzivnost (m? s%),
C - koncentracija tvari koja difundira (g m3ili mL m3),
X — debljina filma (m),
ili
- 9

J=D X A4 [2]

Q — koli¢ina plina koja difundira kroz film (g ili mL),

A — povrsina filma (m?), T — vrijeme (s).

10



Konacna jednadzba za odredivanje propusnosti flma dobiva se primjenom Henryevog
zakona i preraspodjelom gore navedenih jednadzbi [3]:
Q _p.g.pP2pl_p M
=D-S-——=P-— [3]

At

gdje su:

S — Henryjeva konstanta topljivosti (mol atm?),
Ap — razlika parcijalnog pritiska plina kroz film (Pa),

P — propusnost (mL ilig m m?2 st Pal).

Pokretljivost polimernih lanaca, cjelovitost filma, i debljina, neki su od &imbenika koji
direktno utje€u na propusnost vodene pare, no u znastvenim istrazivanjima vezanim za jestive
materijale se svakako najviSe spominju vrsta i koli¢ina dodanog plastifikatora. Glavna prednost
povecane propusnosti vodene pare je poboljSana topljivost filma na bazi proteina. Takva
karakteristika se moze izravno povezati s boljim oslobadanjem bioaktivnih spojeva iza aktivnih

pakiranja koji se mogu ugraditi u filmove na bazi proteina (Mihalca i sur., 2021).

2.6.3. Opticka svojstva; sjaj, prozirnost i boja

Opti¢ka svojstva jestivih filmova zna€ajna su senzorska svojstva posebice potroSacima jer
vizualni izgled proizvoda je prva karakteristika koja ¢e privuéi ili odbiti kupca. PozZeljno je da
jestivi filmovi budu neutralni odnosno bezbojni, s prozirnoscu sli€nom polimernim ambalaznim
materijalima ili pak priblizno boji proizvoda na koji ¢e film biti obloZzen (Chakravartula i sur.,
2019). Valja napomenuti, da opticka svojstva filma, takoder, ovise o sastavu filma kao i
postupku izrade istih te drugim vanjskim faktorima, primjerice temperaturi i relativnoj viaznosti
(Rhim i Shellhammer, 2005). Sjaj je kod jestivih filmova pozeljan, dok ga mutnoca (nejasnoca)
ne bi trebala karakterizirati. Mutno¢a se odnosi na tendenciju filma da rasprsi svjetlost i utjeCe
samo na estetski izgled filma. Zastita od svjetla koju pruzaju jestivi filmovi ovisi o brojnim
¢imbenicima, a to su: prirodne apsorpcijske osobine materijala koju sacinjava film, debljinu

filma, uvjete obrade filma te obojenje konagnog filma (Singh i Singh, 2005).

2.7. POSTUPAK PROIZVODNJE JESTIVIH FILMOVA | PREVLAKA

Postupci proizvodnje jestivih filmova i previaka sli¢ni su kao kod polimernih struktura.
Dobiveni film mora biti homogen, bez nastalih mjehuri¢a i mehanickih oSte¢enja te ujednacen
(Skurtys i sur., 2010). Dvije su vrste sila koje djeluju na sustav hrana — jestivi film, a to su sile
adhezije (djeluju izmedu filma i supstrata, tj. Proizvoda) te sile kohezije (djeluju medu
polimernim molekulama od kojih se sastoji film). Obje vrste sila ovise o kemijskoj gradi i

strukturi polimera. Standardna metoda za nano$enje prevlaka na proizvode nepravilnih oblika
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je uranjanje gdje jestivi prevlaka nastaje potapanjem proizvoda jestivu otopinu (5 — 30
sekundi), a zatim se naknadno cijedi. Suprotan proces od uranjanja je prskanje ili rasprsivanje
koji se primjenjuje na proizvodima velikih povrSina. Ovakav tip postupka zahtjeva okretanje
proizvoda kako bi se i donja strana proizvoda izlozila otopini filma, a pogodan je za otopine
filma male viskoznosti. Kako bi se smanjio gubitak vlage u proizvodi koji se zeli zastiti, koristi
se postupak prevlagenja i to na nacin da se otopina za formiranje filma razmazuje pomocu
kista ili valjka na ciljani proizvod (Pamukovi¢, 2017). Najpogodniji postupak u laboratorijskoj
izradi je metoda lijevanja, a odvija u tri koraka: otapanje biopolimera, lijevanje otopine u kalup
te susenje lijevane otopine. Odabirom biopolimera zapodinje formiranje jestivog filma, a nakon
Sto je otoplien u prikladnom otapalu, dobivena otopina se ulijeva u ve¢ definirani kalup,

primjerice, Petrijeve zdjelice (Suhag i sur, 2020).

2.8. ZAKONSKA REGULATIVA O JESTIVIM FILMOVIMA | PREVLAKAMA

U svrhu osiguranja visoke razine zastite zdravlja ljudi i interesa potroSaca u vezi s hranom,
Europska Unija, pa samim time i Republika Hrvatska koja je ravnopravna ¢lanica, uspostavila
je osnovna nacela i zadaée kako bi se kontrolirala sigurnost materijala i predmeta koji dolaze
u dodir sa hranom tijekom njezine obrade, skladiStenja i transporta (Jeya i sur., 2020). Svi
prehrambeni proizvodi moraju biti u skladu sa Uredbom (EZ) br. 178/2002 Europskog
parlamenta i Vije¢a kojom su definirana opéa nacela i uvjeti zakona o hrani. Kako bi se pruZili
znanstveni savjeti postupci o postoje¢im i novim rizicima povezanih s hranom, Uredbom
(2002), osnovana je i Europska agencija za sigurnost hrane. Zakonskim se regulativama
nastoji osigurati da sva dostupna hrana bude najprije odobrena i zdravstveno ispravna za
ljudsku konzumaciju. Svi predmeti i materijali koji dolaze u neposredan dodir sa hranom, a koji
dolaze na trziSte EU, moraju ispunjavati zahtjeve koje nalaze Uredba (EZ) br. 1935/2004 o
materijalima i predmetima koji dolaze u dodir s hranom, obuhvacajuéi aktivne i inteligentne
materijale (Uredba, 2004). Uredba komisije (EZ) br. 450/2009 o aktivnim i inteligentnim
materijalima i predmetima koji dolaze u dodir sa hranom, od svibnja 2009. godine definira popis
tvari koji se mogu koristiti u aktivnim i inteligentnim materijalima i predmetima. Kancerogene,
toksi¢ne i mutagene tvari, kao i tvari u nano obliku, zabranjene su u popisu (Uredba, 2009).
Kao i druge tvari u procesu proizvodnje hrane, tako i jestivi filmovi i polisaharidne previake
podlijeZu istim zakonskim propisima. Kada Americka Agencija za hranu i lijekove (eng. Food
and Drug Administration, FDA) odobri materijal kao siguran i oznacen kao GRAS, koji se koristi
u skladu za dobrom proizvodackom praksom (eng. Good manufacturing practices), moze se
koristiti u jestivim pakiranjima. S obzirom na upotrebu eteri¢nih ulja koja se kao antimikrobni
spoj koriste u jestivim prevlakama, treba obratiti paznju na alergenost i toksi¢nost jestivih
filmova i prevlaka, bez obzira $to su od strane Europske komisije klasificirane kao GRAS (eng.

Generally recognized as Safe) (Sagud, 2023).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Prilikom izrade eksperimentalnog dijela ovog rada, kao osnovni materijal za izradu filmova
koriSten je izolat proteina sirutke (Whey protein isolate BiPro Davisco Inc., Minnesota, USA).
Za obogacivanje filmova bioaktivnim sastojcima koriSten je prirodni ekstrakt koprive (Urtica
dioca L., Soria Natural, Spanjolska). Takoder, koristeni su biljni jestivi glicerin (minimalne
CistoCe 99,5 %, Dekorativna toCka d.o.o., Zagreb, Hrvatska) kao plastifikatora te destilirane
vode za pripremu filmogenih otopina. Magnezijev nitrat (MgNO3s;, Grammol, Zagreb, Hrvatska)
koriSten je za odrzavanje relativne vlaznosti skladisnih uvjeta. Folin-Ciocalteu reagens (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO USA) i natrijev karbonat (Grammol, Zagreb, Hrvatska) koristeni su za

odredivanje ukupnih fenola.

3.2. PRIPREMA FILMOVA/PREVLAKA

U ovome radu pripremljeni su prevlakafilmovi od izolata proteina sirutke (WPI) otapanjem
6 g praha proteina sirutke u 100 mL destilirane vode uz kontinuirano mijeSanje na magnetskoj
mijesalici pri 80 °C tijekom 30 min. U drugom koraku dodaje se 3 g glicerina, takoder uz
mijeSanje tijekom 10 min. Za pripremu filmova obogacenih ekstraktom lista koprive, isti se
dodaje u koncentracijama od 1i 2 % (m/V) (uz mijeSanje na magnetskoj mjesalici tijekom 45
min) za pripremu. Tako pripremljene otopine se izlijevaju u Petrijeve zdjelice (uz prethodno
izraCunati volumen/masu za podloge to¢no odredenih dimenzija) te se suse u ventiliranoj klima
komori (Memmert HPP100, Memmert, Njemaclka) 24 sata pri kontroliranim uvjetima
temperature (30 °C )i relativne vlaznosti (50 % RH). Nakon susenja, osuseni filmovi se paZljivo
uklanjaju te Cuvaju na filter papirima u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima vlage (~ 53 % RH,

zasicena otopina magnezijevog nitrata).
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3.3. METODE
3.3.1. Odredivanje svojstava filmogenih otopina

3.3.1.2. Mjerenje pH vrijednosti biopolimernih otopina

pH vrijednost definiramo kao negativni dekadski logaritam koncentracije vodikovih iona u
otopini. Broj je koji govori o kiselosti (aciditetu) odnosno luznatosti (alkalitetu) otopine. pH
vrijednost pripremljenih otopina odredena je uz pomo¢ uredaja pH metra FiveGO (Mettler
Toledo, Greifensee, Svicarska). Za svaki uzorak provedene su 3 paralele mjerenja, a srednja

vrijednost istih, uzeta je za rezultat.

3.3.1.3. Mjerenje viskoznosti otopine biopolimera

Viskoznost biopolimernih otopina odredena je na viskozimetru (Lamy Rheology RM 100
Plus, Champagne au Mont d'Or, Francuska). Za svako mjerenje pripremljene su svjeze
otopine biopolimera. Mjerenje viskoznosti provedeno je pri brzini smicanja od 1280 s* .
Dobivene su vrijednosti viskoznosti (Pa s) i obrtne sile (mN m™).

U mjerni cilindar za uzorak ulije se 20 mL uzorka te se u uroni mjerno tijelo. Na ekranu
uredaja odabere se program mjerenja MS-C-19-C i podesi se brzina smicanja 1280 s .
Mijerenje je provedeno na sobnoj temperaturi (2312 °C) te su 3 paralele mjerenja provedene

za svaki uzorak, a njihova srednja vrijednost je uzeta kao rezultat.

3.3.2. Odredivanje svojstava filmova

3.3.2.1. Debljina filmova

Kontakthom metodom pomocu digitalnog mikrometra (Helios Preisser DIGI-MET,
Gammertingen, Njemacka, s precizno$¢u od 0,001 mm) izmjerena je debljina filmova. Za svaki
film odredena je debljina na 5 razli€itih mjesta, a rezultati su izrazeni u mikrometrima (um) kao

srednja vrijednost mjerenja sa pripadajucom standardnom devijacijom.

3.3.2.2. Mjerenje propusnosti vodene pare kroz film

Propusnost filmova na vodenu paru mjerena je gravimetrijski pomocu modificirane ASTM
E96-80 standardne metode (1980), prilagodene za biomaterijale (Debeaufort i sur., 1993).
Uzorak se pomoc¢u vakuum masti i teflonskog prstena fiksira na vrh mjerne ¢aSice u kojoj se

nalazi destilirana voda (100 % RH). Uzorci se €¢uvaju 10 dana u ventiliranoj klima komori
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(Memmert HPP110, Memmert, Schwabach, Njemacka), gdje su uvjeti to¢no definirani uvjeti,
temperatura 25 °C i relativha vlaznost 30 % RH, a prije stavljanja uzoraka u ventiliranu klima
komoru pocetna masa se izmjeri na analitickoj vagi odmah nakon zatvaranja uzoraka, te

jednom dnevno do kraja mjerenja.

Propusnost na vodenu paru (WVP) izraCuna se pomoc¢u formule [4]:

Am

Wvp= At-A-Ap

x [4]

gdje je:
WVP — propusnost na vodenu paru (g m?s?),
Am/At — maseni gubitak vlage po jedinici vremena (g s?),
A — povrsina filma izloZena prijenosu vlage (9,08 x 107 m?),
X — debljina filma (m),

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

3.3.2.3. Mjerenje propushosti kisika i ugljikovog dioksida kroz film

Odredivanje propusnosti plina provedeno je pomo¢u manometrijske metode na uredaju za
mjerenje prousnosti Brugger, GDP - C (Brugger Feinmechanik GmbH, Munich, Njemacka).
Metoda se zasniva na propustanju plina kroz uzorak koji je postavljen kao barijera izmedu dvije
komore dok se tlak ne izjednaci s gornje i donje strane. Najprije se provede vakuumiranje
(evakuacija) mjernog volumena pomodu vakuum pumpe, a vrijeme trajanja ovisi o vrsti
mjerenog materijala (30 min). Zatim se pod atmosferskim tlakom kroz jednu stranu uzorka
propusta ispitivani plin (O2 ili CO2). Zbog razlike u tlaku s gornje i donje strane filma, plin
difundira kroz ispitivani uzorak sto je vidljivo kao postepeni porast tlaka koji se registrira na
racunalu. Podaci su zabiljezeni u raCunalnom programu, a oCituju se kao vrijednost permeacije
(izrazena u cm® m2 d* bar?). Koeficijent propusnosti kisika (PO>) i ugljikovog dioksida (PCO,)
izraCunata je kao aritmeticki produkt dobivene permeacije i srednje vrijednosti debljine filma

(izrazen ucm®*m™ d™" Pa™) [5] i [6]:

PO,=q*d [5]

odnosno

PCO; =g *xd [6]
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gdje je:
g = permeacija (cm3® m2d? bar?),

d = debljina filma (um).

3.3.2.4. Odredivanje boje

CIE L*a*b* prostorni model boja je trodimenzionalni sustav boja koji se temelji na percepciji
standardnog promatraca kojeg predstavlja statistiCki podatak dobiven nizom mjerenja u kojima
su sudjelovali ljudi dobrog vida bez deformacija videnja boja. Koordinate CIELAB sustava boja
se temelje na Heringovoj teoriji suprotnih parova boja, koje ujedno predstavljaju i osi sustava.
Raspon boja crveno-zeleno za os a, zuto-plavo za os b te akromatska os L sa vrijednosti u
rasponu od 0 % (crna) do 100 % (bijela). Broj¢ane vrijednosti u CIE L*a*b* kolornom sustavu
prikazuju sve boje koje moze ljudsko oko percepirati (Petrovi¢ i sur., 2013). Boja filmova
odredena je pomocu kolorimetra (Konica Minolta Spectrophotometer CM3500d). Za svaki
uzorak mjerenje je provedeno na 10 mjesta, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost s

pripadaju¢om standardnom devijacijom.

Kolorimetrijska razlika (AE) prikazuje odstupanje reflektirane boje od kontrole, a racuna

se prema izrazu [7]

AE = VAL? + Aa? + Ab?2,  [7]
AL =1Ly—L,
Aa=ay—a4
Ab = by — b1
gdje su:

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

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

3.3.2.5. Odredivanje transparentnosti

Mjerenje transparentnosti se provelo na UV/VIS spektrometru (Perkin Elmer Lambda 25,
SAD) i to mjerenjem apsorbancije uzoraka pri valnoj duljini od 600 nm i 650 nm (Peng i sur.,
2013). Iz podatka o apsorbanciji se izraCuna transparentnost filma prema slijedeci jednadzbi
[8]:

T=Absmm /1  [8]
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gdje su:

T — transparentnost,
Abs — apsorbancija (vrijednost pri 600 nm i 650 nm),

| — debljina (mm)

3.3.2.7. Odredivanje ukupnih fenola u filmovima

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u etanolnom/metanolnom ekstraktu uzorka
primjenom spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 765 nm.
Metoda odredivanja s Folin-Ciocalteu reagensom najSira je u upotrebi za odredivanje ukupnih
fenola. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosforwolframove i fosfomolibdenske kiseline. To su
kiseline koje se pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima reduciraju u wolframov
oksid i molbidenov oksid te su oni plavo obojeni. Galna kiselina koristi se kao standard za

izradu bazdarne krivulje.

Uzorci to¢no odredene mase (priblizno 0,2 g) drze se u destiliranoj vodi (20 mL) tijekom 24
h kako bi se ekstrahirali svi u vodi topivi fenoli iz uzorka filma. Nakon 24 h, u staklenu epruvetu
otpipetira redom 100 uL uzorka (vodena faza), 200 pyL Folin-ciocalteu reagensa i 2 mL
destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasicene otopine natrijevog karbonata i sve se
dobro vortexira (IKA Vortex, Staufen, Njemacka). Uzorci se termostatiraju 25 minuta u kupelji
pri temperaturi od 50 °C. a zatim se uzorci preliju u staklene kivete, mjeri se apsorbancija na
spektrofotometru (UV-VIS Perkin Elmer, Shelton, SAD) na valnoj duljini od 765 nm. Na isti
nacin priprema se i slijepa proba, razlika je samo $to se umjesto uzorka uzima 100 pL
destilirane vode. Za svaki uzorak odreduju se po 3 paralele, a njihova srednja vrijednost uzima
se kao rezultat. 1z jednadzbe bazdarnog pravca, rezultati se izrazavaju kao mg ekvivalenta

galne kiseline/g uzorka filma.

3.4. OBRADA PODATAKA

Svi su se podaci statisti¢ki proveli analizom varijance (ANOVA) pomo¢u Xlstalt — Pro 7.5.3.
(Addinsoft, SAD). Podaci su rangirani prema uzorcima i metodama mjerenja, a statistiCke
razlike ocijenjene su u redovima s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukey-evim
viSestrukim usporednim testovima. Vrijednost p > 0,5 smatra se statistiCki zna¢ajnom. Dobiveni
razli¢iti eksponenti (29) unutar stupca, za istu vrstu mjerenja, ukazuju na statisti¢ki znacajne

razlike medu uzorcima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Prilikom izrade ovog rada pripremljeni su filmovi na bazi izolata proteina sirutke i jestivog
biljnog glicerina kao plastifikatora. Radi usporedbe i utvrdivanja mogucnosti razvoja
funkcionalnih filmova, dodane su razli¢ite koncentracije ekstrakta lista koprive kojima su se
filmovi obogatili s 1 % (m/V) te 2 % (m/V). Provedena je karakterizacija kao i ispitivanje
fizikalno-kemijskih svojstava (pH vrijednost, viskoznost, debljina, boja i transparentnost) na
sva tri pripremljena filma. Osim toga, na istima su se ispitala barijerna svojstva filma odnosno
propusnost na vodenu paru te brzina prijenosa vodene pare, propusnost na kisik i ugljikov
dioksid. Takoder, bilo je potrebno utvrditi i bioaktivni sastav filma, konkretno izmjeriti sadrzaj
ukupnih fenola. Dobiveni rezultati su prikazani graficki i tablicno.

Izmjerene vrijednosti za vrijednosti pH i viskoznosti filmogenih otopina prikazane u tablici
2. Debljina, propusnost vodene pare (gravimetrijski odredena modificiranom standardnom
ASTM metodom E96-80) i brzina prijenosa vodene pare, prikazane su u tablici 3 za sva tri
pripremljena filma, dok su parametri boje (L*, a* b* AE) i transparentnost (Teoo i Teso)
pripremljenih filmova prikazani na slici 2 i u tablici 4. Propusnost filma na kisik i ugljikov dioksid
prikazana je grafi¢ki na slici 3, dok je izmjerena vrijednost udjela ukupnih fenola, provedena

spektrofotometrijskom metodom, grafi¢ki prikazana na slici 4.
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4.1. pH | VISKOZNOST BIOPOLIMERNOG FILMA

Rezultati pH vrijednosti filmogenih otopina prikazani su u tablici 2. Sve izmjerene vrijednosti
su oko pH 7, odnosno predstavljaju neutralan medij, $to se pripisuje tome da se za pripremu
koristila destilirana voda. Nema statistiCki znacCajne razlike medu uzorcima, neovisno o
prisutnosti dodatka ekstrakta koprive. Stoga, moze se zakljuCiti da dodatak ekstrakta lista
koprive gotovo da i ne utjee na vrijednost pH.

Poznavanje pH filmogene otopine koja stvara film vazan je parametar za fizikalna i
mehani¢ka svojstva filma. Prema Papadaki i sur. (2022) nize ili viSe pH vrijednosti od
izoelektricne toCke (pl) proteina sirutke (oko 5,5) rezultiraju pozitivnho odnosno negativno
nabijenim proteinima, $to omoguduje stvaranje odbojnih elektrostatskih sila. Sto je pH vise
razli€it od pl, razvijaju se jaCe odbojne sile, Cime se sprjeCava agregacija proteina i dovodi do
prozirnijin filmogenih otopina i suhih filmova. Tako su, primjerice, filmovi proizvedeni pri
neutralnom pH u radu Papadaki i sur. (2022) bili bjelkasti dok su prozirni filmovi bili dobiveni

pri viSim pH vrijednostima.

Viskoznost definiramo kao fizikalnu veli€inu koja se javlja u unutradnjosti tekucine kao otpor
uslijed trenja pri kretanju njihovih Cestica (Jerbi¢, 2014). Viskoznost je posljedica djelovanja
medumolekulskih sila kohezije u fluidu te sila adhezije izmedu fluida i krutog tijela kroz koje se
strujanje odvija. Viskoznost filmogenih otopina u ovom radu dana je u tablici 2. Nema statisticki
znacajne promjene u viskoznosti otopina s dodatkom ekstrakta lista koprive u odnosnu na
kontrolni uzorak, Sto znaci da ugradnjom ekstrakta u proteinski kompleks nije doSlo do
promjene u strukturi koja bi uzrokovala bilo kakvo znacajnije kretanje u sustavu, odnosno
promjene viskoznosti otopine. Vrijednosti su nize u usporedbi s izmjerenim vrijednostima u
radu Liisur. (2023), no autori su proveli mjerenje pri zna€ajno nizim brzinama smicanja. Prema
autorima, povecanje brzine smicanja moze uzrokovati unistavanje mrezne strukture proteina,
smanjujuéi prividnu viskoznost. lako su navedeni autori pokazali da se prividna viskoznost
povecala se s povecanjem dodatka inulina kao aktivhog sastojka, u ovom radu to nije slucaj,
odnosno dodatak ekstrakta koprive u koncentracijama od 1i 2 % (m/V) ne utjeCe na viskoznost

filmogene otopine.
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Tablica 2. Prikaz izmjerenih vrijednosti pH i dobivenih vrijednosti za viskoznost (Pa s)

UZORAK pH Viskoznost (Pa s)
WPI 7,16 £ 0,012 0,003 + 0,000

WPI + 1% 7,12+ 0,01b 0,002 + 0,0012

WPI + 2% 7,10 £ 0,00°¢ 0,003 + 0,000

*Razliciti eksponenti (3-¢) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05)
WPI — film na bazi izolata proteina sirutke, WPI+1% - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 1
% (m/V) ekstrakta lista koprive, WPI+2 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 2 % (m/V)
ekstrakta lista koprive

4.2. DEBLJINA FILMA | PROPUSNOST NA VODENU PARU

4.2.1. Debljina filma

Debljina filma jedan je od klju¢nih faktora koji izravno utje¢e na barijerna i mehanicka svojstva
filmova/previaka. lako su filmovi nastali izlijevanjem jednake koli¢ine filmogene otopine u
Petrijeve zdjelice istog promjera, debljina filma kod uzoraka sa dodanim ekstraktom se
povecala, to je prikazano u tablici 3. Nesto veéa promjena opazena je kod uzorka u kojem se
dodala koncentracija od 1 % (m/V) ekstrakta lista koprive (WPI+1 %) i iznosila je 216,0 pm u
odnosu na uzorak bez ekstrakta (WPI) Cija je vrijednost bila 116,0 ym, a za pretpostavljati je
da je do takvih vrijednosti do$lo i zbog mogucih osteéenja filma prilikom priprave i/ili mjerenja.
Rezultati su u skladu sa dosada$njim znanstvenim istrazivanjima. Sivarooban i suradnici
(2008) takoder su utvrdili znacajno povecéanje debljine filmova uklopljenog ekstrakta sjemenke
grozda u proteinsku strukturu filma. Izmjerena vrijednost kontrolnog filma bila je 33,02 um, a
dodatkom ekstrakta, vrijednost se povisila na 77,82 ym, $to odgovara izmjerenim vrijednostima

eksperimentalnih uzoraka ovog rada.
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Tablica 3. Debljina filma (um), propusnost na vodenu paru (WVP) i brzina prijenosa vodene
pare (WVTR)

UZORAK | Debljina filma (um) | WVP (g m*stPal)-101° | WVTR (g m2s7?)-10?0

WPI 114,9 +1,9° 5,01 +0,21° 0,96 + 0,04°
WPI + 1% 216,0 £ 20,0 10,59 £ 1,082 1,08 + 1,042
WPI + 2% 152,4 + 13,3° 8,08 + 1,172 1,17 £ 0,092

*Razli¢iti eksponenti (3°) unutar stupca ukazuju na statisticki znac¢ajne razlike medu uzorcima (p<0,05)
WPI - film na bazi izolata proteina sirutke, WPI+1 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 1
% (m/V) ekstrakta lista koprive, WPI+2 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 2 % (m/V)
ekstrakta lista koprive

4.2.2. Propushost filmova na vodenu paru i brzina prijenosa vodene pare

Kako bi se §to bolje o€uvala kvaliteta proizvoda, vrlo je bitho poznavati i barijerna
svojstva obzirom da ona u velikoj mjeri ovisi o organolepti¢kim i mikrobioloSkim svojstva. Kisik
je jedan od klju¢nih faktora koji uzrokuju oksidacijske promjene kod vecine proizvoda $to
dovodi do kvarenja namirnice pa ga je iz tog razloga pozelijno eliminirati kod brojnih
prehrambenih proizvoda. Takoder, velika koliCina vodene pare ubrazava mikrobioloSko
kvarenje. Vazno je napomenuti, da propusnost filma osim $to ovisi o vrsti polimera i permeata,
takoder ovisi i 0 koncentraciji i tlaku, a klju¢no o debljini filma jer izravno utje€e na njihova
barijerna svojstva. Ugradnja bioaktivnih spojeva (poput polifenola) u kitozanske filmove dovodi
do povecanja sadrzaja vlage, odnosno i veée sposobnosti adsorpcije vode. Hidrofilnost je
direktno povezana sa udjelom vlage odnosno hidrofilni filmovi imaju visi udio relativne vlaznosti
(Bourbon i sur., 2011), dok niZe vrijednosti WVP znace bolju barijeru filma na vodenu paru
(Atef i sur., 2015). Filmovi bez dodataka bili su nize propusnosti na vodenu paru nego filmovi
s dodatkom ekstrakta koprive, neovisno o koncentraciji (tablica 2). Vrijednosti su bile u redu
veli¢éine 10°g m? s Pa! $to je u skladu s dostupnom znanstvenom literaturom za isti tip
materijala (Cakmak i sur., 2020). Pove¢ana propusnost u uzorcima s dodatkom ekstrakta
koprive moze se pripisati promjenama u strukturi materijala nakon procesa susSenja, gdje je
moguce da spojevi prisutni u ekstraktu (npr. fenoli) utje€u na preraspodjelu proteinskih lanaca
u kristalnoj reSetki matriksa. Opcenito, dugo je poznata Cinjenica da proteinski filmovi izliveni
iz vodenih otopina nisu obecavajuce vodene barijere (Kokoszka i sur., 2010), a upravo krhkost
i lo8a barijera ograni€avaju primjenu folija iz izolata proteina sirutke (WPI) u sektoru pakiranja
hrane (Baldone Lara i sur., 2021). Nadalje, moguca su i mikro-oStecenja nastala tijekom

odljepljivanja filma s podloge za izlijevanje ili tijekom rukovanja. Sli¢na opazanja zabiljezili su
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Mabhjoorian i suradnici (2021) koji su u svom istrazivanju ispitivali utjecaj ugradnje etericnog
ulja koprive u zZelatinski film te okarakterizirali fizikalna, antimikrobna i morfoloska svojstva.
Prema autorima, zbog prisutnosti hidrofilnih skupina, proteinski filmovi kao $to je Zelatina
pokazuju nepropusnost prema vodenoj pari dok dodavanjem eteri€nog ulja koprive mogu
nastati pukotine u strukturi filma $to onda uzrokuje povecéanje propusnosti vodene pare. Prema
Papadaki i sur. (2022) povrSinska hrapavost i ve¢a poroznost filmova izlivenih iz otopina s pH
7 kao Sto su bile vrijednosti i u ovom radu, mogu razjasniti visi WVP jer su autori otkrili da je
jaCina disulfidnih veza pri neutralnom pH loSija, odnosno poviSenje pH promovira bolje
medumolekularno S-S vezivanje i hidrofobne interakcije, a time i proizvodnju kohezivnijih i
manje propusnih filmova. lako filmovi iz ovog rada nisu vizualno bili hrapavi (potpoglavije 4.3.),
rije€ je o promjenama na mikroskali.

Izmjerene vrijednosti za brzinu prijenosa vodene pare (WVTR) najnize su za kontrolni
uzorak, a najvide za uzorak s dodatkom 2 % (m/V) ekstrakta. Buduéi da brzina prijenosa
vodene pare opisuje koli¢inu vodene pare koja prolazi kroz materijal tijekom odredenog
razdoblja, to je vazan pokazatelj kvalitete u pakiranju hrane, jer je u€inkovita barijera za vlagu
klju€na za odrzavanje proizvoda svjeZima i sprieCavanje kvarenja. Takoder, buduci su kontrolni
uzorci manje propusni na vodenu paru, za oCekivati je da je i brzina prijenosa vodene pare

niZza kod ovih uzoraka.

4.3. BOJA | TRANSPARENTNOST FILMOGENIH OTOPINA

4.3.1. Boja filma

Boja jestivog filma odredena je CIE L*, a* b* prostornim modelom. Rezultati analize
kolorimetrijskih parametara na uzorcima WPI, WPI+1 % te WPI+2 % prikazani su na slici 3. 1z
izmjerenih vrijednosti vidljivo je da nema statistiCki znacajne razlike ovisno o vrsti filma,
odnosno filma bez ekstrakta i flmova sa dodanim koncentracijama ekstrakta. Vrijednost za
parametar L* ukazuje na svjetlinu filma, gdje je vrijednost 0 tamno (crno), a 100 svijetlo (bijelo).
U usporedbi sa uzorkom filma koji ne sadrzi ekstrakt lista koprive WPI, izmjerene vrijednosti
uzoraka sa ekstraktom za L* vrijednost kod WPI iznosila je 91,79, dok je kod WPI+1 % bila
90,29 te za WPI+2 % 90,60, Sto ukazuje da se indeks svjetline smanjio dodavanjem ekstrakta

koprive. Vizualni dojam je da je kontrolni uzorak je bio proziran do blago Zutog obojenja.
Na raspon boja (crveno-zeleno) ukazuje parametar a*, dok parametar b* ukazuje na

raspon boja (zuto-plavo). Kontrolni uzorak je imao najviSu vrijednost a* koja se smanijila

dodatkom ekstrakta, neovisno o koncentraciji ekstrakta ukazujuci na povecanje zelenog tona
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boje u uzorcima s ekstraktom. To se pripisuje prirodnoj boji ekstrakta koprive, njegovom
sastavu i prisutnosti pigmenata, medu kojima je najzastupljeniji kolorfil, koje oc€igledno utje¢u
na boju filma nakon njegovog dodavanja. lako su vrijednosti parametra b* kod svih uzoraka
bile negativne, kod uzoraka s dodatkom ekstrakta ove vrijednosti su takoder statisticki

znacajno razli€ite u odnosu na kontrolni uzorak.
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Slika 2. Parametri boje proizvedenih filmova a) svjetlina L*, b) parametar a*, i ¢) parametar
b*
*Razliciti eksponenti (3¢) ukazuju na statistiCki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05)
WPI — film na bazi izolata proteina sirutke, WPI+1% - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 1
% (m/V) ekstrakta lista koprive, WPI+2 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 2 % (m/V)
ekstrakta lista koprive

Karakteristike boje jestivih flmova jedno su od fizi¢kih svojstava koje je vrlo vazno jer ¢e
utjecati na izgled proizvoda prilikom apliciranja i uz okus i teksturu jedno od tri vazna aspekta
u prihvaéanju hrane (Papadaki i sur., 2022)

Ukupna razlika boje izraCunata je u odnosu na kontrolni uzorak AE (tablica 4). Filmovi s
dodatkom ekstrakta koprive razlikovali su se od kontrolnog, no nije bilo statistiCki znacajne
razlike ovisno o koncentraciji dodanog ekstrakta. AE za oba filma sa ekstraktom iznosile su
oko 3, Sto ukazuje na moguce razlike koje se percipiraju ljudskim okom na grani¢noj razini.
Rezultati istraZivanja u skladu su sa istraZivanjima koje su proveli Mahjoorian i suradnici (2021)
(Zelatina s koprivom) i Haghju i suradnici (2016) (kitozana s koprivom) gdje su takoder uo¢ene
statistiCki znaCajne razlike u obojenosti dodatkom koprive u razliCite formulacije. Sli€no su
dokazali i Norajit i suradnici (2010) koji su proveli ispitivanje ugradnje ekstrakta bijelog i

crvenog ginsenga na biorazgradive alginatne filmove.

4.3.2. Transparentnost

Transparentnost (T) definiramo kao propusnost filma na svijetlost i vazno je fizikalno-
kemijsko svojstvo zbog toga Sto utjeCe na zastitu proizvoda od svjetlosti sprieCavajuci tako
nezeljene reakcije fotooksidacije. Bitno je naglasiti da je pozZeljno da jestivi film/previaka kao

ambalazni materijal imaju visoku transparentnost kako ne bi utjecali na izgled proizvoda, no
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ne i ako je cilj zastita od fotooksidacije kada je manja transparentnost pozeljno svojstvo. Sto
je vrijednost T veca, to je manja transparentnost filma, odnosno film odbija viSe svijetlosti nego
Sto je apsorbira. 1z rezultata koji su prikazani u tablici 4, Teoo Vrijednost kontrolnog uzorka

iznosila je 0,69 a Tes0 0,68 ukazujuéi da je kontrolni film vrlo transparentan.

Tablica 4. Ukupna razlika u obojenosti i transparentnost filmova od izolata proteina sirutke s i
bez dodatka ekstrakta lista koprive

UZORAK AE Teoo (%) Teso (%)

WPl | 0,00+0,00° 0,69+0,222 0,68+0,222
WPI + 1%/ 2,68+1,222 0,21+0,00P 0,20+0,00P
WPI + 2%/ 3,14+1,032 0,46+0,092° 0,44+0,08%

*Razli¢iti eksponenti (3-¢) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05)
WPI — film na bazi izolata proteina sirutke, WPI+1 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak
1% (m/V) ekstrakta lista koprive, WPI+2 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 2 % (m/V)
ekstrakta lista koprive

Filmovi sa ekstraktom WPI+1 % i WPI+2 % su manje transparentni u odnosu na kontrolni
uzorak. Razlog manje transparentnosti filma sa ekstraktom je posljedica prisutnih obojenih
bioaktivnih spojeva iz ekstrakta lista koprive, kao npr. klorofila i karotenoida (Repaji¢ i sur.,
2021). Zhao i sur. (2022) su takoder objavili da su WPI filmovi vrlo transparentni u rasponu
valnih duljina vidljive svjetlosti. Takoder, isti autori ukazuju da debljina filma nije osnovni
parametar koji utje€e na transparentnost filma, Sto se podudara i sa rezultatima ovog
istrazivanja buducéi da su evidentne razlike u debljini filmova no transparentnost ne slijedi vidljivi
trend. Filmovi s ekstraktom koprive viSe su transparentni od onih iz istraZivanja Alvarez-Perez
i sur. (2022) gdje je transparentnost filmova od proteina sirutke s dodatkom polifenola iznosila

vise od 1 % u usporedbi s ovim istrazivanje gdje se vrijednosti Tego krecu od 0,21 do 0,46 %.
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4.4. UDIO UKUPNIH FENOLA

Rezultati mjerenja ukupnih fenola prikazani su grafi¢ki na slici 3. U uzorcima filma sa
dodanim ekstraktom lista koprive udio ukupnih fenola statisticki je zna¢ajno vec¢i u odnosu na
kontrolni uzorak i iznosi od 30 do 60 mgGAE/g filma. Takoder, dodatkom vece koliCine
ekstrakta raste i udio ukupnih fenola u filmu. lako u kontrolnom uzorku nema fenola, Folin-
Ciocalteuov reagens nije specifican za fenolne spojeve i moze reagirati s drugim tvarima kao
Sto su aromatske aminokiseline; stoga su rezultati dobiveni ovom metodom mjera redukcijskog
kapaciteta uzorka i odredeni signal odnosno koli€ina je izmjerena i u kontrolnom uzorku (De
Morais i sur., 2022).

Buduci fenolni spojevi mogu stupiti u interakciju s proteinima, $to dovodi do stvaranja
topivih ili netopivih kompleksa i §to moZze utjecati na njihovu bioaktivnost, moguc¢nost detekcije
nakon otapanja filma je pozeljna. Interakcija fenolnih spojeva s mlije¢nim proteinima moze
utjecati na antioksidativni kapacitet, bilo poveé¢anjem ili smanjenjem ovog svojstva (de Morais
i sur. 2022). Prema Elez-Garofuli¢ i sur. (2021) osnovni fenolni spojevi koji se mogu naci u
ekstraktu koprivu su umbelliferon, protokatehuinska kiselina, isorhamnetin 3-O-rutinozid,
kamferol-3-O-rutinozid, kamferol, mircetin, luteolin, kafeinska kiselina, eskuletin, kininska
kiselina, kvercetin-3-rutinozid, p-kumarinska kiselina, cimetna kiselina, apigenin,
epigalokatehin galat, ferulinska kiselina, kemferol pentozid, kemferol ramnozid, kvercetin-
acetil-rutinozid, p-hidroksibenzojeva kiselina, galna kiselina, epikatehin, epikatehin galat,

kamferol, koji su odgovorni i za antioksidacijsku aktivnost.

U znanstvenoj literaturi dostupni su mnogobrojni radovi u kojima se istraZzuju
formulacije jestivih flmova od proteina sirutke s dodacima bioaktivnih spojeva, kao npr.
dodatak polifenola iz ¢ajevca (Ming i sur., 2020), iz ruzmarina i kadulje (Kontogianni i sur.,
2022), ekstrakta zrna kave (Papadaki i sur., 2022) i sl.

Alvares Perez i sur. (2022) su pokazali da se dodatkom ekstrakta biljke i zna€ajno
povision udio polifenola u filmu od proteina sirutke. Takoder autori su pokazali da su upravo
polifenoli odgovorni za promjene u topljivosti i transparentnosti filma, $to je u skladu s
rezultatima ovog istrazivanja (potpoglavlje 4.3.2.). U jestivim filmovima udio ukupnih fenola
pokazatelj je zastitne uloge jer fenoli djeluju baktericidno i antioksidativno. Isto tako imaju

antiupalno i antikancerogeno djelovanje zbog toga povoljno utjeCu na zdravlje ljudi.
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Slika 3. Udio ukupnih fenola (TPC) u uzorcima filma od izolata proteina sirutke.

*Razliciti eksponenti (3-¢) ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05)

WPI — film na bazi izolata proteina sirutke, WPI+1 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 1
% (m/V) ekstrakta lista koprive, WPI+2 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 2 % (m/V)
ekstrakta lista koprive

4.5. PROPUSNOST NA KISIK I UGLJIKOV DIOKSID

Vrijednosti propusnosti filmova na kisik i ugljikov dioksid prikazani su na slici 4. Polisaharidi
i proteini su polimeri koji mogu formirati snazne molekulske veze $to posljedi¢no stvara dobru
barijeru za plinove kao $to su O, te CO, (Andrade i sur., 2012). Visa vrijednost PO, znaci vecu
propusnost za kisik, a isto tako visa vrijednost PCO; znaci ve¢u propusnost za ugljikov dioksid.

Film s dodatkom 1 % ekstrakta (WPI+1 %) ima vecu propusnost za kisik u odnosu na
uzorak bez ekstrakta. Isto tako, rezlultat mjerenja za PCO; kod filma sa ekstraktom WPI+1 %
bio je viSi u odnosu na WPI §to znaci da ima vecu propusnost za CO,. Do poviSenja vrijednosti
dolazi zbog naruSavanja strukture filma dodatkom ekstrakta. Nadalje, dodatkom vece
koncentracije ekstrakta dolazi do smanjena propusnosti na plinove. Suprotno rezultatu ovog
istrazivanja, u literaturi je zabiljeZeno da antioksidansi kao Sto su feruli¢na kiselina i ekstrakt
propolisa dovode do smanjenja propushost kitozanskih filmova na kisik zbog interakcije
izmedu aktivnhe komponente i polimera odnosno umrezavanja (eng. crosslinking) (Aljawish i
sur., 2016; Siripatrawan i Vitchayakitti (2016). Prema literaturi, filmovi proteinskih izolata imaju
manju propusnost kisika od neionskih polisaharidnih filmova zbog nizeg slobodnog prostora
izmedu polimernih lanaca, dok ugradnja funkcionalniih dodataka kao $to su eteriCna ulja i
njihovi izolirani sastojci oblikuju heterogenu matricu koja se sastoji od proteina i ulja, Sto dovodi

do vece propusnosti plina (Cakmak i sur., 2020).
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U skladu s navedenim, moguce je da su bioaktivne tvari u listu koprive, medu kojima su i
neki antioksidansi dovele do uo¢enog smanjenja PO, i PCO: kod filma s dodatkom 2 % (m/V)

ekstrakta koprive.

mPO2 mPCO2

Koeficijent propusnosti (10
cm®m-1dan?bar?)

WPI WPI+1% WPI+2%
Uzorak

Slika 4. Koeficijent propusnosti kisika i ugljikovog dioksida u filmovima od izolata proteina

sirutke s i bez dodatka ekstrakta lista koprive.

*Razli¢iti eksponenti (3€) ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05)

WPI - film na bazi izolata proteina sirutke, WPI+1 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak
1% (m/V) ekstrakta lista koprive, WPI+2 % - film na bazi izolata proteina sirutke uz dodatak 2 % (m/V)
ekstrakta lista koprive

Propusnost kisika je mozda i naj¢eSce istrazeno svojstvo jestivih filmova buduci da kisik utjece
na degradaciju hrane, ukljuCujuc¢i uzeglost masti i ulja, rast mikroorganizama, enzimsko
posmedivanje i gubitak vitamina. lako je propusnost jestivih filmova, ¢esto znacajno niza ili u
rangu sintetskih polimera i barijernih previaka (npr. EVOH), ovisno o modifikaciji strukture
funkcionalnim dodacima prirodnog podrijetla (npr. ekstrakt koprive) moze doéi do znacajnog
narusavanja ovog svojstva. Razlog moze biti i zbog polarne prirode i nelinearne strukture, sto
rezultira veéim slobodnim volumenom (Kandasamy i sur., 2021). Propusnhost na plinove kod
hidrofilnih filmova kao $to je WPI znacajno se mijenja s poviSenjem RH okoline, pa je stoga

prilikom njihove primjene vazno poznavati RH okoline.

Odrzavanje RH klju¢no je za maksimiziranje uc€inkovitosti jestivih filmova kao funkcionalnih
barijera, budu¢i da viSa RH moze znatno povecati propusnost na kisik i ugljikov dioksid.
Takoder, zbog izvrsne barijere na kisik, ali slabih mehanickih svojstva i ve¢ spomenute
osjetljivosti na vlagu, njihova industrijska upotreba kao materijala za pakiranje hrane je

ograniCena. Ipak, kako bi se prevladala ta ogranienja, izolat proteina sirutke bi se mogao
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koristiti ne samo kao jestivi film ve¢ i kao funkcionalna prevlaka na sinteticki polimerni film
(Song i sur., 2022).
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5. ZAKLJUCCI

1. Dodatak ekstrakta lista koprive gotovo da i ne utje€e na vrijednost pH. Sve prisutne
koncentarcije ekstrakta nisu pokazale statistic¢ki zna€ajnu razliku medu uzorcima.

2. Dodatak ekstrakta lista koprive od 1 i 2 % (m/V) ne utjee na viskoznost filmogene
otopine.

3. Prisutnost ekstrakta lista koprive povecava debljinu filma. Filmovi sa ekstraktom
imaju vecu debljinu, WPI+1 % (216,0 um) te WPI+2 % (152,4 um) u odnosu na film
bez ekstrakta WPI (116,0 um) .

4. Dodatak ekstrakta lista koprive utjeCe na barijera svojstva filmogenih otopina
Filmovi sa ekstraktom pokazali su ve¢u propusnost na vodenu paru u odnosu na
film bez sadrzaja istih. Vrlo je vjerojatno da spojevi prisutni u ekstraktu (npr.fenoli)
utjeCu na preraspodjelu proteinskih lanaca u kristalnoj reSetki matriksa nakon
procesa susenja.

5. Izmjerene vrijednosti za brzinu prijenosa vodene pare najnize su kod kontrolnog
uzorka WPI, a najviSe kod uzorka s dodatkom 2 % (m/V). S obzirom da su kontrolni
uzorci manje propusni na vodenu paru, bilo je i za oCekivati da ¢e i brzina prijenosa
vodene pare biti niza kod istih.

6. Kontrolni uzorak je proziran do blago Zutog obojenja. Dodatkom ekstrakta,
vrijednost a* se smanijila kod kontrolnog uzorak $to ukazuje na povecéanje zelenog
tona kod uzoraka sa ekstraktom. Vrijednosti za b* kod uzoraka sa ekstraktom su
znacajno razlicite u odnosu na kontrolni uzorak

7. Filmovi sa ekstraktom su manje transparentni u odnosu na kontrolni uzorak zbog
prisutnih bioaktivnih spojeva iz ekstrakta lista koprive poput klorofila i karotenoida.

8. Udio ukupnih fenola u uzorcima sa dodanim ekstraktom lista koprive znacajno je
veci u odnosu na kontrolni uzorak. 1z rezultata je vidljivo da i dodatkom vece koli€ine
ekstrakta udio ukupnih fenola raste i iznosi 30 do 60 mgGAE/g filma.

9. Film sa dodatkom 1 % (m/V) ekstrakta ma vecéu propusnost za kisik i ugljikov
dioksid u odnosu na kontrolni uzorak. Kod filma sa dodatkom 2 % (m/V) ekstrakta
doslo je do vidljvog smanjenja propusnosti za kisik i ugljikov dioksid. Razlog tomu

pripisujemo bioaktivnim tvarima u listu koprive, medu kojima su i neki antioksidansi.
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