UNIVERZITET U BEOGRADU

TEHNOLOSKO-METALURSKI FAKULTET

Jelena N. Jovanovic¢

Inkapsulacija aktivnhih komponenti u pektin |
hitozan za primenu u aktivhom pakovanju i
biopesticidima

doktorska disertacija

Beograd, 2022.



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF TECHNOLOGY AND METALLURGY

Jelena N. Jovanovic¢

Encapsulation of active components in pectin
and chitosan for application in active
packaging and biopesticides

doctoral dissertation

Belgrade, 2022.



MENTORI:

dr Maja Vukasinovié¢-Sekuli¢, vanredni profesor
Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu

dr Jovana Cirkovié, visi nau¢ni saradnik
Institut za multidisciplinarna istrazivanja, Univerzitet u Beogradu

CLANOVI KOMISIJE:

dr Zorica KnezZevi¢-Jugovi¢, redovni profesor
TehnoloSko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu

dr Marica Rakin, redovni profesor
Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu

dr Aleksandar Radojkovié, visSi nauéni saradnik
Institut za multidisciplinarna istrazivanja, Univerzitet u Beogradu

Datum odbrane doktorske disertacije: , Beograd




Zahvalnica

Doktorska disertacija ,,Inkapsulacija aktivnih komponenti u pektin i hitozan za primenu u
aktivnom pakovanju i biopesticidima”™ je rezultat rada u Institutu za multidisciplinarna istrazivanja
Univerziteta u Beogradu.

Zahvaljujem se svom mentoru dr Jovani Cirkovié, visem naucnom saradniku Instituta za
multidisciplinarna istrazivanja Univerziteta u Beogradu, za pomo¢ prilikom definisanja teme i
izrade disertacije, kao i na nesebicnoj podrsci, korisnim savetima i diskusijama tokom mog
istrazivackog rada. Takode, zahvalnost dugujem svom mentoru sa TehnoloSko-metalurskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu, dr Maji Vukasinovié-Sekulié, vanrednom profesoru, na veoma
korisnim savetima i sugestijama, nesebicnoj podrsci i pomoci prilikom oblikovanja doktorske
disertacije.

Zahvaljujem se dr Zorici Knezevié-Jugovi¢, redovnom profesoru Tehnolosko-metalurskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu, na korisnim sugestijama, svesrdnoj podrsci i pomoci prilikom
oblikovanja doktorske disertacije. Takode, zelela bih da se zahvalim dr Marici Rakin, redovnom
profesoru TehnoloSko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, na korisnim sugestijama
prilikom oblikovanja doktorske disertacije.

Posebnu zahvalnost dugujem kolegama sa Instituta za multidisciplinarna istrazivanja, pre svega
dr Aleksandru Radojkovicu, visem naucnom saradniku, na pomoci u pisanju naucnih radova, kao i
oblikovanju i pisanju doktorske disertacije. Dr Nikoli Tasi¢u, naucnom saradniku, se zahvaljujem
na strpljenju i ulozenom vremenu prilikom mikroskopskih analiza, kao i na korisnim savetima i
sugestijama. Zahvalnost dugujem dr Dragosavu MutavdZzicéu, naucnom saradniku, na nesebicnoj
pomoci i ulozenom vremenu prilikom statististcke analize rezultata. Dr Slobodanu Krnjajicu, visem
naucnom saradniku, se zahvaljujem na uradenim analizama prilikom ispitivanja insekticidnih
svojstava i korisnim strucnim savetima. Takode, zahvaljujem se Gordani Stanojevi¢ na pomoci
prilikom FTIR, TGA/DTG i DSC analiza.

Zahvaljujem se dr Gordani Baki¢ i dr Zarku Miskovicu sa Masinskog fakuleta Univerziteta u
Beogradu na pomoci pri odredivanju mehanickih karakteristika materijala.

Posebnu zahvalnost za smernice i dragocene strucne savete dugujem dr Goranu Brankovicu i
dr Zorici Brankovié, naucnim savetnicima wu Institutu za multidisciplinarna istraZivanja
Univerziteta u Beogradu, cijom je pomoci i zalaganjima omogucena izrada ove doktorske
disertacije.

Zahvaljujem se svojim kolegama i priateljima na podrsci i razumevanju.

Neizmernu zahvalnost dugujem svojoj porodici na beskrajnoj podrsci, ljubavi i razumevanju,
kojoj posvecujem ovaj rad.

Beograd, 2022. Jelena Jovanovié¢



Inkapsulacija aktivnih komponenti u pektin i hitozan za primenu u aktivhom
pakovanju i biopesticidima

Sazetak

Predmet istrazivanja ove doktorske teze je priprema biopolimernih emulzija i disperzija, kao i
dobijanje tankih filmova i prevlaka od njih, koje se mogu koristiti u aktivnom pakovanju za zastitu
namirnica i kao biopesticid. Glavni koncept nau¢no-istrazivackog rada zasniva se na ugradnji
aktivnih komponenti (etarsko ulje limunove trave, Zn(CH3;COO);2H,0, nanocestice ZnO) u
polimernu matricu pektina i hitozana, sa ciljem da se postigne njihovo sporo otpustanje i produzena
antimikrobna/ insekticidna aktivnost. Emulzije i filmovi su ispitani razli¢itim metodama u cilju
strukturne (Particle Analyzer, ATR-FTIR, TGA/DTG i DSC) i morfoloske (AFM, SEM)
karakterizacije. Takode, odredena su mehanicka svojstava i rastvorljivost filmova. Antibakterijsko
dejstvo emulzija i disperzija testirano je u in vitro uslovima na vrstama bakterija koje su Cesti
uzroCnici kontaminacije 1 trovanja namirnicama (Escherichia coli, Bacillus subtilis i
Staphylococcus aureus). Filmovi na bazi hitozana pokazali su bolja mehanicka svojstva i nizi stepen
rastvorljivosti u poredenju sa filmovima na bazi pektina. Emulzije i disperzije na bazi hitozana su
pokazale jaCi antibakterijski efekat u in vitro uslovima, dok je kod emulzija na bazi pektina
primeceno sinergistiCko dejstvo izmedu aktivnih komponenti. Efikasnost prevlaka, koje bi se
primenjivale u izradi aktivnog pakovanja, testirana je u in vivo uslovima na sveZim malinama
(Rubus idaeus L.), pri ¢emu je ostvaren produzetak svezine i roka trajanja maline sa Cetiri na osam
dana. Dejstvo emulzije na bazi pektina kao biopesticida ispitano je na krompirovom moljcu
(Phthorimaea operculella L.), kada je efekat sporog otpusStanja doveo do produzenog dejstva
bioaktivnih jedinjenja inkapsuliranog etarskog ulja u efikasnom suzbijanju krompirovog moljca.

Kljuéne reci: biopolimeri, pektin, hitozan, aktivne komponente, inkapsulacija, aktivno pakovanje,
biopesticidi.

Naucna oblast: Tehnolosko inZenjerstvo
UZa naucna oblast: Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija
UDK broj:



Encapsulation of active components in pectin and chitosan for application in
active packaging and biopesticides

Abstract

The research subject of this doctoral thesis is the preparation of biopolymer emulsions and
dispersions, as well as obtaining thin films and coatings from them, which can be used in active
packaging for food protection and as a biopesticide. The main concept of the scientific research is
based on the incorporation of active components (lemongrass essential oil, Zn(CH3;COQ),-2H-0,
ZnO nanoparticles) into the polymer matrix of pectin and chitosan, to achieve their slow-release and
prolonged antimicrobial/ insecticidal activity. The emulsions and films were investigated by various
methods for structural (Particle Analyzer, ATR-FTIR, TGA/DTG, and DSC) and morphological
(AFM, SEM) characterization. Also, the mechanical properties and solubility of the films were
determined. The antibacterial effect of emulsions and dispersions was tested in vitro on the bacteria
that are frequent causes of contamination and food poisoning (Escherichia coli, Bacillus subtilis,
and Staphylococcus aureus). The chitosan-based films showed better mechanical properties and a
lower degree of solubility compared to the pectin-based films. The chitosan-based emulsions and
dispersions showed a stronger antibacterial effect in vitro, while a synergistic effect between the
active components was observed in the pectin-based emulsions. The effectiveness of the coatings,
which would be applied in the production of active packaging, was tested in vivo on fresh
raspberries (Rubus idaeus L.), whereby the freshness and shelf life of raspberries were extended
from four to eight days. The effect of the pectin-based emulsion as a biopesticide was tested on the
potato tuber moth (Phthorimaea operculella L.) when the slow release effect led to the prolonged
activity of the bioactive compounds of the encapsulated essential oil in the effective control of the
potato tuber moth.

Keywords: biopolymers, pectin, chitosan, active components, encapsulation, active packing,
biopesticides.

Scientific field: Technological engineering
Scientific subfield: Biochemical engineering and biotechnology
UDC number:
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Uvod

Poslednjih par decenija u prehrambenoj i poljoprivrednoj industriji doslo je do sve vec¢e upotrebe
vestackih materijala i hemikalija, pocCevsi od plasticne ambalaze, preko Stetnih aditiva i
konzervanasa, do pesticida. Upotreba ovih materijala dovela je do ozbiljnih ekolodkih problema,
koji se odrazavaju na zivotnu sredinu, zdravlje ljudi i zivotinja [1]. Plasticna ambalaza, koja
predstavlja monomere dobijene iz naftnih derivata, ¢ini polovinu ukupnog svetskog plasti¢nog
otpada. Samo 14% plasticne ambalaze prikuplja se za reciklazu, dok se samo 5% uspesno reciklira i
ponovo Koristi za proizvodnju novog plasti¢nog materijala. Ovaj otpad koji se odlaze na deponijama
uzrok je stvaranja metana, gasa staklene baste, koji za vise od 2000% prevazilazi ugljen-dioksid u
izazivanju globalnog zagrevanja [2]. Zabrinutost zbog brzog troSenja fosilnih goriva, kao i
akumulacija iskoris¢enog plasticnog ambalaznog materijala dovela je do teznje za upotrebom
prirodnih materijala, gde materijali poput biopolimera i prirodnih biljnih proizvoda dobijaju sve
viSe na znacaju [1,3]. S druge strane, nekontrolisana i ucestala upotreba pesticida u velikoj meri
dovodi do zagadenja zemljiSta, vode i vazduha [4,5]. Sinteticki pesticidi mogu izazvati ozbiljna
zagadenja zivotne sredine, & mnogi Visoko-toksi¢ni pesticidi mogu prouzrokovati ozbiljne bolesti
kod ljudi i Zivotinja [4,6]. Takode, jo$ jedan od znacajnih problema sa kojim se susrece savremeno
drustvo jesu velike koli¢ine otpada od neiskoriS¢ene hrane, koji takode, utice na globalnu emisiju
gasova staklene baste [7].

Aktivno pakovanje je jedan od inovativnih trendova u nauci o materijalima i tehnologiji
pakovanja svezih namirnica kojima se mogu prevazic¢i navedeni problemi. Aktivne komponente u
ambalaznom materijalu reaguju sa uzro¢nicima kvarenja hrane, pruzajuci na taj na¢in bolji kvalitet,
zaStitu, kao i produZeni rok trajanja namirnica, u poredenju sa tradicionalnim ambalaznim
materijalima [8,9]. Upotreba aktivne ambalaze, takode, moze smanjiti koli¢nu neiskoris¢ene hrane
[7]. S druge strane, rastu¢a potraznja potrosaca za hranom bez hemijskih konzervanasa usmerila je
mnoga istrazivanja u pravcu pronalazenja prirodnih materijala koji se mogu koristiti da bi se
produZio rok trajanja prehrambenih proizvoda. Tako, ambalaza na bazi biopolimera dobija sve vise
na znacaju, kao i prirodne supstance koje poseduju antimikrobna i antioksidativna svojstva, poput
etarskih ulja i nekih prirodnih biopolimera [10,11]. Jedna od najpoZeljnijih osobina koju treba da
poseduje savremeni materijal za pakovanje jeste odrzivost. Odrzivi razvoj predstavlja sastavni deo
multidisciplinarnog koncepta koji objedinjuje ekoloke, socijalne i ekonomske karakteristike, kako
bi se nastavio i stalno poboljsavao zivotni sistem ljudi. Biopolimeri dobijeni iz obnovljivih sirovina
U potpunosti prate ideju odrzZivosti, uglavnhom zato Sto biopolimeri, kao funkcionalni materijali,
nude jedinstvena karakteristicna svojstva, ukljucujuéi rasprostranjenost u prirodi, biorazgradljivost,
manju toksic¢nost I raznovrsnost u pogledu fizickih i hemijskih svojstava. Prema tome, ambalaZa za
prehrambene proizvode izradena na bioloskoj osnovi moze predstavljati sveukupni koncept
odrzivog proizvoda [3]. Prirodni biopolimeri mogu biti nosioci razli¢itih aktivnih komponenti
(etarska ulja, biljni ekstrakti, nano¢estice i mnogi drugi), obezbedujuci njihovo sporo otpustanje i
produzeno dejstvo. Pored osnovne funkcije da produzi rok trajanja hrani, ambalazni materijal
proizveden na bazi prirodnih biopolimera ekoloski je prihvatljiv. Posebno, biorazgradivi materijali
u obliku tankih filmova ili prevlaka sa inkorporiranim aktivnim komponentama pokazali su se kao
efikasno resenje da bi se hrana zastitila od kvarenja [10,12-14].

Etarska ulja su odavno prepoznata kao aktivne komponente u ambalaznim materijalima,
zahvaljujuéi njihovoj antimikrobnoj aktivnosti [15]. Upotreba etarskih ulja ogranic¢ena je njihovom
isparljivosc¢u, niskom rastvorljivosti u vodi i osetljivosti na oksidaciju [16]. Ovaj problem se moze
prevazi¢i inkapsulacijom etarskih ulja u polimernu matricu koja deluje kao proaktivni film,
izolujuéi unutra$nje jezgro (aktivnu komponentu) [17]. Inkapsulacija etarskih ulja u polimerne
disperzije izvodi se primenom tehnika emulgovanja i/ ili homogenizacije, tako da se dobijaju fine
emulzije koje sadrze polimer u kontinualnoj vodenoj fazi. 1z ovakvih emulzija se dalje mogu
formirati prevlake ili filmovi. U osusenim prevliakama/ filmovima ostaju kapljice etarskog ulja

1



ugradene u polimernu matricu [18], Sto omogucéava sporo oslobadanje aktivne komponente i
njihovo produzeno dejstvo [19]. lzbor polimernog materijala, takode, ima vaznu ulogu u
inkapsulaciji, u zavisnosti od predvidene primene [20]. U tu svrhu, biopolimeri poput hitozana,
pektina i Zelatina, naSli su primenu zbog svojih hemijskih i fizi¢kih svojstava, kao i zbog
netoksicnosti | bezbednosti za ljudsko zdravlje i zivotnu sredinu [21-23].

Metali u obliku soli, oksida, koloida, kompleksa ili elementarnih nanocestica, pronasli su
primenu u aktivnom pakovanju za hranu, zbog njihovih adekvatnih svojstava (sposobnosti za
oksidaciju etilena, uklanjanje kiseonika ili antimikrobnog dejstva) [24-26]. Nanocestice metala se
sve ¢eSce koriste kao antimikrobna sredstva zbog njihove visoke termicke stabilnosti, dugotrajnosti
i Sirokog spektra antifungalnih i antibakterijskih aktivnosti [27]. Neki nanostrukturni oksidi, poput
cink-oksida (ZnO), sve viSe se koriste da bi se produzio rok trajanja hrane, zbog njihove
antimikrobne aktivnosti. ZnO se koristi kao dodatak u prehrambenoj industriji i u sto¢noj hrani [28].
Inkorporacija ZnO u razne biopolimerne materijale (hitozan [29], hitozan/ arabik guma [30] i
pektin/ alginat [31]) dovela je do poboljSanja antimikrobnih svojstvava. Takode, najnovija
istrazivanja obuhvatala su kombinacije nekih etarskih ulja i nanocestica ZnO inkorporiranih u
polimerne matrice, za potencijalnu primenu u antimikrobnom pakovanju: nanocestice ZnQO i etarsko
ulje karanfilica ugradeni u Zzelatin tipa B poboljsali su mehanicka svojstva i doveli do dobre
antibakterijske aktivnosti [32]; nanocestice ZnO u kombinaciji sa nekim etarskim uljima povecali su
antibakterijska svojstva filmova na bazi polilaktida [33]; etarsko ulje ruzmarina i nanocestice ZnO u
polimernoj matrici natrijum-kazeinata uticali su na poboljSanje mehanic¢kih i barijernih svojstva
filmova i smanjenje propusnosti vodene pare [34]; sinergisticki efekat nanocestica ZnO/ Ag,
etarskog ulja citronele i hitozana pruzio je Sirok spektar antimikrobne aktivnosti [35]. Sva ova
istrazivanja svedoce o0 sve vec¢oj ulozi nanocestica metala u zastiti hrane.

U poslednje vreme postoji povecano interesovanje za prirodnim pesticidima zbog Stetnosti po
ljudsko zdravlje i povecanog zagadenja zivotne sredine izazvanog sintetickim pesticidima [4-6].
Izraz ,,prirodni pesticidi” podrazumeva direktnu ili indirektnu upotrebu prirodnih biljnih proizvoda
(ukljucujuci etarska ulja) u kontroli razlic¢itih Stetocina i bolesti [6]. Biopesticidi i ,,zeleni pesticidi”
su izrazi koji se, takode, koriste za prirodne pesticide i ukljucuju sve prirodne materijale koji mogu
smanjiti populaciju Steto¢ina [36,37]. Bioloski efekti etarskog ulja limunove trave (Cymbopogon
citratus L.) poslednjih godina su u fokusu istraZzivanja. Etarska ulja razli¢itih vrsta roda
Cymbopogon (Poaceae) sve cCeS¢e se koriste zbog svojih antimikrobnih svojstava, kao i
insekticidnog i repelentnog dejstva na insekte [38]. Ova etarska ulja takode, pokazala su
potencijalnu primenu u razli¢itim metodama suzbijanja Stetocina u nekim zemljama, Sto znaci da se
u buducnosti oéekuje sve intenzivniji razvoj alternativnih prirodnih pesticida, koji bi zamenili one
sinteticke, hemijske [39,40].

Cilj ove doktorske disertacije je da se primenom materijala koji su prirodni, biorazgradivi,
netoksi¢ni, bezbedni po zdravlje ljudi i zivotinja, mogu prevazi¢i i smanjiti problemi poput
plasti¢nog otpada, otpada od hrane, zatim smanjenje upotrebe sinteti¢kih pesticida, Stetnih aditiva i
konzervanasa. Osnovni koncept predstavlja inkapsulaciju aktivnih komponenti u biopolimernu
matricu i njihovo sporo otpustanje sa produzenom antimikrobnom i insekticidnom aktivnoscu.
Inkapsulacija je postignuta tehnikom visokoenergetske homogenizacije, kao i primenom
emulgatora. Kori$¢eni su polimeri poput hitozana, pektina i Zelatina, koji se svrstavaju u grupu
prirodnih polimera ekstrahovanih direktno iz biomase, zbog njihove dostupnosti, biorazgradljivosti,
biokompatibilnosti i bezbednosti [14]. Etarsko ulje limunove trave i njegova kombinacija sa
Zn(CH3CO0),-2H,0 (Zn-Ac) ili nanocesticama ZnO upotrebljeni su kao aktivne komponente
ugradene u matricu biopolimera, pretpostavljajuci njihovo sinergisticko dejstvo. Ideja upotrebe dve
razli¢ite vrste aktivnih komponenti, etarsko ulje limunove trave kao isparljivo organsko jedinjenje
sa fumigantnim i kontaktnim dejstvom i ZnO/ Zn-Ac kao neorganske Cestice/ joni sa kontaktnim
dejstvom, predstavlja pokusSaj da se poboljSa i proSiri spektar zaStite od razvoja patogenih vrsta
mikroorganizama, kako svezeg voca, tako i ambalaze u kontaktu sa njim. Pored toga, razmatrana je
potencijalna primena nanocCestica metal-oksida (ZnO) i jona metala (Zn-Ac) u zastiti hrane. Sve
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koris¢ene komponente nalaze se na spisku bezbednih supstanci (GRAS, eng. “Generally
Recognized As Safe”) od strane americke Uprave za hranu i lekove (FDA, eng. “U.S. Food and
Drug Administration”) [41]. Razli¢ite formulacije emulzija i disperzija, od kojih su dalje dobijani
filmovi (metodom izlivanja) i prevlake (sprej metodom), koris¢ene su radi medusobnog
uporedivanja i odredivanja uticaja razlicitih aktivnih komponenti i biopolimera na fizicko-hemijska
i antimikrobna (u in vitro i in vivo uslovima) svojstva materijala.



1.

Teorijski deo

1.1. Podela i vrste biopolimera

Biopolimeri su polimeri izolovani iz Zivih organizama. To su veliki makromolekuli sastavljeni
od velikog broja istih ili razli¢itth monomernih jedinica koje se ponavljaju i kovalentno su
povezane, stvarajuci velike strukture [42,43]. Sinteticki polimeri imaju sli¢ne i nasumiéne strukture,
dok su biopolimeri rasporedeni u dobro definisanim strukturama [43].

Na osnovu strukture i prema razli¢itim monomernim jedinicama iz Kkojih su sastavljeni
biopolimeri se klasifikuju na:

(1) Polinukleotide (dugacki polimeri sastavljeni od 50 ili vise nukleotidnin monomera, na

()
©)

primer DNK i RNK);
Polipeptide (kratki polimeri aminokiselina);
Polisaharide (linearno vezani polimeri ugljenohidratne strukture) [3,42].

Zbog relativno slabih C-C veza, kao i prisustva hidroksilnih grupa, biopolimerni lanci se lako
razgraduju U krace lance pod dejstvom enzima, vlage, toplote i drugih faktora. Mnogi biopolimeri
su po svojoj prirodi hidrofilni i lako se razgraduju nakon upijanja vode [43].

Prema nacinu proizvodnje i izvoru iz koga su dobijeni (Slika 1.1), biopolimeri se najSire mogu
klasifikovati na:

1)

)

(3)

Prirodne polimere, koji su ekstrahovani/ izolovani direktno iz biomase. U ovu grupu
spadaju polisaharidi (skrob/ derivati skroba, hitin/ hitozan, alginat, pektin), proteini
zivotinjskog porekla (kolagen, Zelatin, kazein, proteini surutke) i biljnog porekla (soja,
pSeni¢ni gluten) [44-46];

Polimere proizvedene ,.klasi¢cnom* hemijskom sintezom iz obnovljivih bio-monomera. U
ovom postupku sami monomeri se dobijaju koris¢enjem bioloskih materijala poput Secera,
aminokiselina, ulja ili prirodnih masti. Primer ovako dobijenog polimera je polilaktid
(PLA), poliestar dobijen polimerizacijom monomera mle¢ne kiseline, koja se formira
fermentacijom sirovine bogate ugljenim hidratima. U ovu grupu spadaju i drugi poliestri,
kao Sto su: polihidroksibutirat (PHB), polikaprolakton (PCL), poliglikolna kiselina (PGA) i
mnogi drugi [46,47];

Polimere proizvedene direktno upotrebom mikroorganizama ili geneticki modifikovanih
bakterija [44,48]. Bakterije mogu efikasno koristiti razli¢ite izvore ugljenika i azota i od
njih sintetisati razliite biopolimere, kao S$to su polisaharidi, poliamidi, poliesteri,
polifosfati, DNK i proteinske komponente. Neki od primera bakterijskih polimera su:
alginat (vrste roda Pseudomonas), bakterijska celuloza (Escherichia coli, Salmonella
enterica, Sarcina spp., Agrobacterium spp., Rhizobium spp.), poli-gama-glutaminska
kiselina (y-PGA) (Staphylococcus epidermidis, E. coli, razli¢ite vrste roda Bacillus),
polihidroksialkanoati (PHA) (Pseudomonas putida, Aeromonas hydrophila) i mnogi drugi
[49].
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Slika 1.1. Podela biopolimera na osnovu nacina proizvodnje i izvora iz koga su dobijeni [44]

Svi biopolimeri su dobijeni iz obnovljivih izvora i vecina njih je biorazgradiva, dok se svi
biorazgradivi materijali ne smatraju biopolimerima. Prema standardu D-5488-94d ASTM (eng.
»American Society for Testing and Materials”) biorazgradivi materijal je definisan kao ,,materijal
koji moze da se razlozZi na ugljen-dioksid, metan, vodu, neorganska jedinjenja ili biomasu, gde do
razgradnje dolazi delovanjem enzima mikroorganizama®“. Kao primer sintetickih polimera
(dobijenih iz neobnovljivih izvora), a koji su biorazgradivi, mogu se navesti: polikaprolakton
(PCL), poliglikolid (PGA) i polibutilen-sukcinat adipat (PBSA) [44].

Povecana potraznja za biopolimerima i razvoj alternativnih procesa bioloSke proizvodnje
polimera u industriji materijala podstaknuta je zbog sve veceg nedostatka resursa (fosilnih goriva)
iz kojih se dobijaju vestacki polimeri, kao i akumulacije iskoris¢enog plastiénog materijala. Takode,
poslednjih godina ekoloSka svest u svetu je porasla, pa su primenjeni novi propisi u zemljama
Evropske unije, ograni¢avajuci tako upotrebu tradicionalnih materijala [3,44].

Biopolimeri se smatraju odrzivim u pogledu snabdevanja materijalom, upotrebe vode i energije, i
obrazovanja proizvodnog otpada. OdrZzivost podrazumeva dobru ravnotezu izmedu ekoloskih,
ekonomskih 1 socijalnih problema [44]. Zahvaljuju¢i jedinstvenim svojstavima kao Sto su
netoksi¢nost i biorazgradivosti, u poredenju sa sintetiCkim polimerima, biopolimeri se sve viSe
primenjuju u elektronici, medicinskim uredajima, energetici, pakovanju hrane, i mnogim drugim
oblastima. Biorazgradivi proizvodi su obi¢no skuplji od polimera proizvedenih iz petrohemikalija,
ali se ova okolnost postepeno menja, primenom novih tehnologija, kao i na¢inima prikupljanja i
prerade sirovina [44]. Ugradnjom nanostrukturnih materijala u biopolimere ili proizvodnjom
kompozita ocekuje se da ¢e se na trZiStu obezbedi konkurentna prednost nad sintetickim
polimerima. Prema tome, poboljSanjem svojsatva biopolimera moze se prosiriti mogucnost njihove
prakti¢ne primene [3,44].



1.1.1. Polimeri ekstrahovani direktno iz biomase

Polisaharidi su slozeni molekuli ugljenih hidrata koji se sastoje od dugih lanaca monosaharida
povezanih glikozidnim vezama [50]. Predstavljaju najzastupljenije makromolekule u biosferi i ¢esto
su jedan od glavnih strukturnih komponenti biljaka (na primer celuloza), Zivotinjskih egzoskeleta
(na primer hitin) ili imaju vaznu ulogu kao rezervne hranljive materije i izvor energije kod biljaka
(na primer skrob) [44]. Monosaharidne jedinice od kojih su izgradeni odreduju njihova razlicita
fizicka i hemijska svojstva [50]. Polisaharidi sastavljeni od jednog tipa monomera poznati su kao
»,homopolisaharidi*, a kada su dve ili viSe vrsta monomera uklju¢ene u strukturu, onda se nazivaju
»heteropolisaharidi“ [51]. Nakon njihove hidrolize, dugi lanci se razgraduju na svoje sastavne
monosaharide i oligosaharide [50]. Polisaharidi imaju veliki broj reaktivnih funkcionalnih grupa,
promenljiv hemijski sastav i razli¢it raspon molekulske mase, koji definiSu njihovu raznolikost u
svojstvima i strukturi. Razli¢iti derivati polisaharida mogu se dobiti hemijskim modifikovanjem
razli¢itih reaktivnih grupa prisutnih na njihovim molekulskim lancima. Nerastvorljivi su u vodi i
amorfne su prirode [50].

Zbog svoje velike raznolikosti polisaharidi i njihovi derivati se koriste u proizvodnji
biorazgradivih filmova i tankih membrana, sa primenom u nekoliko industrijskih garana, kao $to su
farmaceutska, prehrambena, medicinska i u specificnim industrijski procesima (na primer
pervaporacija, gde se nepropusne ili propusne membrane koriste za razdvajanje smesa te¢nosti).
Membrane na bazi polisaharida sve viSe se koriste kao ambalazni materijal i jestive prevlake u
prehrambenoj industriji. Polisaharidne membrane su obi¢no atraktivne zbog svojih dobrih barijernih
svojstava za kiseonik i ugljen-dioksid (pri niskoj ili umerenoj relativnoj vlaznosti), kao i dobrih
mehanickih svojstava. Njihov glavni nedostatak jeste hidrofilna priroda koja utice na losa barijerna
svojstva za vodenu paru. PoboljSanje funkcionalnih svojstava polisaharidnih filmova moze se
posti¢i stvaranjem kompozita, dodatkom lipida ili plastifikatora [44].

Proteini su prirodni polimeri koji se sastoje od dugih lanaca aminokiselina. Nalaze se u Zivim
organizmima kao enzimi ili sastavni deo tkiva, kostiju i mnogih drugih delova organizma [14].
Mogu biti biljnog (sojin protein, pseni¢ni gluten, kukuruzni zein) ili zivotinskog porekla (kolagen,
zelatin, kazein, proteini surutke) [44,46].

Proteini imaju Cetiri nivoa strukture: primarnu, sekundarnu, tercijarnu i kvaternarnu. Primarne
strukture proteina predstavljaju linearne oblike polimera sa nizom aminokiselina medusobno
povezanih peptidnim vezama. Sekundarne strukture proteina imaju obi¢no vrlo pravilne
konformacije i predstavljaju prostorno organizovane primarne strukture.

U sekundarne strukture spadaju ,o-—heliks“ i ,p-nabrana struktura“, koje su najéeSce
stabilizovane vodoni¢nim vezama. Tercijarna struktura proteina je trodimenzionalna, koju
stabilizuje niz hidrofobnih aminokiselinskih ostataka, kao i disulfidne veze formirane izmedu dve
aminokiseline (cisteina). Kod tercijarne strukture peptida broj sulfidnih veza uti¢e na povecanje
Cvrstne i krutosti strukture proteina. Kvaternarna strukturu imaju proteini izgradeni od viSe od dva
peptidna lanca, koji ¢ine jednu celu jedinicu. Kod ovih struktura interakcije izmedu lanaca se ne
deSavaju unutar samog niza (kao $to je slucaj kod tercijarne strukture), ve¢ se interakcije deSavaju
izmedu dva lanca. Kvaternarna struktura objedinjuje grupisane pojedinacne peptidne lanace u
krajnji oblik (odredenu geometrijijsku strukturu), pomocu interaktivnih veza u molekulu (soni
mostovi (podrazumevaju kombinaciju vodoni¢nih veza i elektrostati¢kih interakcija kod proteina),
vodoni¢ne veze, disulfidne veze). Dva najvaznija oblika proteina sa kvaternarnom strukturom su
fibrilarni (koncasti) i globularni (loptasti) [52].

Proteini poseduju brojna funkcionalna svojstava. Imaju visok stepen medumolekulskog
vezivanja zahvaljujuc¢i Van der Valsovim silama i znacajan potencijal umrezavanja zbog stvaranja
vodoni¢nih veza na razli¢itim poloZajima. Poseduju mnogo bolja barijerna i mehanicka svojstva od
polisaharida. Njihove slozene strukture sadrze brojna mesta za stvaranje veza, Sto omogucava
modifikacije pomocu plastifikatora i drugih polimera, kao i stvaranje kompozita [14,52].
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Ove osobine ih ¢ine pogodnim materijalom za formiranje filmova, sa potencijalnom primenom u
pakovanju hrane. Filmovi na bazi proteina dobro prijanjaju za hidrofilne povrSine, pruzaju barijeru
za kiseonik i ugljen-dioksid. Uprkos navedenim prednostima, problem kod upotrebe filmova na bazi
proteina leZi u c¢injenici da ih mogu razgraditi pojedini enzimi prisutni u hrani (na primer
proteoliti¢ki enzimi iz mesnih proizvoda) [14]. Drugi nedostaci filmova na bazi proteina odnose se
na njihova mehanicka svojstva koja treba poboljSati (Zilavost, zatezna cvrstoca, elasti¢nost,
savijanje, napon smicanja i mnoge druge) [14,52].

Formiranje filmova na bazi proteina obi¢no se zasniva na pripremi rastvora ili disperzija.
Rastvaraci koji se koriste su voda, etanol ili smeSa etanola i vode. Protein treba da bude denaturisan
tokom termickog tretmana, Kiselinama, bazama ili rastvarac¢ima za stvaranje struktura pogodnih za
formiranje filma. Lanci proteina mogu se povezati vodoni¢nim, jonskim, hidrofobnim i kovalentnim
vezama. Stepen izduZenja lanaca, priroda i redosled aminokiselinskih ostataka su faktori koji utic¢u
na kohezivnost filmova. Ravnomerna raspodela polarnih, hidrofobnih i/ ili tiol grupa duz
polimernog lanca povecava verovatno¢u njihovih medusobnih interakcija. Unapredenje polimerne
interakcije izmedu lanaca dovodi do stvaranja filmova koji su jaci, ali manje fleksibilni i manje
propusni za gasove, paru i te¢nosti. Polimeri koji sadrZze grupe koje se mogu povezati vodoni¢nim
ili jonskim vezama grade filmove sa dobrim barijernim svojstvima za kiseonik, ali ne i za vlagu.
Proteini koji se naj¢eS¢e koriste za izradu filmova su sojini proteini, kazein, proteini surutke,
kolagen/ Zelatin, pSeni¢ni gluten i kukuruzni zein [14,52].

1.2. Inkapsulacija aktivnih komponenti

Inkapsulacija se moZe definisati kao postupak zarobljavanja supstance unutar druge supstance,
stvarajuci na taj nacin Cestice/ kapljice veli¢ine od nekoliko nanometara do nekoliko milimetra [53].
Takode, moZe se opisati kao proces stabilizacije aktivnih jedinjenja kroz strukturno ugradivanje u
sisteme sposobne za oCuvanje njihovih hemijskih, fizickih i bioloskih svojstava, kao i njihovo
oslobadanje pod utvrdenim ili Zzeljenim uslovima [54,55]. U procesu inkapsulacije se jedan ili smesa
bioaktivnih materijala oblaze jednim ili kombinacijom materijala, gde se komponenta koja se
inkapsulira naziva ,,jezgro” ili aktivna komponenta, a materijal kojim se oblaZze naziva ,,omotac”,
»,zid” 1ili nosa¢ (Slika 1.2) [54,56]. Materijal zida odreduje stabilnost inkapsuliranog sistema,
efikasnost procesa i stepen zaStite jezgra [56]. Jezgro i omota¢ mogu biti razli¢itih oblika, kao $to
su: sfere, mikrokapsule, mikro kuglice, jednojezgarni i viSejezgarni sistemi i matrice. Materijal
jezgra i omotaca varira u zavisnosti od primene i zeljenih karakteristika inkapsulacionog sistema
[54].

Materijal jezgra
ili unutradnje faze (ulje)  Materijal omotaca

Slika 1.2. Sematski prikaz kapsule sa jezgrom i omotadem [56]

Inkapsulacija ima primenu u biologiji, medicini, farmaciji i prehrambenoj tehnologiji. U biologiji
se vrsi inkapsulacija zivog tkiva, pojedinac¢nih ¢elija, hormona, enzima ili antitela kao i drugih
bioloskih materijala. U prehrambenoj industriji inkapsulacija se vrsi radi dodavanja arome
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proizvodima u razli¢itim fazama prerade hrane. U oblasti farmacije inkapsulacijom se omogucéava
ciljana isporuka prirodnih lekova i smanjuje nezeljeni efekat dejstava sintetickih lekova [54].
Tehnike inkapsulacije mogu se podeliti u dve glavne kategorije, na hemijske i fizicke. U hemijske
metode inkapsulacije ubrajaju se koacervacija, molekularno ukljucivanje i kokristalizacija. Fizicka
inkapsulacija je poznata i kao mehanicka inkapsulacija, i tu spadaju tehnike kao Sto su: suSenje
rasprSivanjem, ekstruzija, suSenje zamrzavanjem, suSenje u vakuumu, hladenje ili hladenje
rasprSivanjem i premazivanje u fluidizovanom sloju. Novije tehnike inkapsulacije obuhvataju
tehnike emulgovanja [53,54].

1.2.1. Inkapsulacija ulja

Prirodna ulja (biljna, riblja i etarska), kao i njihove aktivne komponente, dobijaju sve znacajniju
primenu u prehrambenoj, poljoprivrednoj, pesticidnoj, tekstilnoj, kozmetickoj i farmaceutskoj
industriji. Ova ulja su Siroko prihvacena od strane potrosaca zato $to su prirodna i bezbedna
jedinjenja, kao i zbog brojnih funkcionalnih svojstava koja poseduju [56]. Iako je u¢injeno nekoliko
pokuSaja da se iskoristi pun potencijal ovih ulja, ona su hemijski nestabilna i podloZzna oksidativnoj
razgradnji i gubitku isparljivih jedinjenja, posebno kada su izlozena kiseoniku, svetlosti, vlazi i
toploti [56,57].

Tehnologija mikro-inkapsulacije predstavlja odrzivu opciju za ocuvanje bioloskih i
funkcionalnih svojstava ulja. Na taj nain omogucava Se razvoj novih prirodnih proizvoda koji
sadrze biljna, riblja ili etarska ulja. Inkapsulacija ulja komercijalno se sprovodi koris¢enjem
razli¢itih metoda, uklju¢uju¢i emulgovanje, susSenje rasprSivanjem, primenu koaksijalnog
elektrosprej sistema, suSenje zamrzavanjem, koacervaciju, in situ polimerizaciju, tehnologiju
superkriti¢nih fluida i premaza u fluidizovanom sloju. Izbor odgovarajuée tehnike inkapsulacije i
materijala za omota¢ zavisi od krajnje namene proizvoda i uslova obrade [56,57]. Karakteristike
koje treba da poseduje materijal omotaca su: visok kvalitet za primenu u prehrambenim
proizvodima, niska cena, mala viskoznost pri visokom sadrZzaju ¢vrste materije, dobra svojstva
emulgovanja [57]. SuSenje rasprSivanjem i koacervacija su naje$¢e koris¢ene tehnike mikro-
inkapsulacije ulja. Mikro-inkapsulacija ima sposobnost da poboljsa oksidativnu stabilnost,
termostabilnost, rok trajanja i biolosku aktivnost ulja. Pored toga, mozZe imati veliki znacaj u
kontrolisanom i postepenom isparavanju i oslobadanju eterskih ulja. Materijali za omota¢ koji se
uobicajeno koriste za mikro-inkapsulaciju ulja ukljucuju sinteticke polimere i prirodne biomaterijale
(obi¢no ugljene hidrate i proteine) [56].

Nano-inkapsulacija kao novija tehnologija se sve viSe koristi za ugradnju bioaktivnih jedinjenja
sa antimikrobnim delovanjem. Primenom ovih metoda etarska ulja se mogu ugradivati u razli¢ite
polimerne matrice. Smanjenjem veli¢ine Kkapljica u nanoopsegu dolazi do povecanja njihove
bioraspoloZivosti, zbog povecanja odnosa povrSine ulja prema ukupnoj zapremini. Tehnikama
nano-inkapsulacije poboljSavaju se stabilnost i bioloSka svojstva ulja [58]. Vazan korak u pripremi
nano-inkapsuliranog proizvoda je izbor materijala za omota¢, koji je obi¢no polimer, odabran u
zavisnosti od fizicko-hemijskih svojstava aktivne komponente i svrhe primene. Za nano-
inkapsulaciju etarskih ulja do sada su koris¢ene mnoge prirodne i sinteticke polimerne matrice, kao
Sto su: polietilen, ugljeni hidrati (skrob, celuloza i hitozan), proteini (kazein, albumin i zelatin),
lipidi (masne kiseline, vosak i parafin) i prirodne gume (alginat, karagenan i arapska guma) [56,58].

Pored svih navedenih tehnika inkapsulacije, tehnika emulgovanja je klju¢ni korak u inkapsulaciji
ulja. Obi¢no se primenjuje za inkapsulaciju bioaktivne supstance u vodenim rastvorima. Rastvori se
mogu Kkoristiti direktno u teénom stanju ili se mogu osusSiti (suSenje rasprSivanjem il
zamrzavanjem) da bi se nakon emulgovanja formirali praskovi. Kod inkapsulacije postupkom
susenja, jezgro i omota¢ materijala se pre konacnog susenja, takode, formiraju tehnikom
emulgovanja [56]. SuSenje rasprSivanjem je tehnika koja se najceSée koristi za postizanje nano-
inkapsulacije. Ova tehnika ukljucuje pripremu emulzije koja sadrzi etarsko ulje i materijal za
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inkapsulaciju. Emulzija se zatim pretvara u veliki broj malih kapljica, koje padaju u komoru za
prskanje istovremeno sa toplim vazduhom koji cirkuliSe. Voda trenutno isparava u dodiru sa vrué¢im
vazduhom, tako da kapljice postaju ¢vrste Cestice [58].

Inkapsulacijom se omogucava efekat postepenog oslobadanja i samim tim produZzeno dejstvo
razli¢itih bioaktivnih jedinjenja ulja. Tehnologija kontrolisanog oslobadanja koristi se za prenoSenje
razli¢itih jedinjenja, poput lekova, pesticida, mirisa ili aroma U preporu¢enim dozama, zajedno sa
poboljsanom efikasnosc¢u i bezbednos¢éu [56]. Kontrolisano oslobadanje je definisano kao nacin
kojim se jedno ili viSe aktivnih sredstava ili sastojaka prenosi do Zeljenog mesta za odredeni
vremenski period. Na Slici 1.3 je Sematski prikaz mehanizma kontrolisanog otpustanja ulja iz
inkapsulacionog omotaca [56].

RERRN

Mikrokapsula sa uljem Hemijski, fizicki Faza otpustanja ulja
ili mehanicki faktori

Slika 1.3. Sematski prikaz mehanizma kontrolisanog otpustanja ulja [56]

1.2.2. Emulzioni sistemi za inkapsulaciju ulja

Sistem od najmanje dve faze koje se ne meSaju naziva se disperzija. Disperzni sistem se sastoji
od disperzne (dispergovane) faze u kontinualnoj fazi. Postoje tri glavne vrste disperzija zasnovane
na fizici disperzne faze: gas u tecnoj smesi, suspenzija (¢vrste supstance u te¢noj smesi) i emulzija
(tenost u te¢nom sistemu) [59]. Emulzija predstavlja smeSu dve ili viSe te¢nih faza koje su po
prirodi nemesljive, gde je jedna faza dispergovana u drugoj [59,60]. To je koloidni sistem u kome
su fine kapljice jedne te¢nosti rasprsene u drugoj te¢nosti [61] i stabilizovane upotrebom povrsinski
aktivnih materija sa odgovarajucom ravnotezom hidrofil-lipofil koji karakterise vrednost HLB
(eng.“hydrophilic-lipophilic balance) [62]. U osnhovi, emulzija se sastoji od kontinualne faze koja
je poznata i kao spoljna faza, u kojoj su kapljice druge faze dispergovane, i dispergovane faze koja
je definisana kao unutrasnja ili diskontinualna faza [59].

Emulzije se primenjuju u razli¢itim industrijskim procesima u prehrambenoj, farmaceutskoj,
poljoprivrednoj, kozmeti¢koj i naftnoj industriji [59,62]. Takode, emulzije su zastupljene u raznim
prirodnim i preradenim prehrambenim proizvodima. Koriste se kao koloidni sistemi za isporuku
funkcionalnih sastojaka (vitamini, suplementi, antimikrobna sredstva, boje, arome i antioksidansi),
formirani tako da inkapsuliraju, Stite i kontroliSu njihovo oslobadanje [63].

Proces stvaranja emulzije je nespontan i dinamican proces i naziva se emulgovanje ili
emulzifikacija. To je proces koji zahteva znacajnu koli¢inu mehani¢ke energije za dispergovanje
(raspraSivanje) jedne faze u drugu (u obliku malih kapljica u kontinualnoj fazi). Postoji nekoliko
metoda emulgovanja ukljucujuc¢i jednostavno meSanje, meSanje pomocéu rotor-stator sistema,
ubrizgavanje tec¢nosti kroz porozne membrane, upotrebu homogenizatora sa visokim pritiskom ili
ultrazvu¢nog generatora [59].

Emulzije su nestabilni sistemi zbog nepovoljnog kontakta uljane i vodene faze [59]. Kao
posledica termodinamicke nestabilnosti emulzionog sistema javlja se pozitivna slobodna energija na
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kontaktu uljane i vodene faze, koja se manifestuje kao relativno visoka pozitivna medufazna
napetost. Poreklo ove pozitivne slobodne energije je nepovoljna interakcija izmedu molekula ulja i
vode, §to se uglavnom moze pripisati ¢injenici da su molekuli vode sposobni da formiraju jake
vodoni¢ne veze sa susednim molekulima vode, ali ne i sa molekulima ulja (hidrofobni efekat) [64].
Karakteristike emulzionih sistema se menjaju od pocetka njihovog formiranja do postizanja
krajnjeg oblika i zavise od razli¢itih faktora kao $to su temperatura, brzina meSanja, vreme i
pritisak. Dodatak povrsinski aktivnih materija (surfaktanata) je neophodan za dobijanje stabilnih
emulzija tokom duZeg vremena, kako ne bi doslo do razdvajanja faza emulzije u razlicite slojeve, na
osnovu razlika u njihovoj gustini [59]. Za stabilizaciju emulzija (smanjenjem medufazne napetosti
izmedu dve faze) obi¢no se koriste emulgatori, koji ukljucuju prirodne polimere (polisaharidi,
proteini i mnogi drugi) i hemijske surfaktante [62].

U zavisnosti od prirode disperzne faze, emulzije se mogu klasifikovati na emulzije ulje u vodi
(U/V) i voda u ulju (V/U). Emulzija ulje u vodi (U/V) je emulzija u kojoj je ulje prisutno kao
dispergovana faza i voda kao disperzioni medijum (kontinualna faza). Emulzija voda u ulju (V/U)
je emulzija u kojoj je voda dispergovana fazu, a ulje deluje kao disperzioni medijum [55,61,62]. U
novije vreme razvijeni su i sloZeniji tipovi emulzija, poznati kao viSestruke emulzije: sistem voda u
ulju u vodi (V/U/V) i ulje u vodi u ulju (U/V/U), (Slika 1.4) [59,61]. ViSestruke emulzije mogu biti
definisane kao emulzija u emulziji [59].

I:l Uljana faza E’ Vodena faza

u/v V/U V/UN U/NV/U

Slika 1.4. Klasifikacija emulzija u zavisnosti od prirode disperzne faze [59]

Emulzije se dalje mogu Klasifikovati u tri grupe u zavisnosti od veli¢ine kapljica: mikro (10 —
100 nm), nano (mini) (100 — 1000 nm) i makroemulzije (0,5 — 100 um). Stabilnost emulzije raste
kako se veli¢ina kapljica smanjuje [65,55]. Takode, neki autori navode da se veli¢ina kapljica kod
nanoemulzija kre¢e u opsegu 20 — 500 nm [66].

Energija potrebna za formiranje nanoemulzije moze se dobiti iz mehanic¢kog uredaja
(visokoenergetska emulzifikacija) ili iz hemijskog potencijala komponenti (niskoenergetska
emulzifikacija). Visokoenergetske metode koriste intenzivne mehanicke sile da razbiju kapljice u
manje kapljice i obi¢no ukljucuju upotrebu mehanic¢kih uredaja.Visokoenergetska emulzifikacija
obuhvata homogenizaciju pod visokim pritiskom, ultrazvu¢nu obradu i mikrofluidizaciju, a
niskoenergetska emulzifikacija obuhvata temperaturnu inverziju faza, inverziju sastava faze i
difuziju rastvaraca [65].

Tehnologija nanoemulzije postaje atraktivna zbog svojih prednosti u odnosu na makroemulziju,
kao §to su veca efikasnost inkapsulacije i povecan prinos proizvoda [54,55,60,67]. Obi¢no su
emulzije sa mikronskim veli¢inama kapljica termodinamicki nestabilni sistemi, dok se emulzije
nanometarskih veli¢ina kapljica smatraju termodinamicki stabilnim emulzijama [60,67]. Prelaz iz
nanoemulzija u makroemulzije javlja se usled zna¢ajne promene u veli¢ini kapljica. Nanoemulzije
se mogu pretvoriti u makroemulzije, i obrnuto, pod odredenim termodinamickim i procesnim
uslovima. Dva pristupa se uglavnom primenjuju za odredivanje stabilnosti emulzije: (a) merenje
zeta potencijala povrSine inkapsuliranih kapljica ulja, radi utvrdivanja stabilnosti emulzije;
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(b) testovi starenja, koji predstavljaju proucavanje promena svojstava emulzije tokom vremena. Dva
zajedni¢ka procesa destabilizacije koja uti¢u na ujednadenost disperzija su migracija kapljica i
varijacija velicine kapljica [60,67].

1.2.3. Stabilnost emulzija

Emulzije su termodinamicki nestabilni sistemi, koji teze da se odvoje (to jeste da se vrate u
odvojenu uljanu i vodenu fazu) pod dejstvom spoljnih sila. Do takvog odvajanja dolazi u
vremenskim periodima koji se mogu razlikovati za nekoliko reda veli¢ine [64,68,69]. Vremenski
period u kojem emulzija mora da ostane stabilna zavisi od primene konac¢nog proizvoda [64].
Glavni mehanizmi koji uti¢u na starenje emulzija su: formiranje kreme i talozenje, flokulacija,
koalescencija, inverzija faza i Ostvaldovo sazrevanje (Slika 1.5). Ovi procesi destabilizacije su
medusobno povezani i mogu uticati jedni na druge tokom starenja emulzije [68-70]. Dominantni
mehanizam u odredenoj emulziji zavisi od njenog sastava, strukture i okruzenja [64].

Kineticki stabilna

emulzija U/V

E
|
TRy

“ o o O o O
Inverzija faza /

O O

Talozenje Formiranje krema Flokulacija Kolascencija

I:l Uljana faza |:| Vodena faza

Slika 1.5. Sematski prikaz mehanizama koji izazivaju nestabilnost emulzija [64]

) 0

Procesi formiranje krema i talozenje su rezultat spoljnih sila kao Sto su gravitaciona ili
centrifugalna. Ovim procesima u sustini upravlja razlika u gustini dve te¢ne faze, posto kapljice u
emulziji obi¢no imaju drugaciju gustinu od te¢nosti koja ih okruzuje [64,68,69]. Kada takve spoljne
sile premasSuju toplotno kretanje kapljica (Braunovo kretanje), u sistemu se stvara gradijent
koncentracije usled kretanju vecih kapljica brze ka vrhu (ako je njihova gustina manja od gustine
medija) ili ka dnu (ako je njihova gustina veca od gustine medija) posude [64,69]. Kapljice mogu
formirati nasumicno ili uredeno zbijeno polje na vrhu ili dnu sistema u odnosu na kontinualnu te¢nu
fazu [68]. Uglavnom kapljice u U/V emulziji imaju tendenciju stvaranja krema, dok one u V/U
emulzijama imaju tendenciju da se taloZe. Medutim, mogu postojati situacije gde se deSava
suprotno ako je gustina uljane faze povecana usled dodavanja sredstava za uravnotezenje
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(ponderisanje) ili usled kristalizacije ulja [64]. Za razliku od stvaranja krema i taloZenja, ostali
navedeni fenomeni su manje ili vise direktno povezani sa svojstvima medufazne oblasti te¢nost-
te¢nost [69].

Kapljice u emulzijama su u neprekidnom kretanju zbog svoje toplotne energije, gravitacionih sila
ili primenjenih mehanickih sila, i dok se kre¢u medusobno se sudaraju. Nakon sudara, kapljice
emulzije se mogu ili razdvojiti ili ostati sjedinjene, u zavisnosti od relativne veli¢ine privlacnih 1
odbojnih sila izmedu njih. Kapljice teze ka sjedinjavanju (agregaciji) kada je dejstvo neto sila na
njih jako privla¢no ili ostaju kao zasebne jedinice kada je dejstvo neto sila snazno odbojno. Na
brzinu agregacije kapljica unutar odredene emulzije utiCu ucestalost i efikasnost sudara. U
emulzijama se obi¢no javljaju dve vrste agregacije kapljica: flokulacija i koalescencija. Kod
flokulacije dve ili viSe kapljica se spajaju formirajuci agregat u kome kapljice emulzije zadrzavaju
svoj individualni integritet. U slucaju koalescencije, dve ili viSe kapljica se spajaju i formiraju jednu
vecu kapljicu [64]. Flokulacija podrazumeva spajanje kapljca u vece jedinice usled interakcija
slojeva adsorbovanih na povrsini kapljica [68,69]. Nastaje kao rezultat Van der Valsove privla¢ne
sile i javlja se kada nema dovoljno odbijanja da se kapljice razdvoje na udaljenosti na kojima je
slaba Van der Valsova sila privlac¢enja. Flokulacija moze biti ,jaka* ili ,,slaba“ u zavisnosti od
veli¢ine energije privlacenja [68]. Koalescencija je fuzija dve ili vise kapljica u vece. Povezana je
sa stanjivanjem i pucanjem te¢nog filma izmedu kapljica [68,69]. Koalescencija u emulzijama moze
nastati kada pokretne kapljice medusobno dolaze u kontakt ili kao posledica njihove flokulacije
[69]. Krajnji slu¢aj spajanja je potpuno odvajanje emulzije na dve razlicite te¢ne faze [68].

Inverzija faza se odnosi na proces u kome dolazi do razmene izmedu disperzne faze i medijuma
[68]. Podrazumeva prelazak emulzije U/V u emulziju V/U ili obrnuto i obi¢no se javlja kao rezultat
promena u sastavu sistema ili uslova okoline [64,68]. DeSava se kroz niz slozenih fizi¢ko-hemijskih
mehanizama koji ukljucuju fragmentaciju kapljica i proces agregacije. Tokom ovih promena sistem
moze nakratko da sadrzi regione poput emulzije U/V, emulzije V/U i viSestuke emulzije pre
prelaska u svoje kona¢no stanje. Do inverzije faza mogu dovesti promene zapreminskog udela
dispergovane faze, tip emulgatora, koncentracija emulgatora, temperatura, jonska jafina, pH
vrednost ili primena mehanickih sila [64].

Ostvaldovo sazrevanje se manifestuje kao rast krupnih kapljica na racun manjih usled difuzije
molekula disperzne faze kroz kontinuiranu fazu [64]. Nastaje usled konac¢ne rastvorljivosti te¢nih
faza i indukovano je kapilarnim pritiskom. Tecnosti koje se smatraju nemesljivim cesto imaju
medusobnu rastvorljivost koja nije zanemarljiva. Kod polidisperznih emulzija manje kapljice imaju
vecu rastvorljivost u poredenju sa ve¢im, tako da vremenom dolazi do prenosa mase od manjih ka
veéim kapljicama. U emulziji manje kapljice nestaju, njihovi molekuli se rasprsuju i taloZe se na
vec¢im kapljicama [68-70].
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1.2.4. Primena surfaktanata u procesu stabilizacije emulzije

U cilju kontrole procesa emulgovanja i postizanja stabilnosti emulzije, koriste se odgovarajuce
komponente kao Sto su surfaktanti male molekulske mase, biomolekuli, polimeri, proteini, ¢vrste
nanocestice ili slozenije kombinacije surfaktanata i nanocestica [68,69]. Efikasni emulgatori imaju
snaznu sposobnost da smanje napetost u medufaznim oblastima, karakteriSe ih kratko vreme
adsorpcije i visok stepen pokrivenosti medufazne oblasti voda-ulje nakon adsorbovanja [69].
Budu¢i da su povrsinski aktivne materije (opSte poznate kao surfaktanti) amfifilna jedinjenja zbog
prisustva i hidrofilnih i hidrofobnih grupa u svojoj hemijskoj strukturi [71,72], ona se adsorbuju na
medufaznim oblastima voda-ulje i na taj nacin formiraju ,,film” oko dispergovane faze [68,69].
Nepolarni (hidrofobni deo), obi¢no ravni ili razgranati ugljovodoni¢ni ili fluorougljeni¢ni lanac,
koji sadrzi 8 — 18 atoma ugljenika, vezan je na polarni (hidrofilni) ili jonski deo [71,73]. U
medufaznoj oblasti hidrofilni deo surfaktanta je okrenut ka vodi, a hidrofobni prema uljanoj fazi.
(Slika 1.6).

Voda L e

Surfaktant Surfaktant

Slika 1.6 . Sematski prikaz emulzije ulje u vodi i voda u ulju stabilizovane surfaktantom

U zavisnosti od karakteristika hidrofilne grupe, surfaktanti se mogu klasifikovati u Cetiri tipa:
katjonski surfaktanti (pozitivno naelektrisane hidrofilne grupe), anjonski surfaktanti (negativno
naelektrisane hidrofilne grupe), cviterjonski surfaktanti (koji imaju i pozitivno i negativno
naelektrisane hidrofilne grupe) i nejonski surfaktanti (hidrofilna grupa nema naelektrisanje)
(Slika 1.7) [71,72,74].

Kod anjonskih surfaktanata najcesce hidrofilne grupe su: karboksilati (CnH@2n+1)COO™X),
sulfati (CnH2n+1)0SO3X), sulfonati (CnHn+1)SO3™X), fosfati (CnH2n+1)OPO(OH)O™X); Gde je
n =8 — 16 atoma, a jon suprotnog naelektrisanja X je obi¢no Na*. Ovo je najéesée koris¢ena klasa
surfaktanata u industriji zbog relativno niskih troskova proizvodnje [71,73].

Katjonski surfaktanti koji su naj¢es¢e u upotrebi su kvaternarna amonijumova jedinjenja sa
opstom formulom R’R’R’”’R’””’N*X", gde je X obi¢no hloridni jon, a R predstavlja alkilne grupe.
Katjonski surfaktanti su obi¢no rastvorljivi u vodi kada postoji samo jedna dugacka alkil grupa. Oni
su uglavnom kompatibilni sa ve¢inom neorganskih jona i ,,tvrdom” vodom, ali su nekompatibilni
sa metasilikatima i visokokondenzovanim fosfatima, a takode, nekompatibilni su sa materijalima
sli¢nim proteinima. Obi¢no su stabilni pri promenama pH vrednosti (u kiselioj i alkalnoj sredini).
Nekompatibilni su sa ve¢inom anjonskih povrsinski aktivnih materija, ali su kompatibilni sa
nejonskim [71,73].

Amfoterni ili cviterjonski surfaktanti sadrze i katjonske i anjonske grupe. Glavna
karakteristika ove grupe surfaktanata je zavisnost od pH vrednosti rastvora u kome se nalaze. U
kiselim vodenim rastvorima molekul postaje pozitivho naelektrisan i ponaSa se kao katjonski
surfaktant, dok je u alkalnim rastvorima negativno naelektrisan i ponaSa se kao anjonski.
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Moze se definisati specificna pH vrednost pri kojoj obe jonske grupe pokazuju jednaku jonizaciju
(izoelektri¢na tacka molekula). Amfoterni surfaktanti pokazuju odlicnu kompatibilnost sa drugim
surfaktantima, formiraju¢i meSovite micele. Hemijski su stabilni i u kiselinama i u bazama [71,73].
Od nejonskih surfaktanta u upotrebi su dve veée grupe: etoksilovani surfaktanti i
polihidroksilni surfaktanti. Etoksilovani surfaktanti su na bazi etilen-oksida i razlikuju se nekoliko
klasa: etoksilovani alkoholi, etoksilovani alkil-fenoli, etoksilati masnih kiselina, etoksilovani
monoalkaloamidi, etoksilovani sorbitanski estri, etoksilovani amini masnih kiselina i etilenoksid-
propilenoksid kopolimeri (poznati kao polimerni surfaktanti). U polihidroksilne surfaktante spadaju:
glikolni estri, glukozidi (i poliglukozidi), glicerol (i poliglicerolski) estri i $ecerni estri [71,73].

Nejonski surfaktanti
HO . N
Hidrofilna glava HO ik
|—|—| HSCH/YO %
I I | Gliceril monostearat Sorbitan monostearat
Hidrofobni rep (GMS) (Span 60)
’[ M ‘/LD
O.
H X y Zz H
H
\_ Poloksamer 188 (Pluronic F68) Polisorbat 80 (Tween 80) J
/ Jonski surfaktanti ~
| |
® | O e
. . . I . . .| S . .
Katjonski surfaktanti | Anjonski surfaktanti | Cviterjonski surfaktanti
(o]
| |
P S e
N | HSCH/\O/S\\ Na* |
| | N™-CHa
Cetiltrimetilamonijum I Nafrijum dodecil sulfat | Oleil amidopropil betain I\coo.
bromid (CTAB) 1 (SDS) 1 (OAPB)
| |
: I CH
GHsT o] B | | HaC N 3 SOy
,{/\]\/N:-CH;; I | 3 % | NSNS
Didodecildimetilamonijum : Natrijum holat : 3-(N.N-dimetiltetradecilamonio)

(SC)

\ ~ bromid (DDAB) propan-1-sulfonat (SB3-14) /

Slika 1.7. Hemijske formule karakteristi¢nih surfaktanata [72,74]

Nejonski surfaktanti su najvise u upotrebi kod U/V i V/U emulzija, a najcesce koris¢ena grupa
ovih surfaktanata su sorbitanski estri masnih kiselina (Spans®) i njihovi etoksilovani derivati
(Tweens®) [71]. Sorbitan estri se proizvode reakcijom sorbitola sa masnom kiselinom na visokoj
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temperaturi (> 200 °C). Sorbitol se dehidrira u 1,4-sorbitan, a zatim dolazi do esterifikacije. Ako
jedan mol masne kiseline reaguje sa jednim molom sorbitola, dobija se mono-estar (neki di-estri,
takode, proizvode se kao sporedni proizvodi). Slobodne —OH grupe u molekulu se mogu
esterifikovati, proizvodec¢i di- i tri-estre. Dostupno je nekoliko proizvoda u zavisnosti od prirode
alkilne grupe kiseline i da li je proizvod mono-, di- ili tri-estar. Estri sorbitola su nerastvorni u vodi,
ali su rastvorni u vecini organskih rastvaraca i imaju nizak HLB broj. Primeri ovih surfaktanata su:
sorbitan monolaurat (Span 20), sorbitan monopalmitat (Span 40), sorbitan monostearat (Span 60),
sorbitan monooleat (Span 80), sorbitan tristearat (Span 65) i sorbitan trioleat (Span 85). Etoksilisani
derivati Spans-a (Tweens) nastaju reakcijom etilen oksida sa bilo kojom hidroksilnom grupom koja
ostaje na grupi estara sorbitana. Alternativno, sorbitol se prvo etoksiluje, a zatim esterifikuje.
Primeri Tween-a su: polioksietilen (20) sorbitan monolaurat (Tween 20), polioksietilen (20)
sorbitan monopalmitat (Tween 40), polioksietilen (20) sorbitan monostearat (Tween 60),
polioksietilen (20) sorbitan monooleat (Tween 80), polioksietilen (20) sorbitan tristearat
(Tween 65), polioksietilen (20) sorbitan trioleat (Tween 85). Tween-ovi su najc¢esce rastvorljivi u
vodi i imaju relativno visok HLB broj. Jedna od glavnih prednosti estera sorbitana i njihovih
etoksiliranih derivata je Sto su odobreni kao aditivi u hrani, a takode, u upotrebi su u kozmetici i
nekim farmaceutskim preparatima [71,73].

Pored primene najcesc¢e korisc¢enih surfaktanata, za stabilizaciju emulzija mogu se Kkoristiti i
povrsinski aktivne materija u vidu Cestica. Ovakav oblik emulzije naziva se ,,pickering” emulzija
(Slika 1.8). Kao i u slucaju gore spomenutih surfaktanata, stabilizacija kapljica emulzija odvija se
adsorpcijom malih ¢vrstih Cestica na povrSini dispergovanih kapljica, a sam mehanizam adsorpcije
veoma se razlikuje od mehanizma surfaktanata. Ovakav nadin stabilizacije emulzije moze naci
primenu u antimikrobnom aktivnom pakovanju zbog vece stabilnost i odsustva surfaktanata. S
druge strane, nedostaci ovakvog sistema su neprozirnost i ograni¢en broj Cestica za stabilizaciju
koje se mogu Koristiti u prehrambenoj industriji [55].
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Slika 1.8. Sematski prikaz ,,pickering” emulzije stabilizovane &vrstim esticama [55]
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1.3. Polimerna matrica na bazi polisaharid-protein za inkapsulaciju
aktivnih komponenti

MeSanjem polimera moZe do¢i do poboljsanja fizickih svojstava Cistih komponenti, stvaranjem
novih medumolekulskih veza [75]. U cilju sto efikasnije inkapsulacije aktivnih komponenti u
stabilne polimerne matrice koriste se razliite kombinacije polisaharida i proteina. Emulzije i
koloidi na bazi polisaharida i proteina uveliko se koriste kao prehrambeni sastojci, usled njihove
visoke biokompatibilnosti, dobre biorazgradivosti i moguénosti primene u razli¢itim oblastima
tehnologije. Ovi biopolimeri se u mnogim namirnicama (koje su u obliku emulzija) koriste kao
emulgatori, modifikatori teksture i stabilizatori. Formiranjem kompleksa polisaharid-protein moze
se prosiriti funkcionalnost ovih biopolimera, tako da ovakav kompleks ima primenu u regulisanju
karakteristika medufazne oblasti ulje-voda, menjajuéi time stabilnost i 0sobine emulzija. Na ovaj
nacin, dobijaju se emulzije sa svojstvima namenjenim za odredenu primenu, kao $to Su sistemi za
dostavu bioaktivnih komponenti [63,76]. Prema tome, kompleks polisaharid-protein se sa jedne
strane primenjuje kao matrica za inkapsulaciju aktivnih komponenti, a s druge strane, moze biti
stabilizator emulzije ulje-voda [76]. Ovi povrsinski aktivni kompleksi nastaju usled kovalentnih ili
nekovalentnih interakcija izmedu proteina i polisaharida [63].

1.3.1. Interakcije izmedu polisaharida i proteina

1.3.1.1. Kovalentne interakcije izmedu polisaharida i proteina

Polisaharid-protein konjugati nastali kovalentnim umrezavanjem su obi¢no stabilniji od
kompleksa polisaharid-protein koji su povezani fizickim interakcijama. Kovalentni kompleksi mogu
se dobiti Maillard—ovom reakcijom i enzimskom konjugacijom [63].

Maillard-ova reakcija podrazumeva stvaranje kovalentne veze izmedu amino grupe na proteinu
i karbonilne grupe na polisaharidu (posebno e¢-amino grupa lizinskih ostataka i terminalna
redukciona karbonilna grupa polisaharida) [63,77]. Ove reakcije ne zahtevaju upotrebu dodatnih
hemikalija i odvijaju se prirodno u uslovima kontrolisanog vremena, temperature, pH vrednosti i
vlage. Maillard-ove reakcije se odnose na slozenu grupu reakcija i mogu se podeliti u tri faze: ranu,
naprednu i zavrsnu. Sve ove faze su medusobno povezane i mogu se pojaviti istovremeno, a na njih
uticu uslovi reakcije [77]. Pokazalo se da ovakvi polisaharid-protein kompleksi imaju niz korisnih
funkcionalnih svojstava kao Sto su: antioksidativna i antimikrobna aktivnost, termicka stabilnost,
rastvorljivost i sposobnost emulgovanja [63,77].

Enzimski katalizovanim reakcijama mogu se, takode, dobiti kompleksi polisaharid-protein.
Tako na primer, aromati¢ne aminokiseline i neki fenoli mogu formirati kovalentne veze u prisustvu
oksidaza kao Sto su: tirozinaza, lakaza i peroksidaza [63].

1.3.1.2. Nekovalentne interakcije izmedu polisaharida i proteina

Nekovalentne interakcije izmedu polisaharida i proteina ukljucuju elektrostaticke i hidrofobne
interakcije, vodoni¢ne veze i sterno odbijanje [63,76,78]. Ove interakcie su obi¢no reverzibilne i
mogu biti u razli¢itim oblicima, kao Sto su elektrostaticko kompleksiranje ili termodinamicka
nekompatibilnost [63].

Elektrostati¢ke interakcije su vazne za biopolimere koji imaju naelektrisanje u uslovima u
kojima se koriste (pH vrednost i jonska ja¢ina sredine). Ove interakcije mogu biti privlacne ili
odbojne u zavisnosti od naelektrisanja biopolimera [78]. Elektri¢ni naboj na ki¢mi proteinskog ili
polisaharidnog lanca je odgovornan za njihovo medusobno elektrostati¢ko privlacenje ili odbijanje
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[63,76]. Proteini imaju pozitivan ili negatvan zeta potencijal, u zavisnosti od pH vrednosti sredine.
Zeta potencijal je pozitivan kada je pH vrednost sredine niZa od izoelektri¢ne tacke (pl) proteina, a
negativan kada je pH vrednost sredine visa od pl proteina. Ovo naelektrisanje na lancu proteina
ukazuje na prisustvo razli¢itih aminokiselina u molekulima proteina i njihov nacin jonizacije u
razli¢itim opsezima pH vrednosti. Polisaharidi se deprotonuju (postaju anjonski) u opsegu pH
vrednosti ve¢em od njegovog pKa [76]. Snaga i opseg ovih elektrostatickih interakcija opada sa
povecanjem jonske jaCine sredine [78]. lako je elektrostaticko privlacenje glavna pokretacka snaga
za stvaranje kompleksa izmedu polisaharida i proteina, takode, utvrdeno je da vodoni¢no vezivanje
i hidrofobne interakcije igraju sekundarnu ulogu za stabilnost ovih kompleksa [76].

Hidrofobne interakcije su karakteristicne za biopolimere u vodenim rastvorima koji imaju
nepolarne grupe, a manifestuju se kao tendencija da se ove grupe medusobno povezu [78]. Prisustvo
—COOH grupe na polisaharidu, a—-NH3 i —-COOH grupa na lancu proteina, izvori su vodoni¢ne veze
izmedu ova dva biopolimera [76].

Vodoni¢ne veze se javljaju kod biopolimera koji imaju segmente duz svog lanca koji mogu
formirati relativno jake vodoni¢ne veze sa segmentima na drugim molekulima, na primer, kroz
spiralnu ili strukturu ,,lista” [78].

Sterno odbijanje nastaje zbog smanjenja zapremine koja je dostupna molekulima biopolimera.
S obzirom da mnogi biopolimeri u rastvoru zauzimaju relativno velike zapremine, dolazi do
smanjenja entropije mesanja sistema i efekta sternog odbijanja [78].

Znacaj ovih interakcija i stepen stvranja kompleksa polisaharid-protein u odredenom sistemu
zavisi od vrste molekula biopolimera koji su ukljuc¢eni (njihove molekulske konformacije,
molekulske mase, gustine naelektrisanje u odnosu na pH vrednost, fleksibilnosti, hidrofobnosti),
osobina rastvora (pH vrednost i jonska jacina) i uslova u okolnoj sredini (temperatura, smicanje).
Modifikacijom ovih parametara moguce je kontrolisati interakcije izmedu biopolimera [63,76,78].

Koncentracija polisaharida i pH vrednost imaju vaznu ulogu u rastvorljivosti agregata
polisaharid-protein. Vezivanjem anjonskih polisaharida (pH ~ pKa) za katjonske proteine (pH < pl)
nastaju i rastvorljivi i nerastvorni kompleksi. Pocetno vezivanje anjonskih polisaharida za katjonske
proteine izaziva neutralizaciju naelektrisanja, Sto dovodi do stvaranja nerastvornih agregata protein-
polisaharid. Dalje vezivanje polisaharida za te neutralne agregate Cini ga efikasno anjonskim
(rastvorni kompleksi). Takode, poznato je da vezivanju anjonskih polisaharida sa anjonskim
proteinima (pH > pl) upravljaju interakcije izmedu anjonskih reaktivnih mesta polisaharida i malih
katjonskih reaktivnih mesta proteina. Vezivanje anjonskih polisaharida za katjonsku stranu proteina
(pri pH > pl) dovodi do stvaranja anjonskih agregata polisaharid-protein, koji su uglavnom
rastvorni kompleksi [76].

Parametari rastvora od kojih zavisi obim navedenih nekovalentnih interakcije su pH vrednost,
jonska ja¢ina, temperatura i mnogi drugi. [63,76]. Temperatura je jedan od faktora koji moZze
znacajno uticati na zastupljenost vodoni¢ne veze i hidrofobne interakcije. Od temperature zavisi da
li ¢e protein biti u savijenoj ili rasklopljenoj konformaciji. Rasklopljene konformacije proteina
omogucavaju Vvise reaktivnih mesta (aminokiselina) i veée Sanse za interakciju ili vezivanje sa
polisaharidom [76].

1.3.1.3. Nekovalentne interakcije polisaharida i proteina u rastvorima

Proteini i polisaharidi mogu postojati nezavisno jedan od drugog u rastvoru ili mogu formirati
rastvorljive ili nerastvorljive komplekse u zavisnosti od prirode molekula koji su ukljuceni, kao i
fizicko-hemijskih svojstava rastvora [63]. Takode, dva biopolimera mogu postojati ili u
jednofaznim sistemima ili u fazno odvojenim sistemima u zavisnosti od prirode biopolimera,
njihove koncentracije i osobina rastvora [63,76,78].

1. Kada se dva biopolimera koji imaju isto naelektrisanje meSaju zajedno, oni mogu da postoje u
jednofaznom sistemu (gde se dva odvojena biopolimera ravnomerno rasporeduju po medijumu)
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(Slika 1.9 - (a)) ili postoje kao dve razli¢ite faze (svaka faza sadrzi razli¢ite biopolimere) (Slika 1.9
- (b)) [76]. U uslovima razblazenog rastvora i u odsustvu dovoljno jakih privla¢nih sila izmedu
proteina i polisaharida, meSoviti sistem tezi da formira jednofazni rastvor. Povecanjem
koncentracije proteina i polisaharida, dva biopolimera postaju termodinamicki nekompatibilna
jedan sa drugim zbog efekata sternog odbijanja. Kao rezultat toga, rastvor se razdvaja u dve faze,
jednu koja je bogata proteinima i osiromaSena polisaharidom, a drugu bogatu polisaharidom i
osiromasenu proteinima [63].

2. Kada dva biopolimera imaju suprotno naelektrisanje, onda se oni aglomeriSu da bi formirali
rastvorljive komplekse (jednofazni sistem) (Slika 1.9 - (c)) ili nerastvorne taloge (dvofazni sistem)
(Slika 1.9 - (d)) [76]. U uslovima u kojima postoji dovoljno jaka privlac¢na sila izmedu proteina i
polisaharida, oni mogu formirati fizicke komplekse, koji mogu biti rastvorljivi ili nerastvorljivi.
Obicno je elektrostaticko privlacenje izmedu suprotno naelektrisanih biopolimera najces¢i nacin
formiranja ovih vrsta fizickih kompleksa. Zbijeni rastvorljivi kompleksi imaju tendenciju da
formiraju jednofazni rastvor, dok se nerastvorni kompleksi (poput koacervata i taloga) mogu
razdvojiti u dve faze kada stoje dovoljan dug vremenski period. U ovom slucaju, jedna od faza je
obogacena sa oba biopolimera, dok je druga osiromasena (Slika 1.9 - (d)) [63].
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Slika 1.9. Sematski prikaz &etiri razli¢ita fazna ponasanja nastala u smesi polisaharida i proteina
[63]

U sistemu polisaharid-protein moze do¢i do razdvajanja faza putem dva razli¢ita mehanizma:
asocijativno razdvajanje faza i segregativno razdvajanje faza. Ova razdvajanja izazivaju velike
promene u funkcionalnim svojstvima biopolimera [76,78].

Asocijativno razdvajanje faza je agregacija izmedu dva suprotno naelektrisana biopolimera
pokrenuta elektrostatickim privla¢enjem. Nastaje usled relativno snazne privla¢nosti izmedu dve
razli¢ite vrste biopolimera i1 dovodi do razdvajanja faza. Nastali dvofazni sistem sastoji se od faze
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koja je bogata sa oba biopolimera i faze koja je osiromasSena sa oba biopolimera (Slika 1.9 - (d)).
Faza bogata biopolimerima moze biti ili koacervat ili talog, u zavisnosti od intenziteta privlacenja i
prirode ukljucenih biopolimera [76,78].

Do segregativnog razdvajanja faza dolazi ili zbog jakog elektrostatickog odbijanja (izmedu
dva sli¢no naelektrisana biopolimera) ili zbog veoma visoke sterne iskljucenosti (izmedu dva
neutralna biopolimera). U ovom sluéaju, pri niskoj koncentraciji, dva biopolimera mogu postojati u
jednoj fazi, dok pri vecoj koncentraciji zapocinje odvajanje faza (Slika 1.9 - (c)) [76,78].

Vrsta, broj, redosled i tip vezivanja monomera u biopolimerima odreduju njegove molekulske
karakteristike u rastvoru, kao Sto su duzina lanca, grananje, naelektrisanje, fleksibilnost i
hidrofobnost. Pored toga, molekulske karakteristike biopolimera u velikoj meri odreduju njihova
funkcionalna svojstva (stvaranje gelova, zadrzavanje vode, stvaranje i stabilizuju emulzije) [78].

1.3.2. Hitozan-zelatin kompleks kao polimerna matrica za inkapsulaciju

1.3.2.1. Hitozan

Hitozan je linearni Kkatjonski polisaharid, dobijen deacetilacijom hitina [79,80]. Deacetilacija
hitina uglavnom se vrsi upotrebom tri razli¢ite metode: hemijske (alkalne), enzimske i primenom
mikroorganizama. U enzimskim i mikrobioloskim metodama, enzimi i mikroorganizmi deacetiliraju
hitin [81]. Hemijske metode za dobijanje hitozana najces¢e se koriste u komercijalne svrhe zbog
njihove niske cene [80].

Hitin je linearni homopolimer izgraden od monomernih jedinica N-acetilglukozamina (2-
acetamido—2-deoksi—p—D-glukopiranoze) medusobno povezanih f(1-4) glikozidnim vezama [79].
To je prirodni polisaharid koji sintetiSu razli¢ita ziva bi¢a i ubraja se u najbrojnije prirodne
polimere, posle celuloze [80]. U prirodnom obliku javlja se u vidu uredenih kristalnih mikrofibrila
koji formiraju strukturne komponente u egzoskeletu beski¢menjaka, kutikulama insekata ili
¢elijskom zidu pecuraka, plesni i kvasaca. Do sada je glavni komercijalni izvor hitina bio otpad
prehrambene industrije (Skoljke, rakovi, jastozi, Skampi) [80,82]. U svetu se godidnje sakupi
nekoliko miliona tona hitina, pa se stoga ovaj biopolimer smatra jeftinim i lako dostupnim [80]. U
industrijskoj preradi, hitin se ekstrahuje kiselinskim tretmanom radi rastvaranja kalcijum-karbonata,
a zatim sa alkalnim rastvorom radi rastvaranja proteina. Pored toga, ¢esto se dodaje joS jedan korak
tokom koga se uklanjanja boja, kako bi se uklonili pigmenti i dobio bezbojan, Cist hitin. Svi ti
tretmani se moraju prilagoditi izvoru hitina, zbog razlika u ultrastrukturi polaznog materijala, da bi
se prvo stvorio visokokvalitetni hitin, a zatim hitozan (posle delimi¢ne deacetilacije) [82]. Hitin je
nerastvoran u vodi i najcesce koris¢enim organskim rastvaracima, a rastvoran je u rastvara¢ima kao
Sto su: N,N-dimetilacetamid, heksafluoroaceton ili heksafluoro—2—propanol [83]. Zbog slabe
rastvorljivosti ne nalazi prakti¢nu primenu, za razliku od svog deacetilovanog oblika, hitozana, koji
ima Siroku primenu u proizvodnji biomaterijala [82].

Molekul hitozana se sastoji od jedinica glukozamina (2—amino—2—deoksi—B—D-glukopiranoze) i
N-acetilglukozamina (2—acetamido—2—deoksi—B—D-glukopiranoze) povezanih p(1-4) glikozidnim
vezama [79,82]. Hitozan sadrZi tri vrste reaktivnih funkcionalnih grupa, amino grupu na polozaju
C—6, kao i primarnu i sekundarnu hidroksilnu grupu na pozicijama C-6 i C-3 [81]. Hitin se
razlikuje od hitozana prema stepenu acetilacije (DA, eng. “degree of N-acetylation®) [80], koji se
definise kao prosecan broj N-acetil-D—glukozaminskih jedinica na 100 monomernih jedinica, i
izraZzava se u procentima [84]. Kada je DA manji od 50%, hitin postaje rastvorljiv u kiselim
vodenim rastvorima (pH < 6,0) i naziva se hitozan [84]. Prema nomenklaturi koju je predlozilo
»Evropsko drustvo za hitozan* (EUCHIS, eng. “European Chitin Society*), hitin i hitozan treba da
budu klasifikovani na osnovu njihove nerastvorljivosti i rastvorljivosti u 0,1 M rastvoru sircetne
kiseline; pri ¢emu se nerastvorljivi materijal naziva hitin, a rastvorljivi hitozan [83]. Strukture
»idealnog* i ,,realnog* hitina i hitozana predstavljene su na Slici 1.10.
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Slika 1.10. Hemijska struktura hitina i hitozana [80,83]

Za vreme deacetilacije uklanjaju se acetilne grupe, ali se deSava i reakcija depolimerizacije, sto
se moze uociti na osnovu promene molekulske mase hitozana (M) [80]. Hitozan moZe postojati u
vise razlicitih oblika na osnovu stepena njegove deacetilacije (DD) i molekulske mase [80,82,83]. S
druge strane, stepen deacetilacije i molekulska masa odreduju osobine hitozana [80,83], direktno
uticuci na niz hemijskih i bioloskih svojstava (Tabela 1.1) [82].

Tabela 1.1. Odnos izmdu strukturnih parametara i osobina hitozana [82]

Osobina Stukturalne karakteristike
Rastvorljivost 1 DD

Stepen kristalnosti | DD

Biorazgradivost | DD, | M

Viskoznost 1 DD

Biokompatibilnost 1 DD

Antimikrobna svojstva 1 DD

Antioksidativna svojstva 1 DD, | M

1 Direktno proporcionalno osobini; | Obrnuto proporcionalno osobini;
DD - stepen deacetilacije; M — molekulska masa.

Hitozan predstavlja slabu bazu, nerastvornu u vodi i organskim rastvara¢ima. Rastvara se u
razblazenim vodenim rastvorima kiselina (pH < 6,5), koji mogu pretvoriti jedinice glukozamina u
rastvorljivi oblik R-NH>* [81]. Takode, pokazano je da hitozan ispoljava jaci antimikrobni efekat
prema mikroorganizmima pri nizim pH vrednostima i da antimikrobna aktivnost slabi sa
poveéanjem pH vrednosti [85].

Hitozan i njegovi derivati zbog svojih Kkarakteristika kao Sto su biokompatibilnost,
biorazgradivost, bezbednost, netoksi¢nost i bioloska aktivnost (antimikrobno, antioksidativno,
antitumorno dejstvo), nasli su Siroku primenu u biomedicini, biotehnologiji, prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji [80]. Ova svojstva su posebno prepoznata u oblasti ¢uvanja i pakovanja
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hrane kako bi se izbegla upotreba hemijskih konzervansa. Predstavlja najistrazivaniji polisaharid
kada je re¢ o razvoju antimikrobnih jestivih filmova i prevlaka zbog antimikrobnih i antifungalnih
svojstava i sposobnosti formiranja filma [81]. Hitozan, takode, ne migrira lako iz formiranog filma i
ima dobra barijerna svojstva [13,86].

Hitozanski filmovi su selektivno propustljivi za gasove (SO, i O3) i poseduju dobra mehanic¢ka
svojstva. Medutim, njihova visoka propustljivivost vodene pare, ograniCava njihovu upotrebu, §to
predstavlja znacajan nedostatak za efikasnu kontrolu prenosa vlage, koja je pozeljna za vecinu
namirnica, naro¢ito onih koji se ¢uvaju u sredinama u kojima je relativna vlaznost vazduha velika.
U upotrebi je nekoliko strategija koje se koriste za poboljSanje fizi¢kih svojstava biopolimernih
filmova. Obecavaju¢i rezultati u pogledu povecanja hidrofobnosti dobijeni su dodavanjem
neutralnih lipida, voskova, masnih kiselina i glina, iako se time Cesto narusava njihova mehanicka i
hemijska stabilnost i/ ili organolepticka svojstva [21]. Razna hemijska sredstva (sredstava za
umrezavanje) [87,88] i fizicki postupci (zracenje i ultrazvucni tretmani) pokazali su se kao dobre
strategije za poboljSanje mehanickih osobina hitozanskih filmova [89]. Takode, meSanje polimera,
upotreba kompozita i viSeslojnih sistema su moguca resenja za prevazilazenje hidrofilnog karaktera
hitozana [80].

Dokazano je da hitozan poseduje antimikrobno dejstvo prema mnogim grupama
mikroorganizama, Gram-pozitivnim i Gram-negativnim vrstama bakterija, plesnima i kvascima
[89]. Tac¢ni mehanizmi antimikrobnog delovanja hitozana i njegovih derivata joS uvek nisu poznati.
Poznato je da na antimikrobnu aktivnost hitozana uti¢e veliki broj faktora koji deluju nezavisno
jedni od drugih [85]. Postoji nekoliko hipoteza koje se odnose na mehanizam delovanja hitozana na
¢elije mikroorganizama [21,81]:

(1) Najrasprostranjenija hipoteza podrazumeva da pozitivnho naelektrisani molekul hitozana
raguje sa negativno naelektrisanim grupama prisutnim na povrsini ¢elija mikroorganizama [81].
Veruje se da antimikrobna aktivnost potice od polikatjonske prirode hitozana, odnosno od
elektrostatickih sila izmedu protonovane amino grupe (NH3") hitozana i negativnih grupa prisutnih
na povrsini citoplazmati¢éne membrane [21];

(2) Hitozan hidrolizovan do manje molekulske mase difunduje kroz citoplazmati¢nu membranu
I reaguje sa molekulima DNK, Sto dovodi do inhibicije sinteze iRNK i sinteze proteina u celiji
[81,85,90];

(3) Hitozan inhibira rast i razmnozavanje ¢elija mikroorganizama helacijom hranljivih materija i
bitnih metala [81];

(4) Na povrsini ¢elije mikroorganizama hitozan moze formirati polimernu membranu koja
spreCava ulazak hranljivih materija u Celiju, ili kod ¢elija acrobnih mikroorganizama deluje kao
prepreka za kiseonik inhibirajuci tako njihov rast i razmnozavanje [81,85].

Razli¢ita fizicka stanja i molekulske mase hitozana i njegovih derivata pokazuju specifi¢ne
nacine antibakterijskog delovanja. Ultrafine nanocestice hitozana male molekulske mase, zbog
svoje rastvorljivosti u vodi, mogu da prodru kroz ¢elijski zid bakterija i reaguju sa DNK i inhibiraju
transkripciju DNK i sintezu iRNK u unutrasnjosti ¢elije. Umesto toga, hitozan velike molekulske
mase (koji moze biti u ¢vrstom obliku ili rastvoren u vodi) uklju¢ujuci nanocestice vecih dimenzija,
deluje na povrsinu citoplazmati¢éne membrane tako Sto menja njenu propustljivost (ili obrazuje
nepropusni sloj oko ¢elije) | sprecava transport esencijalnih rastvornih materija u ¢eliju [85].

Ustanovljeno je da razlic¢iti faktori imaju uticaja na antimikrobnu aktivnost hitozana kao Sto su:
osobine mikroorganizama (vrsta i starost celija mikroorganizama), osobine hitozana (pozitivna
gustina naelektrisanja, molekulska masa, koncentracija, hidrofilna/ hidrofobna svojstva i helatni
kapacitet), fizickog stanja hitozana (rastvorljivost u vodi i ¢vrsto stanje) i spoljnih faktora (jonska
jacina sredine, pH vrednost, temperatura i duzina delovanja) [81,85].

Mehanizam i ja¢ina antimikrobnog delovanja hitozana na ¢elije mikroorganizama moze u velikoj
meri zavisiti od vrste i starosti samih celija mikroorganizama. lako hitozan poseduje Sirok spektar
antimikrobne aktivnosti, hitozan pokazuje razli¢itu antimikrobnu efikasnost prema razli¢itim
vrstama plesni, Gram-pozitivnim i Gram-negativnim vrstama bakterija. Antifungalno dejstvo
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hitozana sprecava sporulaciju i Klijanje spora kod plesni [91]. Suprotno tome, antibakterijsko
delovanje je sloZen proces, koji se razlikuje kod Gram-pozitivnih i Gram-negativnih vrsta bakterija,
zbog njihove razlicite strukture celijskog zida [92]. Razlike u antimikrobnom dejstvu hitozana
mogu se pripisati razli¢itim osobinama mikroorganizama, budu¢i da povrSinsko naelektrisanje ¢elija
mikroorganizama moze da se menja u zavisnosti od vrste mikroorganizma [94]. Takode,
elektronegativnost povrSine celije menja se u zavisnosti od faze rasta mikroorganizama, Sto moze
dovesti do razlicite osetljivosti ¢elija na hitozan [93].

1.3.2.2. Zelatin

Zelatin je prirodan, biokompatibilan, biorazgradiv i visefunkcionalan biopolimer [95].
Predstavlja polipeptid velike molekulske mase poreklom iz kolagena [96]. SadrZi oko 20 vrsta
esencijalnih aminokiselina, koje su zastupljene u ljudskoj ishrani [43,97]. Proizvodi se hidrolizom
sirovog kolagena [43], kada se visoko organizovana vlakna kolagena, koja su nerastvorna u vodi,
prevode do depolimerizovanog sistema (zelatin), koji je rastvorljiv u vodi. Velika raznolikost vrsta
Zelatina povezana je sa slozenom strukturom kolagena i raznovrsnos¢u hemijskih (Kiselinski il
alkalni) i enzimskih tretmana koji se mogu primeniti u proizvodnji zelatina [95,96,97].

Kolagen je najzastupljeniji biopolimer u Zivim organizmima. To je nerastvoran, vlaknasti protein
koji se sastoji od tri polipeptidna lanca namotana jedan oko drugog. Nalazi se u ekstracelularnom
matriksu i dominantan je protein u vezivnom tkivu [98]. Vazna funkcija kolagena je odrzavanje
celovitosti vezivnog tkiva, poput kostiju, hrskavice, roznjace, tetiva, ligamenata, krvnih sudova i
dentina [97]. Aminokiselinski sastav kolagena kod sisara je stalan, gde je 18 — 20 aminokiselina
(koje se inace nalaze u proteinima) uvek prisutno. Kolagen se odlikuje visokim sadrZzajem glicina,
prolina i hidroksiprolina [96]. 1zolovani molekuli kolagena su dugi oko 280 nm, molekulske mase
od 360 kg'mol™, a molekuli su stabilizovani vodoni¢nim i medumolekulskim vezama. Hemijska i
enzimska hidroliza su uobicajene metode za pripremu kolagena [98]. Osnovni element u
konfiguraciji kolagena je tropokolagen, koji se sastoji od tri lanca, od kojih je svaki levoruk. Lanci
su isprepletani poput pramenova i medusobno povezani vodoni¢nim vezama ¢ineci blagi, desnoruki
superheliks. Razli¢ite kombinacije ova tri polipeptidna lanca dovode do formiranja razli¢itih vrsta
molekula tropokolagena (tip I, 11, 111, V) (Slika 1.11) [96].

Zelatini dobijeni od sisara (svinjski i govedi) koriste se u regenerativnoj medicini poslednjih
nekoliko decenija. Ovi Zelatini imaju slicne polipeptidne strukture kao onaj humanog porekla.
Zelatini dobijeni iz ribe imaju znatno nizu tadku topljenja, nizu temperaturu geliranja, slabiju
termiCku stabilnost i vecu viskoznost. Takode, ovi Zelatini u svojim polipeptidnim lancima imaju
relativno nizi sadrzaj peptida koji se ponavljaju (ili aminokiselinskih ostataka), kao Sto su
prolinamid i hidroksiprolinamid [95,97].

Hidroliticki procesi prevodenja kolagena tipa | u Zelatin mogu se klasifikovati u tri grupe:
fizicke, hemijske i enzimske. Citav postupak od kolagena tipa | do Zelatina moze se podeliti u tri
faze: predobrada sirovine, ekstrakcija Zelatina i preciS¢avanje i/ ili suSenje proizvoda. U zavisnosti
od protokola koji se koriste za prethodnu obradu kolagena tipa I, pre postupka ekstrakcije, mogu se
proizvesti dve glavne vrste Zelatina [95,97]:

e Zelatin tipa A (sa izoelektrinom tatkom 9,0), koji se proizvodi kiselom hidrolizom sirovog
kolagena u prisustvu neorganske kiseline (sumporne ili hlorovodoni¢ne). Sastoji se od 18,5%
azota [43,97];

e Zelatin tipa B (sa izoelektriénom tackom 5,0), koji se dobija alkalnom hidrolizom kolagena
tipa I, koriste¢i alkalni rastvor (NaOH). Sadrzi 18% atoma azota bez amidne grupe (-CONH-).
U ovom sluc¢aju, amidne grupe asparagina i glutamina u molekulima kolagena tipa I hidrolizom
se prevode u karboksilne grupe i dolazi do formiranja ostataka aspartata i glutamata u
molekulima zelatina [97].
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Zelatin tipa B je termolabilan pri niskim i povisenim temperaturama. Na povisenim
temperaturama se topi i prelazi u savijenu namotanu formaciju, a na niZzim temperaturama prelazi
od namotane do helikoidne (spiralne) formacije. Moze se modifikovati kompozitima |
nanokompozitima zbog prisustva reaktivnih grupa kao sto su -CONH-, -SH- i -COOH-. Ima
jedinstveno svojstvo umrezavanja i sposobnost stvaranja hidrogelova koji se koriste u
biomedicinske svrhe (inZenjerstvu tkiva, previjanju rana, genetickom inzenjerstvu i kontrolisanom
otpustanju lekova) [43].

Tokom hidrolitickih procesa, tipi¢na struktura trostruke zavojnice kolagena tipa I delimi¢no se
razbija na jednolancane molekule polimera (pojedinacni lanci) (Slika 1.11).
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Slika 1.11. Struktura trostruke zavojnice kolagena tipa | i Zelatina [97]

Prose¢na molekulska masa Zelatina je izmedu 15 i 400 kg-mol™. Teorijski gledano, svi Zelatini,
bez obzira na poreklo, sastoje se od peptidnih jedinica koje se ponavljaju ,,glicin—X-Y*; pri ¢emu X
I 'Y mogu biti bilo koje aminokiseline, a najces¢e je u X-—polozaju prolin, a u Y-polozaju
hidroksiprolin. Sastav i sekvence aminokiselina u pojedina¢nim lancima mogu se razlikovati u
velikoj meri u zavisnosti od porekla Zelatina, Sto utice na njegova konacna svojstva [96,97].
Prose¢ne duzine i molekulske mase polipeptidnih lanaca Zelatina zavise od nekoliko faktora, kao $to
su: poreklo sirovine, metode prethodne obrade i parametri hidroliticke obrade (na primer pH
vrednost, temperatura i vreme). lzmedu pojedinac¢nih lanaca Zelatina postoje jake nekovalentne
interakcije, poput Van der Valsovih sila, vodoni¢nih veza, elektrostatickih i hidrofobnih interakcija
[97].

Zelatin se koristi u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji i medicini zbog
njegovih jedinstvenih mehanickih osobina. U medicini i farmaciji Zelatini se koristi kao matrice za
implantate i kao stabilizatori u razli¢itim vakcinama. Takode, koriste se u intravenskim infuzijama,
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tvrdim i mekim kapsulama, plazma ekspanderima, oblogama za rane, kao bioadhezivi u tkivima i
hemostatima [95].

Kada se Zelatin stavi u hladnu vodu on nabubri, upijaju¢i 5 do 10 puta vise vode od sopstvene
zapremine. Kada se zagreje do temperature iznad tacke topljenja, nabubreli Zelatin se rastvara i
hladenjem stvara gel. Ova sol-gel konverzija je reverzibilna i moze se ponavljati, §to omogucava
njegovu primenu u nosa¢ima lekova u farmaceutskoj industriji, a takode, upotrebljava se u
prehrambenoj industriji [95,96]. Zelatinski gelovi podinju da se tope na temperaturama izmedu 27 i
34 °C. Geliranje Zelatina nastaje mehanizmom nasumi¢nog obrtanja spiralne zavojnice. Regioni
razli¢itih polipeptidnih lanaca bogati aminokiselinama dobijaju spiralnu konformaciju hladenjem.
Ove zavojnice se stabilizuju vodoni¢nim vezama stvaraju¢i trodimenzionalni gel [96].

Zelatinu se pripisuje dobra sposobnost stvaranja filma, ali njihova primena moZe biti oteZzana
zbog visoke higroskopnosti i relativno losih mehanickih svojstava. Prema tome, filmovi na bazi
zelatina zahtevaju odredene modifikacije. Hemijska modifikacija i enzimski tretmani do sada su
najces¢e primenjivani za poboljsanje fizickih svojstava ovih filmova. Medutim, toksi¢nost i visoka
cena nekih hemikalija i enzimskih preparata mogu ograniciti njihovu primenu. Mesanje Zelatina sa
drugim biopolimerima predstavlja jedan od efikasnijih na¢ina za pobolj$anje fizi¢kih svojstava
zelatinskih filmova [75].

Filmovi i prevlake na bazi hitozana i Zelatina su znacajni zbog svojih mehanickih i dobrih
barijernih svojstva za gasove (kiseonik), pri srednjem i niskom procentu relativne vlaznosti, pa se
stoga mogu primeniti za poboljSanje kvaliteta i roka trajanja hrane [81,99]. Uprkos dobrim
svojstvima jednokomponetnih hitozanskih i zelatinskih filmova, oni imaju svoje nedostatke Kkoji
ograni¢avaju njihovu krajnju upotrebu. Obecavajuca strategija za prevazilazenje takvih ogranicenja
je stvaranje kompozita ili dvoslojnih filmova [99]. MeSanje zelatina sa hitozanom je opcija koja
obecava dobijanje biokompozita sa novim svojstvima. ZabeleZeno je da su kompozitni filmovi na
bazi hitozana i Zelatina (ili kolagena) poboljSali mehanicka i fizicka svojstva u poredenju sa
svojstvima jednokomponentnih filmova [75]. Takode, potvrdena su antioksidativna i antimikrobna
svojstva ovakvih kompozita [100]. Sa aspekta propustljivosti vodene pare i mehanickih osobina,
dvoslojni filmovi na bazi hitozana/Zelatina pokazali su bolja svojstva nego kompozitni filmovi, dok
su kompozitni filmovi pokazali znatno bolja antimikrobna svojstva [99].

1.3.2.3. Molekulske interakcije izmedu hitozana i Zelatina

Hitozan ispoljava biokompatibilnost, biorazgradljivost, antioksidativno i antimikrobno dejstvo
[101]. Kombinacijom hitozana sa zelatinom mogu se prevazi¢i njegovi morfoloski nedostaci, kao
Sto je krutost. Zelatin ispoljava dobra svojstva geliranja, tako da se stvaranjem kompozita postize
bolja elasti¢nost i fleksibilnost materijala. Zelatin u svojoj strukturi sadrZi slobodne amino i
karboksilne grupe, koje uti¢u na smanjenje njegovog afiniteta prema vodi, dok prisustvo hidrofilnih
funkcionalnih grupa na polimernom lancu povecava njegov afinitet prema vodi. Prilagodljiva
lanc¢ana struktura zelatina omogucéava formiranje kompaktno umrezene polimerne matrice [102].

Kulkarni (Kulkarni) i saradnici [102] ispitivali su efekat razli¢itih koncentracija zelatina na
fizicka, hemijska i morfoloSka svojstva kompozitnih membrana hitozan-Zelatin. Hitozan je koris¢en
kao osnovni polimer, a membrane su dobijene metodom izlivanja. Na osnovu analiza infracrvene
spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR) pokazano je da u ovim kompozitima dolazi
do jonskog unakrsnog povezivanja izmedu ~COO™ grupa Zelatina i -NH** grupa hitozana. Takode,
dobijeni spektri ukazali su na pojatane medu- i unutar-molekulske vodoni¢ne veze izmedu ova dva
biopolimera. Analizama skanirajuce elektronske mikroskopije (SEM) potvrdena je ugradnja Zelatina
u hitozansku matricu i kompatibilnost izmedu dva biopolimera, pri svim variranim
koncentracijama. Interakcije izmedu hitozana i zelatina prikazane su na Slici 1.12 [102].
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Slika 1.12. Interakcije izmedu hitozana i Zelatina [102]

Takode, Ciao (Qiao) i saradnici su na osnovu reolodkih, spektroskopskih, difraktometrijskih i
kalorimetrijskih analiza ispitali opSte karakteristike molekulskih interakcija izmedu hitozana i
zelatina u kompozitnim filmovima [75]. Tom prilikom dosli su do zakljucka da su Zelatin i hitozan
potpuno kompatibilni, sto omogucava formiranje kompozitnih filmova. Interakcije izmedu zelatina i
hitozana bile su uslovljene elektrostatickim interakcijama (uglavnom se javljaju izmedu —COO™
grupa Zelatina i —NH** grupa hitozana) i vodoni¢nim vezama (formiraju Se unutar i izmedu
polimernih lanaca, koji uklju¢uju njihove karbonilne, hidroksilne i amino grupe). Uticaj ovih
snaznih interakcija je dvojak, tako Sto sa jedne strane mogu olakSati stvaranje raznih kompleksa, $to
dovodi do dobrog meSanja zelatina i hitozana. S druge strane, interakcije ometaju fizicko geliranje
Zelatina, $to dovodi do smanjenja sadrzaja trostrukih spirala unutar filma [75].

lako je pokazano da je ovakav kompleks biopolimera potpuno kompatibilan i da postoje jake
molekulske veze, njegova prakti¢na primena je ograniCena prirodom samih biopolimera, koji
ispoljavaju losa mehanicka svojstava u vodenoj sredini [101].

Hitozan-Zelatin kompoziti pokazali su se kao dobre matrice za inkapsulaciju razli¢itih aktivnih
komponenti. Etarska ulja cimeta [100], karanfilica, komorac¢a, ¢empresa, lavande, maj¢ine dusice,
bora i ruzmarina [103], origana [23], estragona [104] uspeSno su inkapsulirana u ovakav polimerni
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kompleks. Inkapsulirana etarska ulja pokazala su antioksidativno i antimikrobno dejstvo prema
razli¢itim vrstama mikrorganizama. Pokazalo se da ovakav sistem obezbeduje stabilnost aktivnih
komponenti i omogucava njihovo ciljano dejstvo. Takode, u biopolimerni kompleks hitozan-zelatin
uspesSno su ugradene Cestice metala kao S$to su: nanocestice cink-oksida [105,106], nanocestice
srebra [107,108,109], bifazni kalcijum-fosfat [110], ¢ije krajnje primene mogu biti raznovrsne.

1.3.3. Pektin-zelatin kompleks kao polimerna matrica za inkapsulaciju

1.3.3.1. Pektin

Pektin je biljni biopolimer koji predstavlja jednu od glavnih komponenti ¢elijskog zida visih
biljaka. Cini oko jedne treé¢ine suve materije éelijskog zida i doprinosi strukturi biljine ¢elije.
Predstavlja slozenu meSavinu polisaharida velike molekulske mase i smatra se jednim od
najsloZenijih makromolekula u prirodi [22,111,112]. Termin pektin obuhvata brojne polimere koji
se razlikuju prema njihovoj molekulskoj masi, hemijskoj konfiguraciji, sadrzaju neutralnih Secera,
izvoru dobijanja i uslovima primenjenim tokom njihove izolacije [111,112]. Iako se pektin Cesto
javlja kod vecine biljnih tkiva, broj sirovina koje se mogu koristiti za komercijalnu proizvodnju
pektina je veoma ogranicen [112].

Sposobnost pektina da formira gel zavisi od veli¢ine molekula i stepena esterifikacije (DE, eng.
»degree of esterification”), tako da pektin iz razli¢itih izvora nema istu sposobnost geliranja zbog
promenljivosti ovih parametara. Trenutno se komercijalni pektini skoro isklju¢ivo dobijaju iz kore
citrusa ili komine jabuka, kao sporednih proizvoda u proizvodnji sokova (ili cidera). Citrusni
pektini su svetlokrem ili svetlo zuto-smede boje, dok su jabuc¢ni pektini ¢esto tamniji. Alternativni
izvori za dobijanje pektina su otpad Secerne repe (iz proizvodnje Secera), suncokreta (seme koje se
koristi za proizvodnju jestivog ulja) i manga. Komercijalno, pektin se ekstrahuje tretiranjem
sirovine sa vru¢om razblazenom mineralnom kiselinom pri pH ~ 2 [112]. Pektin je rastvorljiv u
vodi, ali je nerastvoran u vedini organskih rastvaraca. Stopa rastvorlivosti u vodi je povezana sa
stepenom polimerizacije, brojem i distribucijom metil-estarskih grupa [111].

Pektin je u osnovi linearni polisaharid, koji se uglavnom sastoji od jedinica D—galakturonske
kiseline (GalA) medusobno povezanih u lance a—(1-4)glikozidnim vezama preko atoma kiseonika.
Sadrzi od nekoliko stotina do oko 1000 saharidnih jedinica u lancanoj konfiguraciji, Sto odgovara u
proseku molekulskoj masi od oko 50 do 150 kg'mol™[111,112].

Hemijski gledano, pektin je poli o-1-4—galakturonska kiselina, sa razli¢itim stepenom
metilovanih ostataka karboksilne kiseline i/ ili amidiranih ostataka poligalakturonske kiseline
(Slika 1.13). Metoksilirane karboksilne grupe se dobijaju esterifikacijom karboksilnih grupa
galakturonske kiseline metanolom. Amidirane karboksilne grupe se dobiju kada se deo
galakturonske kiseline pomo¢u amonijaka prevede u amid karboksilne kiseline [22,112].

26



OH
OH O
o HO O
HO ° HO OH
OH

HO
OH
(0] . ..
© ogl s o—1-4—galakturonska kiselina
HO OCH;
OH o
O o, OCH; HO 0
0 HO OH
HO OH
OH
0 o OH Metoksilirana karboksilna grupa

o)
HO OH NH,
OH 0
HO O
HO OH
OH

Segment molekula pektina koji se ponavlja ~ Amidirana karboksilna grupa

Slika 1.13. Hemijska struktura o—1-4—galakturonske kiseline, a—1-4—galakturonske kiseline sa
metoksiliranom karboksilnom grupom i a—1-4—galakturonske kiseline sa amidiranom karboksilnom
grupom, koje ucestvuju u izgradnji molekula pektina [22,112]

Pektin uvek sadrzZi i razlicite koli¢ine neutralnih Secera kao $to su D—galaktoza, L-ramnoza, L-
arabinoza i D—ksiloza. Neki od ovih neutralnih $eéera su sastavni deo bo¢nih lanaca povezanih sa
kosturom galakturonana. Medutim, 1,2-vezana L-ramnoza je prisutna u glavnom
poligalakturonskom lanacu, zbog ¢ega dolazi do formiranja uvijene strukture molekulskog lanca.
Takode, ksiloza je veoma vaZan neutralni SeCer u jabuénom pektinu, koji je vezan u samom
homogalakturonskom lancu. Deo molekula bez bo¢nih lanaca je opisan kao ,,glatka regija““. Kada su
u strukturu ukljuéeni bo¢ni lanci neutralnih Sec¢era (koji su uglavnom koncentrisani u relativno
kratkim segmentima) onada se taj deo galakturonskog lanca naziva ,,razgranata regija“ [111]. Ta¢na
struktura pektina jo$ uvek nije u potpunosti definisana. Do sada su tri glavna pektinska polisaharida
izolovana iz biljaka i1 njihova struktura je identifikovana: homogalakturonan (HGA),
ramnogalakturonan—I (RGA-I) i supstituisani galakturonani (GSA) [22,113] (Slika 1.14).
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Slika 1.14. Sematski prikaz strukture pektina [113]

Homogalakturonan ¢ini glavni deo molekula pektina (oko 65%) i formira ,glatku regiju®.
Predstavlja linearni lanac D—galaktopiranosiluronske kiseline (GalpA) vezane a—1-4 vezom, dok
karboksilna grupa nekih ostataka moze biti metil-esterifikovana [22,113]. Takode, HGA mogu
delimi¢no biti O-acetilirani na C-3 ili C-2 (Slika 1.14) [113]. Ramnogalakturonan-I ¢ini oko 20—
35% molekula pektina i nalazi se u ,,visokorazgranatoj regiji”’. Glavni lanac RGA-I je sastavljen od
ponovljenih jedinica D—galaktopiranosiluronske kiseline (GalpA) i L-ramnopiranoze (Rhap) vezane
[— 4) — o —-D-GalpA- (1 — 2) — o —-L-Rhap- (1—]. Ostaci D—galaktopiranosiluronske kiseline
koji ¢ine glavni lanac mogu biti O-acetilirani u C-3 ili C-2, ali obi¢no nisu povezani sa
monomerima ili bo¢nim lancima. Bo¢ni lanci najce$¢e sadrZze o—L-arabinofuranozil (Araf) i/ ili
galaktopiranozil (Galp). Ovi bo¢ni lanci (arabini, galaktani ili arabinogalaktani) mogu biti linearni
ili razgranati (Slika 1.14) [22,113].

Supstituisani galakturonani ¢ine grupu razlicitih polisaharida ¢iji se linearni lanac sastoji od
ostataka D-GalpA povezanih o—1,4 vezom (kao kod HGA) i na koje se vezuju drugi ostaci. Ovde
spada ramnogalakturonan—I1 (RGA-II), ¢iji glavni lanac nije sastavljen od GalA-Rhap disaharida
(kao kod RGA-I), ve¢ od HGA lanca. Cetiri vrste lanaca sa strukturno razli¢itim oligosaharidima
povezane su sa glavnim lancem RGA-II. Ovi lanci se sastoje od 12 vrsta glikozilnih ostataka
povezanih pomoc¢u najmanje 22 vrste glikozidnih veza. Jedan monasaharid (bo¢ni lanac B) i jedan
oktasaharid (boc¢ni lanac A) su vezani za C-2 nekih GalA ostataka iz glavnog lanca, a dva razlicita
disaharida povezana su za C-3 glavnog lanca. Lokalizacija ovih bo¢nih lanaca, jedan u odnosu na
drugi, josS nije utvrdena. Ostali supstituisani galakturonani su opisani kod malog broja biljaka i tu
spadaju: ksilogalakturonan (XGA) i apiogalakturonan (AGA). Ksilogalakturonan sadrzi p-D-
ksilozil (Ksilp) povezan za C-3 glavnog lanca. Apiogalakturonan sadrzi monomere ili dimere p—D—
apioduranozila (Apif) koji su vezani za C-2 i C-3 glavnog lanca [113].
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Prema stepenu esterifikacije metanolom (DE) pektin moze biti klasifikovan kao visoko metoksil
pektin (HMP, eng. “high methoxyl pectin”) ili nisko metoksil pektin (LMP, eng. “low methoxyl
pectin”), gde DE predstavlja odnos izmedu estarifikovanih grupa galakturonske kiseline i ukupnih
grupa galakturonske kiseline. HMP imaju preko 50% svojih esterifikovanih karboksilnih grupa (DE
> 50), dok LMP imaju manje od 50% (DE < 50) [22,112]. DE vrednosti za komercijalne HMP
obi¢no se kre¢u od 60 do 75%, a za LMP od 20 do 40% [112].

Upotreba pektina zasniva se na njegovoj sposobnost geliranja. Stepen esterifikacije utice na
svojstvo geliranja pektina, tako da HMP i LMP stvaraju gelove razli¢itim mehanizmima
[22,111,112]. U geliranju pektina ukljucene su razlicite intermolekulske interakcije. LMP formira
gel u prisustvu multivalentnih jona, koji deluju kao most izmedu parova karboksilnih grupa
razli¢itih pektinskih lanaca [22]. LMP nisu osetljivi na promene pH vrednosti, proizvode gelove
nezavisno od sadrzaja Secera i zahtevaju kontrolisane koli¢ine kalcijuma ili drugih dvovalentnih
katjona za geliranje [112].

Kod geliranja LMP javlja se model koji je poznat kao ,kutije za jaja” (eng. “egg box”)
(Slika 1.15). Ovaj oblik nastaje izmedu dva susedna polimerna lanca i stabilizovan je Van der
Valsovim interakcijama i vodoni¢nim vezama uz elektrostaticke interakcije. Geliranje LMP
ukljucuje elektrostaticke interakcije izmedu katjona i negativno naelektrisanih Supljina formiranih
od polimernih lanca, u kojima su umetnuti katjoni [22].

Slika 1.15. Sematski prikaz modela ,kutija za jaja” na primeru pektin-kalcijum gela. Lanci
poligalakturonske kiseline su predstavljeni crnim linijama, joni kalcijuma (Ca**) crnim krugovima,
a karboksilne grupe u polimernom lancu belim krugovima [114]

Formiranje gelova kog HMP deSava se u kiseloj sredini (pH vrednost oko 3,0) uz dodatak
razli¢itih Secera, poput saharoze ili glukoze, u uslovima gde su smanjene elektrostaticke odbojne
sile i aktivnost vode [22,111,112]. HMP zahteva minimalne koli¢ine rastvorljivih ¢vrstih supstanci
kako bi se formirali gelovi [112], a umreZavanje nastaje stvaranjem polimernih lan¢anih agregata
razli¢itih veli¢ina [22]. HMP gelovi su termicki reverzibilni, rastvorljivi su u toploj vodi i Cesto
sadrZe sredstvo za disperziju (za spreCavanje stvaranja aglomerata), kao 5to je dekstroza [112].

Pektin je odobren od strane FDA kao bezbedan i uspeSno se koristi duzi niz godina u
prehrambenoj industriji i industriji pi¢a, kao sredstvo za zguSnjavanje, geliranje, stabilizaciju
(u proizvodima poput dzemova, napitaka od jogurta, voénih mle¢nih napitaka i sladoleda). Takode,
pektin ima nekoliko jedinstvenih svojstava zbog kojih moZze da se Kkoristi kao matrica za
inkapsulaciju i/ ili dostavu razlicitih lekova, proteina i ¢elija, pa stoga pronalazi sve vecu primenu u
biotehnologiji i farmaceutskoj industriji [22,112].
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Pored navedenih dobrih osobina pektina, kao materijala za inkapsulaciju, pektinski filmovi su
pokazali nisku termijsku stabilnost i loSa mehanicka svojstva. Pektin se zbog toga primenjuje
pomesan sa razli¢itim polimerima radi poboljSanja toplotne i mehanicke stabilnosti [115]. Postoji
viSe metoda kojima se moze postici proizvodnja pektinskih filmova, kao Sto su izlivanje, ekstruzija,
prskanje i oblaganje noZzem [22].

1.3.3.2. Molekulske interakcije izmedu pektina i Zelatina

Kompleks pektin-zelatin do sada je najc¢esce koris¢en za inkapsulaciju lekova u cilju njihovog
kontrolisanog otpustanja, primenom metode kompleksne koacervacije [116,117,118].

Jedno od istrazivanja tokom koga je ispitano umrezavanje pektina i Zelatina odnosi se na
formiranje hidrogelne membrane za potencijalnu primenu u previjanju rana [115]. Misra (Mishra) i
saradnici [115] su varirali razli¢ite odnose pektina i Zelatina, a glutaraldehid je koris¢en kao
sredstvo za umrezavanje. Na osnovu FTIR analize ovih hidrogelova pokazano je da dolazi do jakih
medumolekulskih interakcija izmedu pektina i zelatina. Na osnovu spektara utvrdeno je da je doslo
do smanjenja intenziteta pikova koji poticu od —OH vibracionih istezanja, u poredenju sa
uobicajenim —OH istezanjem ¢istog pektina i Zelatin. Ovo se pripisuje poveéanju broja vodoni¢nih
veza ili snaznim medumolekulskim interakcijama izmedu pektina i Zelatina (Slika 1.16). Termijska
analiza filmova je pokazala da uklju¢ivanje zelatina u hidrogelnu mrezu poboljSava termijsku
stabilnost kompleksa. Analiza brzine prenosa vodene pare ukazala je da membrane zadrzavaju
vlagu [115].

0 o
Il
COCH; COH
s . NH,
HaN=C
] 0 o HN
H,C
- H,C
o | o 0 0 OH
OH OH OH OH------- 0 &-N-c-&-R-c2&-N--&-N
Hll w9 H CH, W H
vu\pN—(l:—C‘.—N—C C-N (I:H c-N-cz-C-N;l
. > . 2 1 1]
Pektin CH, Zelatin CooH © o)
Cerenn

————— Vodoni¢na veza

Slika 1.16. Mehanizam vezivanja i umrezavanja pektina i Zelatina vodoni¢nim vezama [115]

Liu (Liu) i saradnici su u svojim preliminarnim istrazivanjima pokazali da kompozitni filmovi na
bazi pektin-protein pokazuju bolju otpornost na vlagu u poredenje sa pektinskim filmovima ili
pektin-skrobnim filmovima [119]. U drugom istrazivanju, gde su ispitivali kompozitne filmove na
bazi pektina i Zelatina iz riblje koZe ili proteina iz sojinog brasna, rezultati su ukazali da je
uklju¢ivanje proteina u pektinske filmove poboljsalo i mehani¢ku ¢vrstoéu i fleksibilnost filmova.
Takode, pokazano je da dodatak sredstva za umreZavanje (glutaraldehid/ metanol) dodatno
povecéava Cvrstocu i Smanjuje propustljivost vodene pare, uz zadrzavanje fleksibilnosti. Na osnovu
SEM analize je potvrdeno da filmovi sa glutaraldehidom pokazuju dobru strukturnu heterogenost,
uz uklanjanje pukotina i praznina nastalih tokom umrezavanja polimera [120].

Primer upotrebe polimernog kompleka pektin-Zelatin, kao sistema za inkapsulaciju etarskih ulja,
objavljen je u literaturi [121], kada su etarska ulja pitome nane (Mentha pulegium L.) i lavande
(Lavandula angustifolia L.) inkapsulirana u kompozitne filmove pektin-Zelatin i primenjena da bi se
produzio rok trajanja ribljih fileta. Ovaj sistem se pokazao kao efikasno aktivno pakovanje [121].
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1.3.4. Primena plastifikatora u polimernim matricama

Plastifikatori su klasa neisparljivih jedinjenja, male molekulske mase, koja se koriste kao dodaci
polimernim materijalima (plastika, filmovi na bazi biopolimera, boje i lepkovi) [122,123]. To su
linearni ili cikli¢ni lanci ugljenika (14 — 40 atoma ugljenika), uglavnom te¢nosti sa visokom tackom
kljucanja [122]. Njihova primarna uloga je da poboljsaju fleksibilnost, plasticnost i obradivost
polimera, snizavanjem temperature staklastog prelaza [122-124]. Plastifikator je definisan od strane
IUPAC-a (,,Medunarodna unija Cistih i primenjenih hemija”) kao ,,supstanca ili sastojak ugraden u
materijal kako bi se povecala njegova fleksibilnost, obradivost ili rastegljivost® [122-124]. Male
veli¢ine molekula im omogucavaju da zauzmu medumolekulski prostor izmedu polimernih lanaca,
smanjujuc¢i tako sekundarne sile izmedu njih. Ovi molekuli tako menjaju trodimenzionalnu
molekulsku organizaciju polimera, smanjujuci energiju potrebnu za kretanje molekula i formiranje
vodoni¢nih veza izmedu lanaca. Kao posledica toga, dolazi do povecanja slobodne zapremine, a
time i molekulske pokretljivosti. Stepen plasticnosti materijala na bazi polimera u velikoj meri
zavisi od hemijske strukture koris¢enog plastifikatora, njegove molekulske mase i prisutnih
funkcionalnih grupa [122,124].

Faktori koji odreduju izbor plastifikatora za odredeni sistem su: kompatibilnost izmedu
komponenti; koli¢ina potrebna za plastifikaciju; nacin obrade; Zeljena termijska, elektricna i
mehanicka svojstva krajnjeg proizvoda; postojanost; otpornost na vodu, hemikalije i suncevo
zracenje; toksicnost i cena. Kompatibilnost izmedu plastifikatora i polimera je od velikog znacaja za
efikasnu plastifikaciju i razli¢iti parametri mogu uticati na ovu osobinu, ukljucujuéi polaritet,
stvaranje vodoni¢nih veza, dielektricnu konstantu i parametar rastvorljivosti. Rastvorljivost
predstavlja vazan faktor, jer plastifikatorima sa parametrima rastvorljivosti bliskim parametrima
polimera potrebno je manje energije za povezivanje sa polimerom [122].

Mehanizmi plastifikacije se mogu odvijati po jednom od slede¢ih pravila:

(1) Teorija maziva: plastifikator deluje kao mazivo, koje ne ispoljava sile vezivanja sa
polimernim lancima;

(2) Teorija gela: plastifikator narusava interakcije polimer-polimer ukljucuju¢i vodoni¢ne veze,
Van der Valsove i jonske sile;

(3) Teorija slobodne zapremine: plastifikator smanjuje temperaturu staklastog prelaza
povecanjem pokretljivosti polimernih lanaca [123,125];

(4) Teorija namotane opruge: efekat plastifikacije usled zamrSenih makromolekula [123].

Osnovni koncept prve tri navedene teorije je da se plastifikator umetne izmedu polimernih
lanaca, menjajuci tako sile i raskidajuci veze koje drze lance zajedno [123,125].

U tehnologiji izlivanja filmova/ prevlaka primena plastifikatora je potrebna, posebno kada je re¢
o biopolimernim materijalima. Biopolimerni filmovi su ¢esto krti i kruti zbog brojnih interakcija
izmedu polimernih lanaca [101,115,123]. Dodatkom plastifikatora u biopolimerne filmove utice se
na odrZavanje celovitosti, tako da se mogu izbe¢i pore i pukotine u polimernoj matrici [120,122].
Nekompatibilnost izmedu biopolimera i plastifikatora obi¢no se prepoznaje razdvajanjem faza
izmedu biopolimera i plastifikatora, u vidu izdvojenih kapljica na povrSini proizvoda neposredno
nakon mesSanja ili tokom nanosenja finalnog proizvoda [122].

Plastifikatori koji se primenjuju u biopolimernim filmovima mogu se podeliti na rastvorljive i
nerastvorljive u vodi. Vrsta i koli¢ina plastifikatora snazno uti¢u na proces stvaranja filmova iz
vodenih polimernih disperzija. Kada se hidrofilni plastifikatori dodaju polimernim disperzijama, oni
se rastvaraju u vodenom rastvoru, i ako se dodaju u velikoj koncentraciji, mogu dovesti do
povecanja difuzije vode u polimer. Nasuprot tome, hidrofobni plastifikatori mogu zatvoriti mikro
Supljine u filmu, §to dovodi do smanjenja unosa vode. Medutim, plastifikatori nerastvorni u vodi
mogu uzrokovati odvajanje faza, $to dovodi do gubitaka fleksibilnosti ili do stvaranja zona
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diskontinuiteta tokom suSenja filma, a kao posledica toga, povecava se propusnost vodene pare.
Potpuno preuzimanje nerastvorljivog plastifikatora od strane polimera moZe se posti¢i optimalnom
brzinom meSanja polimerne disperzije sa plastifikatorom [122-124].

Prema sirovinama iz kojih se dobijaju, plastifikatori se mogu podeliti na one na bio-bazi i na bazi
nafte. Upotreba plastifikatora na bazi nafte dovedena je u pitanje zbog njihove toksi¢nosti i visokog
stepena migracije, usled Cega je doSlo do potraznje za novim nisko-toksi¢nim plastifikatorima na
prirodnoj bazi sa niskom stopom migracije. ldealan "zeleni" plastifikator treba da bude:
(1) netoksi¢an, (2) dobro mesljiv sa polimerom, (3) efikasan kao konvencionalni plastifikatori,
(4) visoko otporan na ispiranje iz polimera, (5) relativno jeftin [124].

Plastifikatori na prirodnoj bazi mogu se dobiti iz nusproizvoda i otpada poljoprivredne industrije,
tako da su odrzivi, jeftini i uglavnom iz dostupnih resursa. Skrob i celuloza dobijeni iz pSenice,
kukuruza, slame ili krompira, prevode se u nekoliko Sec¢era i saharidnih derivata koji se mogu
koristi kao plastifikatori (manoza, glukoza, fruktoza, sorbitol, ksilitol, manitol). Biljna ulja
(trigliceridi) koja poti¢u od soje, lanenog semena, palme, ricinusa, koriste se za dobijanje nekih
plastifikatora (glicerol, kardanol, izosorbid estar) posle hemijskih modifikacija. Zatim, limunska
kiselina (dobijena iz Seterne trske, cvekle ili citrusnog voca) hemijskim reakcijama moZe se
prevesti u razlicite citrate i itakonate koji se koriste kao plastifikatori. Takode, drugi molekuli kao
Sto su aminokiseline, voskovi ili lecitin proucavani su kao plastifikatori za jestive ili biorazgradive
filmove [124].

Plastifikatori koji su najée$¢e u upotrebi u biopolimernim filmovima su polioli, mono-, di- i
oligosaharidi. Utvrdeno je da su polioli posebno efikasni u plastifikaciji hidrofilnih polimera
[122,126], zbog svoje sposobnosti da smanje broj unutraSnjih vodoni¢nih veza, uz poveéanje
medumolekulskog razmaka [124]. U poslednje vreme, predmet mnogih istrazivanja bio je upotreba
prirodnih plastifikatora u jestivim i/ ili biorazgradivim filmovima, gde su najéesc¢e bili kori$éeni:
polioli (glicerol, etilen glikol, dietilen glikol, trietilen glikol, tetraetilen glikol i polietilen glikol,
propilen glikol, sorbitol, manitol i ksilitol), masne kiseline, monosaharidi (glukoza, manoza,
fruktoza, saharoza), etanolamin, urea, trietanolamin, biljna ulja, lecitin, voskovi, aminokiseline,
surfaktanti i voda. Takode, voda, koja je glavni rastvara¢ biopolimera smatra se plastifikatorom, jer
njeni molekuli smanjuju temperature staklenog prelaza i povecavaju slobodnu zapreminu
biopolimera [122].

Glicerol (GLI) je jednostavan poliol koji sadrzi tri hidroksilne grupe, odgovorne za njegovu
rastvorljivost u vodi. To je jedan od najceS¢e koris¢enih poliola za plastifikaciju jestivih i
biorazgradivih filmova, jer je kao aditiv odobren za hranu od strane FDA i ima visoku termicku
stabilnost, polaran je i neisparljiv [124]. Predstavlja visoko higroskopni molekul i dodaje se
rastvorima za formiranje filma kako bi se sprecila njihova krtost [122,126].
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1.4. Aktivne komponente

1.4.1. Etarska ulja kao aktivne komponente

Etarska ulja su prirodne aromaticne supstance sa odredenim bioloskim svojstavima
(antioksidativno, antimikrobno, antitumorno, analgetsko, insekticidno i antidijabetsko) [9,16,127].
Dobijaju se postupcima ekstrakcije iz razlicitih delova biljaka [128-130] i fizicki se mogu odvojiti
od drugih biljnih sastojaka i membranskog tkiva. Sastoje se od lipofilnih i visoko isparljivih
sekundarnih biljnih metabolita [131]. Prema ,,Medunarodnoj organizaciji za standardizaciju” (ISO,
eng. “International Organization for Standardization™), izraz ,etarsko ulje” rezervisan je za
»proizvod dobijen iz biljnih sirovina, parnom ili vodenom destilacijom, ili mehani¢kim postupkom
iz epikarpa citrusnog voca, ili suvom destilacijom* (ISO 9235, 1997), odnosno samo fizi¢kim
putem. Vecina etarskih ulja dostupnih na trZistu dobija se destilacijom vodenom parom [131].
Etarska ulja namenjena za primenu u medicini moraju biti u skladu sa nacionalnom ili
medunarodnom farmakopejom. Sto se ti¢e unosa hranom, FDA je uvrstila veéinu etarskih ulja u
bezbedne aditive za hranu [41,131].

Po hemijskom sastavu, etarska ulja su veoma sloZene prirodne smeSe [130]. Identifikovano je
viSe razlic¢itih, ali ¢esto strukturno bliskih bioaktivnih jedinjenja u njihovom sastavu [131]. Mogu
sadrzati oko 20 — 60 bioaktivnih jedinjenja zastupljenih u prili¢no razli¢itim koncentracijama, pri
¢emu su dva ili tri glavna bioaktivna jedinjenja prisutna u visokim koncentracijama (20 — 70%), u
poredenju sa ostalim sastojcima (prisutnim u tragovima), koja odreduju njihova bioloska svojstva
[130]. Uglavnom se bioaktivna jedinjenja etarskog ulja mogu svrstati u lipofilne terpenoide,
fenilpropanoide ili kratkolan¢ane derivate alifaticnih ugljovodonika male molekulske mase.
Terpenoidi razli¢itih hemijskih klasa kao Sto su: ugljovodonici, ketoni, alkoholi, oksidi, aldehidi,
fenoli ili estri, imaju glavnu ulogu u etarskim uljima [131]. Sastav etarskih ulja odreduje njihove
fizicke, hemijske i bioloske karakteristike [132]. Postoji viSe faktora koji utiCu na njihov sastav i
zastupljenost glavnih bioaktivnih jedinjenja, kao Sto su: staniste, klimatske karakteristike, deo biljke
koji se koristi za ekstrakciju i metoda ekstrakcije [16,103].

Bioaktivna jedinjenja etarskog ulja lako prelaze jedna u druge oksidacijom, izomerizacijom,
ciklizacijom ili reakcijama dehidrogenacije, pokrenutih enzimskim ili hemijskim dejstvom. Ovo se
deSava buduci da su terpenoidi isparljivi, termolabilni i mogu se lako oksidovati ili hidrolizovati u
zavisnosti od njihove strukture. Takode, hemijski sastav etarskih ulja zavisi i1 od uslova tokom
prerade i skladiStenja biljnog materijala, destilacije, kao i od primenjenih postupaka tokom
rukovanja samim uljem [131].

Na stabilnost etarskih ulja u velikoj meri mogu uticati spoljni faktori poput temperature,
svetlosti, dostupnosti atmosferskog kiseonika, kao i prisustva necisto¢a (joni teskih metala). Smatra
se da ultraljubicasta (UV) i vidljiva (Vis) svetlost ubrzavaju procese autoksidacije, podsticuci
uklanjanje vodonika Sto dovodi do stvaranja alkil radikala. Sa poveé¢anjem temperature dolazi do
ubrzanja hemijskih reakcija. Suprotno tome, nize temperature omogucavaju bolje rastvaranje
kiseonika u te¢nostima, $to zauzvrat moZe negativno uticati na stabilnost etarskog ulja. Reakcije
oksidacije smatraju se glavnim uzro¢nicima kvarenja etarskih ulja. Oksidacija etarskih ulja moze se
ubrzati sa povecanjem koncentracije rastvorenog kiseonika, $to opet u velikoj meri zavisi od
parcijalnog pritiska kiseonika u spoljnoj sredini, kao i od temperature okoline. Kada nema meSanja,
difuzija kiseonika u etarsko ulje odvija se postepeno tokom vremena. Smatra se da teSki metali,
posebno joni bakra i gvozda, podsti¢u autoksidaciju, narocito ako su u etarskom ulju ve¢ prisutni
hidroperoksidi [131].

Osim Sto se koriste kao aromati¢ne supstance, etarska ulja predstavljaju ,,zelenu alternativu u
poljoprivredi, farmaceutskoj 1 prehrambenoj industriji, zbog utvrdenih antimikrobnih,
nematocidnih, insekticidnih i antioksidativnih svojstava, pa ¢ak i aktivnosti koje stimuliSu nervni
sistem. Etarska ulja mogu posedovati viSe razli¢itih i kombinovanih karakteristika, pa prema tome
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imaju i brojne primene. Mogu se koristiti kao antioksidansi i konzervansi u hrani ili se mogu
ugraditi u materijale za pakovanje hrane. Takode, sve viSe se razmatra njihova primena kao sredstva
za zastitu bilja i useva [131,133].

1.4.1.1. Etarsko ulje limunove trave (Cymbopogon citratus L.)

Rod Cymbopogon obuhvata oko 180 vrsta i podvrsta, a najvaznije vrste ovog roda su:
Cymbopogon flexuosus Stapf. (isto¢noindijska limunova trava), Cymbopogon citratus DC Stapf.
(zapadnoindijska limunova trava), Cymbopogon nardus L., Cymbopogon winterianus Jowitt
(citronela), Cymbopogon martinii Roxb. (palmarosa), C. nardus i C. jwarancusa (Jones) Schult
[134,135]. Glavna bioaktivna jedinjenja u ovim etarskim uljima su monoterpeni, kao Sto su: citral
(izomerna smeSa geraniala (o-citral) i nerala (f-citral)), geraniol, citronelol, citronelal, linalool,
elemol, 1,8-cineol, limonen, p-kariofilen, metil heptenon, geranil acetat i geranil format [135].

Etarska ulja iz razli¢itih vrsta roda Cimbopogon (Poaceae) imaju zna¢ajnu primenu zbog svojih
antimikrobnih i insekticidnih aktivnosti [38,135]. Takode, ova etarska ulja pokazala su potencijalnu
primenu u razli¢itim metodama kontrole Steto¢ina, $to predstavlja alternativu sintetickim hemijskim
pesticidima. Lako su dostupna, imaju prijatnu aromu, netoksic¢na su i bezbedna po ljudsko zdravlje
[39].

Cymbopogon citratus L., poznata jos i kao limunova trava (Slika 1.17), jedna je od najpoznatijih
vrsta roda Cymbopogon. Poreklom je iz Azije (Indokina, Indonezija i Malezija), Afrike i Amerike,
ali se gaji i u umerenim i tropskim predelima sveta [134]. C. citratus je viSegodisnja, tropska trava
sa tankim i dugim listovima [38]. Etarsko ulje limunove trave ekstrahuje se destilacijom vodenom
parom iz suvog ili svezeg lis¢a biljke. Predstavlja jednu od najcesce korisc¢enih biljaka u zapadnoj
Africi, sa najraznovrsnijom primenom u narodnoj medicini kao lek protiv kaslja, gripa, glavobolje,
artritisa, gube, malarije i kod zapaljenskih procesa. Objavljeno je viSe istraZzivanja u kojima je
pokazano potencijalno antiupalno, antitumorno, antikancerogeno, antidijabetsko, antioksidativno,
antihipertenzivno, kao i antimikrobno i insekticidno dejstvo ove biljke [134]. C. citratus je snazan
antimikrobni i1 antioksidativni bioproizvod, koji se koristi u konzerviranju hrane kao alternativa
sinteti¢kim jedinjenjima [136].
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Slika 1.17. Cymbopogon citratus L. (limunova trava)
(izvor: https://stock.adobe.com/)

Hemijski sastav etarskog ulja C. citratus moZe se menjati u zavisnosti od geografskog porekla
biljke. Supstance izolovane iz biljke sadrze jedinjenja kao Sto su: terpenoidi, tanini, steroli, fenoli,
ketoni, flavonoidi i Seceri. [134], gde su glavna bioaktivna jedinjenja oksogenisani monoterpenoidi
[136]. Glavna bioaktivna jedinjenja koja ulaze u sastav ovog etarskog ulja su neral (a-citral) i
geranial (f-citral), a u manjim koli¢inama zastupljeni su nerol, geraniol, citronelol, terpinolen,
geranil acetat, mircen, a-terpineol i druga jedinjenja [137].

34


https://stock.adobe.com/

Pokazalo se da glavna bioaktivna jedinjenja etarskog ulja limunove trave u in vitro uslovima
sprecavaju rast i razmnozavanje razlic¢itih patogenih vrsta bakterija koje dovode do kvarenja hrane:
Bacillus cereus, B. subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus aureus i mnoge
druge. [136,138]. U prehrambenoj industriji etarsko ulje limunove trave do sada je primenjivano
kao prirodni biokonzervans za sprecavanje kvarenja hrane i rasta i razmnoZzavanja vrsta plesni koje
proizvode mikotoksine, kao Sto je to vrsta Aspergillus flavus izolovana iz pirin¢a Cuvanog u
skladiStima, kao i vrste roda Phytophthora odgovornih za ozbiljna oste¢enja kod useva pre i posle
Zetve [136].

Kao sto je ve¢ spomenuto u Odeljku 1.2.1., etarska ulja se mogu inkapsulirati razli¢itim
metodama. Jedna od tehnika koja se najces¢e primenjuje za zastitu i stabilizaciju etarskih ulja u
aktivnom pakovanju hrane je metoda emulzifikacije [133]. U Tabeli 1.2 navedeni su primeri
etarskih ulja koja su inkapsulirana u biopolimere odredenom metodom, za primenu u aktivnoj
ambalazi, kao i njihova antimikrobna aktivnost.
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Tablela 1.2. Primeri antimikrobne aktivnosti razli¢itih etarskih ulja inkapsuliranih u biopolimerne materijale za primenu u aktivnom pakvanju

Polimerni sistem/

Postupak formiranja

Antimikrobna

Etarsko ulje . . . Testiranje na hrani Referenca
matrica materijala aktivnost
< Emulzifikacija, S. aureus, E. coli i
Lavanda Zelatin formiranje filmova ' N Ceri paradajz [139]
T L. monocytogenes
metodom izlivanja
In vitro uslovi: E. coli,
Emulzifikacija, filmovi B. subtilis i S. aureus.
Limunova trava Hitozan-Zelatin i pektin- dobijeni metodom In vivo uslovi: E. coli, Sveze maline [140]
Zelatin izlivanja, prevlake L. monocytogenes, (Rubus idaeus L.)
dobijene sprej metodom  salmonella spp., plesni i
kvasci.
. Skrob od slatkog Filmovi dobijeni Antibakterijska aktivnost
Origano ) e . . - [141]
krompira izlivanjem rastvora prema S. aureus i E. coli
Jestivi polielektrolitni . . .
Cimet Hitozan filmovi dobijeni nubakterijska aktivnost - [142]
N prema S. aureus i E. coli
izlivanjem rastvora
Rosmarinus S. aureus, E. coli,
officinalis L., Artemisia Jestivi filmovi dobiieni Enterococcus faecium
herba alba Asso, Natrijum alginat A | Salmonella enterica, , - [143]
. - . izlivanjem rastvora .
Ocimum basilicum L. i Enterococcus faecalis
Mentha pulegium L. K. pneumoniae i.
Soiin protein/ Emulzifikacija, filmovi E. coli, P. aeruginosa
Bergamot Jinp dobijeni metodom L. monocytogenes i - [144]
nanoceluloza

izlivanja

S.aureus
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Karanfili¢

Hitozan

Jestivi filmovi na bazi
hitozana dobijeni iz

“pickering” emulzije
stabilizovane zeinom

E. colii S. aureus

[145]

Majoran

Pektin

Filmovi dobijeni
izlivanjem rastvora nano-
emulzije i “pickering”
emulzije

E. colii S. aureus

[146]

Cimet

Izolat proteina surutke
ugraden u nanovlakna
hitozana

Etarsko ulje ugradeno u
nano-strukturirani lipidni
nosa¢ ultrazvukom;
Nanokompozitni fimovi
metodom izlivanja

E. coli, S. aureus i
P. aeruginosa

[147]
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1.4.2. Nanocestice metala kao aktivne komponente

Jedno od efikasnih i inovativnih reSenja za spreCavanje rasta i razmnoZavanja patogenih vrsta
mikroorganizama koje se prenose hranom, zajedno sa ocuvanjem njenog kvaliteta, svezine i
bezbednosti, jeste upotreba nanocestica. Pored uobi¢ajenih antimikrobnih agenasa, biocidni agensi
u nanorazmeri su od velikog interesa zbog svoje visoke reaktivnosti i efikasnosti [26].

Do danas su uvedene mnoge neorganske i metalne nanocestice u materijale za aktivno pakovanje
I duzi roka trajanja hrane [26]. Upotreba nanocestica omogucila je razvoj materijala sa novim
svojstvima, kao Sto su sposobnost oksidacije etilena ili vezivanje kiseonika. Fotoaktivni titan-
dioksid moze oksidovati etilen u vodu i ugljen-dioksid, kontrolisati razvoj mikroorganizama i
delovati kao ,,hvatac” kiseonika. Takode, u nekim istrazivanjima nanocCestice srebra pokazale su se
kao blokatori etilena i dobar antimikrobni agens za postizanje duzeg roka trajanja namirnica [148].

Pokazano je da nanocestice u malim dozama obezbeduju snaznu, ciljanu i produzenu
antimikrobnu aktivnost. Antimikrobna efikasnost nanomaterijala povezana je sa strukturnim i
fizickim svojstvima, kao $to su veli¢ina, oblik i/ ili zeta potencijal [149]. Zbog dimenzija manjih od
¢elija bakterija i velikog odnosa povrSine i zapremine, metalni nanomaterijali postizu snaznu
antibakterijsku interakciju sa c¢elijama bakterija i biofilmovima (brZze reakcije i vece brzine
prodiranja) [26,149].

Nanocestice metala koje su obi¢no antimikrobni agensi ukljucuju titan, srebro, cink, selen, bakar,
magnezijum i zlato. Takode, zna¢ajno interesovanje privukle su neke od nanocestica na bazi oksida
metala, ukljucujuci TiO2, ZnO, MgO i1 CaO [26,148]. Ovi oksidi su otporni na ekstremne uslove
obrade i ispoljavaju snazne mikrobiocidne efekte prema patogenim vrstama mikroorganizama koje
se prenose hranom. Veli¢ine nanocestica se kre¢u u opsegu od 1 do 100 nm, a nanocestice koje se
primenjuju u odredenom materijalu ispoljavaju potpuno razlicite fizicke i hemijske karakteristike u
poredenju sa onim u makro-razmeri [26].

Nanocestice razli¢itih metala su ugradivane u filmove za pakovanje i pokazana je njihova
antimikrobna aktivnost prema vrstama mikroorganizama Kkoji su uzro¢nici kvarenja ili trovanja
hranom. Srebro, cink-oksid, titan-dioksid i bakar su ugradeni u filmove, a zatim primenjeni na hrani
kako bi se poboljSao njen kvalitet tokom skladiStenja [148]. Pakovanje koje sadrzi nanocestice ima
prednosti, kao Sto je smanjenje upotrebe konzervansa i veci procenat inhibicije rasta i
razmnozavanja mikroorganizama. Bez obzira na to, bezbednost upotrebe metalnih i neorganskih
nanocestica u ambalazi za hranu su i dalje glavno ograni¢enje i potrebno je sprovesti vise
istrazivanja zajedno sa klinickim ispitivanjima pre njihove masovne proizvodnje [26].

1.4.2.1. Mehanizam antimikrobnog delovanja nanocestica metal-oksida i
jona metala

Nanocestice na bazi metala su u stanju da razlikuju prokariotske (bakterijske) celije od
eukariotskih (¢elija sisara) na osnovu razli¢itog sistema za transport metala i metaloproteina.
Metalne nanocestice ispoljavaju svoju baktericidnu efikasnost posredstvom vise mehanizama [149].
Tri glavna puta preko kojih nanocestice metala fizi¢ki vrSe interakciju sa bakterijskim ¢elijama su
(Slika 1.18):

(@) Interakcije sa fosfolipidnim dvoslojem odvijaju se tako Sto se nanocestice metala
elektrostati¢ki vezuju za celijski zid bakterije i/ ili oslobadaju metalne jone, uticu¢i tako na
elektronemijski potencijal i celovitost citoplazmaticne membrane [149]. Do -elektrostaticke
interakcije dolazi usled vezivanja pozitivno naelektrisanih nanocestica metala za negativno
naelektrisane grupe prisutne u ¢elijskom zidu. Ove interakcije remete funkciju citoplazmati¢ne
membrane i dovode do povecanog oksidativnog stresa koji oStecuje proteine prisutne u ¢elijama
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bakterija. Usled narusavanja funkcije citoplazmati¢ne membrane oslobada se velika koli¢ina vode iz
citosola sto celije pokusavaju da nadoknade preko protonske pumpe i transporta elektrona, Sto dalje
izaziva ozbiljna oSteCenja i otezava funkciju citoplazmaticne membrane [150]. Neravnoteza jona i
naruSavanje stabilnosti citoplazmati¢ne membrane dovodi do oteZzanog odvijanja procesa disanja,
prenosa energije i konac¢no smrti ¢elije. Ovaj mehanizam je karakteristiCan za nanocestice Srebra,
zlata, cink-oksida i titan-dioksida [149];

(b) Vezivanje nanocestica za citosolne sastojke (kao S$to su enzimi i DNK) dovodi do
usporene funkcije ¢elije, inhibicije procesa disanja, metabolickih puteva i sinteze ATP-a. Dolazi do
otezane funkcije citoplazmatiéne membrane i nagomilavanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS, eng
“reactive oxygen species”) unutar citosola ¢elije [149];

(c) Formiranje reaktivnih Kkiseoni¢nih vrsta (ROS) je indirektno indukovano samim
nanocesticama i predstavlja alternativni mehanizam kojim nanocestice dovode do smrti ¢elija
bakterije. Uglavnom se proizvode Cetiri tipa ROS: sug)eroksidni radikal (O,*"), hidroksilni radikal
(OH*), vodonik-peroksid (H,05) i singletni kiseonik (*O2). ROS dovode do ozbiljnog oksidativnog
stresa 1 oSteCenja Celijskih makromolekula izazivajuéi peroksidaciju lipida, denaturaciju proteina,
inhibiciju aktivnosti enzima i oste¢enje RNK/ DNK [149,150]. Takode, jak oksidativni stres moze
da formira pukotine ili jame unutar citoplazmati¢ne membrane Celije bakterije, izazivajuci tako lizu
¢elije [149].
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Slika 1.18. Sematski prikaz antibakterijske aktivnosti nanocestica metala

Nanocestice zlata pokazuju antimikrobnu aktivnost prema patogenim vrstama mikroorganizama
koji se prenose hranom. Mehanizam njihovog delovanja povezan je sa strukturnim promenama koje
utiCu na aktivnost enzima uklju¢enih u lanac disanja i zbog kojih na kraju dolazi do smrti celije.
Takode, pokazano je da se nanocCestice zlata vezuju za DNK molekul ¢elije bakterije ¢ime se
sprecava razdvajanje polinukleotidnih lanaca i pocetak transkripcije [148]. Postoje dva mehanizma
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kojima nanocestice zlata ispoljavaju antibakterijsku aktivnost. Prvi mehanizam uti¢e na promenu
naelektrisanja citoplazmaticne membrane celije i potiskuje aktivnost ATP sintetaze, ¢ime se
smanjuje koncentracija ATP-a i usporavaju metaboli¢ki procesi u ¢eliji. Drugi mehanizam sprecava
da se rizbozomalne subjedinice veZzu za tRNK, ¢ime se spreCava odvijanje procesa transkripcije
[26].

U radovima objavljenim do sada nisu navedeni primeri aktivne ambalaze sa nanoc¢esticama zlata
koja bi se dovodila direktno ukontakt sa hranom. Medutim, sprovedena su brojna istarzivanja u in
vitro uslovima, u kojima je ovakav oblik ambalaze pokazao znacajnu antibakterijsku aktivnost
[26,148]. Jedan od takvih primera su aktivni filmovi na bazi skroba dobijenog iz kinoe sa
ugradenim nanocesticama zlata koji su pokazali jaku antibakterijsku aktivnost prema patogenim
vrstama bakterija koje se prenose hranom sa zna¢ajnim stepenom inhibicije prema vrstama E. coli i
S. aureus [151].

Nanocestice srebra su dobro poznate po svojoj visokoj stabilnosti i jakoj antimikrobnoj
aktivnosti prema razli¢itim vrstama mikroorganizama, tako da najcesce koriséeni nanokompoziti za
pakovanje hrane sadrZze srebro [148]. Antimikrobni efekat nanocestica srebra zavisi od sastava i
oblika nanocestica, kao i od veli¢ine, koncentracije 1 vrste ispitivanog mikroorganizma. Prema
najnovijim istrazivanjima, joni i nanocestice srebra mogu izazvati citotoksi¢nost i genotoksi¢nost u
¢elijama mikroorganizama. Utvrdeno je da su nanocestice srebra trouglastog i zarubljenog oblika
veoma reaktivne, jer su njihove veli¢ine manje od 10 nm. Takode, pokazano je da nanocestice
srebra lakse ulaze u ¢eliju mikroorganizama u poredenju sa jonima srebra. Antimikrobna aktivnost
nanocestica srebra veli¢ine manje od 10 nm potice pre svega od samih nanocestica, medutim, kako
se njihova veli¢ina povecava, joni srebra postaju glavni antimikrobni agensi [26].

Antimikrobna aktivnost nanocestica srebra moze se povezati sa nekoliko mehanizama,
ukljucujuci izazivanje oksidativnog stresa usled formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koje mogu
uticati na strukturu citoplazmaticne membrane i oslobadanje jona sa povrSine nanoCestica S$to
izaziva smrt celija mikroorganizama. Nanocestice srebra mogu ulaziti u ¢elije mikroorganizama i
tom prilikom ostetiti DNK [148]. Ipak, krajnji mehanizam antimikrobnog dejstva nanocestica i jona
srebra josS uvek nije poznat do kraja [26].

Najjaci antimikrobni efekat srebro je pokazalo prema razli¢itim vrstama bakterija. Baktericidna
aktivnost nanocestica srebra moze se ukratko opisati pomoc¢u nekoliko mehanizama: (1) apsorpcija
nanocestica/ jona srebra koja je prac¢ena njihovom akumulacijom u ¢elijama bakterija, Sto dovodi do
odvajanja citoplazmaticne membrane od celijskog zida kao posledica njenog skupljanja;
(2) razmnozavanje ¢éelija bakterija je spreceno usled reakcije izmedu Ag’ i DNK molekula;
(3) ometanje ¢éelijskog disanja mikromolarnim koncentracijama Ag” jona; (4) joni srebra osteéuju
citoplazmati¢nu membranu formirajuci ,,pukotine unutar njenog sloja [26].

Razli¢iti biopolimerni filmovi na bazi skroba, hitozana i agara sa ugradenim nanocesticama
srebra su pokazali dobru antimikrobnu aktivnost [26,148]. Na antimikrobnu efikasnost polimernog
filma sa nanocesticama srebra uticu razli¢iti faktori kao Sto su veli¢ina Cestica, distribucija veliCine,
stepen aglomeracije Cestica, sadrzaj srebra i interakcija povrSine srebra sa polimerom [148]. Usled
visoke termicke otpornosti, bezbedne upotrebe i Sirokog spektra antimikrobnog dejstva, nanocestice
srebra su upotrebljene i u nekim komercijalnim proizvodima. Do danas, neke kompanije, kao Sto su
Duretham® i Kodak®, koriste nano&estice srebra u polimeru za pakovanje kako bi se produzio rok
trajanja i zaustavio rast i razmnoZavanje mikroorganizama u lako kvarljivim prehrambenim
proizvodima [26].

Zbog svoje antimikrobne aktivnosti nanocestice bakra i bakar-oksida su naSle primenu u
medicini i prehrambenoj industriji [148]. Bakar ima brojne prednosti kao biocidni agens, jer je
isplativ i poseduje ista svojstva kao plemeniti metali, poput srebra i zlata [26]. Bakar ima jaka
antimikrobna svojstva, ali u poredenju sa srebrom, biocidna aktivnost bakra je slabija.
Medutim, nanocestice bakra imaju prednost u odnosu na nanocestice srebra zbog nize cene, lakseg
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meSanja sa polimerima i relativno boljih fizicko-hemijskih svojstava. Takode, sa razvojem
nanotehnologije, nanocCestice bakar-oksida su privukle veliku paznju zbog njihovog uticaja na
brojne vrste mikroorganizama [26].

Za vecinu aerobnih mikroorganizama bakar je neophodan za normalan metabolizam 1 transport
elektrona, medutim, kada njegova koncentracija postane prevelika postaje toksic¢an i inhibira rast i
razmnoZavanje bakterijskih celija [26]. Mehanizam antimikrobnog delovanja bakra proucavan je u
novije vreme i smatra se da on svoj efekat ostvaruje tokom slozenih oksido-redukcionih reakcija
koje se desavaju u c¢elijama, nanose¢i tom prilikom nepoporavljiva ostecenja, poput oksidacije
proteina, inaktivacije enzima, razgradnje molekula DNK i RNK, efekta na razmenu esencijalnih
jona i naruSavanje celovitosti citoplazmatiéne membrane usled peroksidacije lipida (formiranje
slobodnih peroksidnih radikala) [26,148].

Koloidne nanocestice bakra ugradene u filmove hitozana su ispitane za primenu u aktivhom
pakovanju, pri ¢emu je pokazana antibakterijska aktivnost filmova prema vrstama S. aureus i
S. typhimurium. Takode, ugradnja nanocCestica bakra u matricu hitozana poboljSala je barijerna
svojstva filmova, smanjujuéi propustljivost kiseonika i vodene pare, a povecavajuci zastitu od UV
zraka [152].

Primenu nanocestica bakra ogranicava upotreba toksicnih hemikalija i Stetni nusproizvodi koji
nastaju tokom njegove proizvodnje [148].

Titan-dioksid ili titan(IV)-oksid je prirodni oblik oksidovanog titana. Nanocestice TiO, postale
su popularne u nauci i industrijskoj primeni zbog svojih jedinstvenih karakteristika, kao Sto su
visoka stabilnost, ekonomicnost i mikrobicidno dejstvo [26]. Americka agencija za hranu i lekove
odobrila je upotrebu ovih nanocestica kao aditiva za hranu i u materijalima koji su u kontaktu sa
hranom [26,153]. TiO; je u upotrebi kao foto-katalizator za pre¢iS¢avanje vode i vazduha, ili kao
antimikrobno sredstvo u sistemima za preciS¢avanje i filtriranje vode [26]. Obi¢no se primenjuje u
ambalaznom materijalu namenjenom za hranu, i to kao pigment i aditiv za premazivanje [26,153].
Bele TiO; Cestice efikasno rasipaju vidljivu svetlost, dajuci tako oblozenom predmetu belinu i sjaj.
Za pakovanja pasterizovanog mleka, PET (eng. “polyethylene terephthalate”, odnosno polietilen
tereftalat) i koekstrudirane HDPE (eng. “high density polyethylene, odnosno polietilen velike
gustine) boce se obi¢no kombinuju sa nanocesticama TiO;, kako bi se smanjio Stetni uticaj svetlosti
na kvalitet mleka. Kao tanak omota¢ u ¢vrstom obliku, TiO, je neisparljiv, nezapaljiv, potpuno
inertan i nerastvoran u svim prehrambenim proizvodima [153].

TiO, ispoljava mikrobicidni efekat, jer moze oksidovati nezasiceni deo fosfolipida
citoplazmaticne membrane ¢elije mikroorganizama. Nekoliko istrazivanja sprovedenih o
antimikrobnim efektima TiO, ukazalo je da pod svetlos¢u ili ultraljubic¢astim zracima TiO,, takode,
formira reaktivne vrste kiseonika kao Sto su: superoksidni anjoni, vodonik-peroksid i hidroksilni
radikali, koji direktno ostecuju Celijski zid mikrorganizama [153]. Zbog svojih fotokatalitickih
svojstava, nanocCestice TiO, su korisne kao antibakterijski agensi i agensi za preciS¢avanje U
prehrambenoj industriji. Utvrdeno je da je fotokataliticka aktivnost TiO, posebno korisna za
dekontaminaciju vode [148]. Primecena su dva oblika fotohemijskih reakcija na povrsini TiO;
prilikom izlaganja UV zracima: (1) redoks reakcija, izazvana pojavom fotona u adsorbovanim
supstancama, i (2) hidrofilna modifikacija samog TiO, nastala fotonima. Hidroksilni radikali,
superoksidni anjoni i vodonik-peroksid su tipicni ROS agensi koji se obrazuju na povrsini
ozracenog TiO, i koji pokrecu peroksidaciju polinezasi¢enih delova fosfolipida prisutnih u
citoplazmati¢noj membrani mikroorganizama. Hidroksilni radikali su oko hiljadu ili mozda deset
hiljada puta efikasniji pri inaktivaciji vrste E. coli u poredenju sa dezinfekcionim sredstvima koji se
najéesce koriste, kao Sto su hlor, hlor-dioksid i ozon, dok superoksidni joni ili radikali kiseonika
pokazuju slab uticaj na celije bakterija, $to je povezano sa njihovim negativnim naelektrisanjem
koje ih sprecava da produ kroz citoplazmaticnu membranu celije bakterije [26]. Aktivacija
jedinjenja titana UV zracima ima ograni¢enu prakti¢nu primenu, bez obzira $to su se poslednjih
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godina fotokatalizatori sa srebrom i TiO, koji apsorbuju vidljivu svetlost pokazali uspeSnim u
inhibiciji rasta i razmnozavanja vrsta S. aureus i E. coli [148].

Takode, nanocestice TiO2 poseduju sposobnost da modifikuju svojstva biorazgradivih filmova.
Primena nanocestica TiO, u ambalazi (naneta na povrsini ili ugradena u materijal) namenjenoj da bi
se poboljsao kvalitet hrane, poslednjih godina je privukao znacajnu paznju [148]. Antimikrobni
efekat folije za pakovanje napravljene od orijentisanog polipropilena presvuc¢enog TiO; ispitan je u
in vitro i in vivo uslovima prema vrsti E. coli, u prisustvu dva vestacka svetla razli¢itog intenziteta
[154]. Rezultati su pokazali da je opadanje broja celija E. coli vec¢e pri primeni filma oblozenog
TiO, u kombinaciji sa UVA zracima. Takode, analize sprovedene na sveZe rezanoj salati pokazale
su da film oblozen TiO, smanjuje kontaminaciju mikroorganizmima, a samim tim i rizik od rasta i
razmnoZavanja mikroorganizama na povrsini sveze rezanih prehrambenih proizvoda [154].

Takode, nanocestice TiO, mogu da kontroliSu sadrzaj organskih jedinjenja kao Sto je etilen ili se
mogu Koristiti kao ,,hvataci” kiseonika. Ugradnja ,,hvataca” O, u sisteme za pakovanje hrane moze
usporiti procese kvarenja [148].

Bez obzira na navedene prednosti, TiO, nije ocenjen kao GRAS komponenta od strane FDA i
drugih organizacija, jer njegove Stetne efekte na zdravlje treba precizno ispitati sprovodenjem
studije slucaja [26].

Istrazivanja su pokazala da nanocestice cink-oksida imaju selektivnu toksi¢nost prema
razli¢itim vrstama bakterija i da pokazuju samo minimalne efekte na humane ¢elije, Sto omogucava
njihovu primenu u poljoprivredi i prehrambenoj industriji. Cink je mikroelement prisutan u
ljudskom organizmu i neophodan je za pravilno funkcionisanje imunog sistema. ZnO se koristi kao
aditiv u hrani i ocenjen je kao bezbedan (GRAS) od strane FDA. Antimikrobno dejstvo nanocestica
ZnO prema razli¢itim vrstama mikroorganizama odgovornih za kvarenje hrane ukazuje da se one
mogu Koristiti u sprecavanju rasta i razmnozavanja mikroorganizama i primeniti u prehrambenim
proizvodima [148]. Neke Gram-pozitivne (Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus) i Gram-
negativnie vrste bakterija (Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter jejuni i Escherichia coli)
pokazale su osetljivost u prisustvu nanocestica ZnO [28].

Tacan mehanizam delovanja nanocestica ZnO jo$ uvek nije poznat. Medutim, antimikrobna
aktivnost ovih nanoCestica pripisuje se dejstvu nekoliko mehanizama: (1) oslobadanje
antimikrobnih jona (Zn®* jon koji se oslobada produZuje lag fazu rasta mikroorganizama kada se
nade vezan za njihovu citoplazmati¢nu membranu) [26,28]; (2) elektrostaticke interakcije pozitivno
naelekrisanih nanoCestica sa negativno naelektrisanom citoplazmatiénom membranom ¢elija
mikroorganizama, usled ¢ega dolazi do oStecenja bakterijskih celija [28]; (3) formiiranje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta koje uticu na stabilnost Celije (ukljucujuci vodonik-peroksid (H,O3), koji deluje
kao jako oksidaciono sredstvo na bakterijske celije) [26,28]. Stvaranje parova elektron-Supljina
dolazi kada su nanodestice ZnO izloZene izvoru UV zraéenja. Usled reakcije izmedu $upljina (h*) i
OH", na povrsini nanoCestica ZnO dolazi do stvaranja hidroksilnih radikala, superoksidnog anjona i
perhidroksidnog radikala (RO;°). Ovi aktivni nenaelektrisani molekuli oSte¢uju éeliju
mikroorganizma i kona¢no dolazi do njene smrti. Superoksidi i hidroksilni radikali sa negativnim
naelektrisanjem ne mogu da produ kroz citoplazmati¢cnu membranu i imaju tendenciju da se
zadrzavaju na povrsini ¢elije, dok H,O> lako prolazi u unutrasnjost bakterijske celije [28].

Na antimikrobnu aktivnost nanocestica ZnO moze uticati viSe faktora, kao Sto su veli¢ina
nanoCestica (samim tim i aktivna povrSina) 1 njegova sinergisticka aktivnost sa drugim
antimikrobnim agensima. IstraZzivanja su pokazala da se sa smanjenjem veli¢ine Cestica ZnO
poboljSava antibakterijski efekat prema E. coli i S. aureus. Do ovoga dolazi zbog povecanja odnosa
povrsina/ zapremina, tako Sto smanjenje veli¢ine nanoCestica dovodi do povecanja reaktivne
povrsine ZnO. Dakle, veca povrsina dovodi do stvaranja vise ROS na povrsini ZnO, a samim tim i
do ispoljavanja jace antibakterijske aktivnosti manjih nanocestica. Takode, neki podaci iz literature

efekat prema bakterijama, kvascima i plesnima. Medutim, prema tvrdnjama drugih nau¢nika razlog
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za ovu toksi¢nost moze biti povezan sa uticajem drugih faktora, kao Sto su intenzitet svetlosti,
hemijski sastav povrsine, morfologija Cestica i ukupan broj ¢elija mikroorganizma. Stoga bi trebalo
sprovesti veci broj istrazivanja tokom kojih bi se precizno kontrolisale promenljive i spoljni faktori
da bi se razjasnio efekat veli¢ine Cestica na aktivnost ZnO [28].

Postoji veci broj istrazivanja u kojima su nanocestice ZnO ugradivane u razli¢ite polimerne
matrice da bi se obezbedila antimikrobna aktivnost materijala za pakovanje i poboljSala svojstva
pakovanja [28]. Filmovi na bazi hitozana sa ugradenim nanoCesticama ZnO su pokazali
antibakterijsku aktivnost prema vrstama E.coli i S.aureus [29]. Antimikrobna aktivnost filmova na
bazi pektin/ alginat koji su sadrzali nanocestice ZnO ispitana je prema vrstama E. coli,
Saccharomyces cerevisiae, Colletotrichum gloeosporioides i Aspergillus niger, gde je uoc¢eno da se
Sirina zone inhibicije povecava sa pove¢anjem koncentracija nanocestica ZnO. Takode, pokazano je
da je inhibitorni efekat nanocestica ZnO prema vrstama A. niger i C. gloeosporioides veéi nego
prema vrstama E. coli i Saccharomyces cerevisiae, pa se na osnovu toga doslo do zakljucka da
antimikrobna aktivnost nanocestica ZnO uglavnom zavisi od strukture celijskog zida
mikroorganizama [31].

1.4.2.2. Antimikrobno dejstvo nanocestica metala ugradenih u polimernu
matricu

Pokazano je da antimikrobna aktivnost nanokompozita polimer/ metal uglavnom potice od samih
nanocestica metala, tako da su mehanizmi antimikrobnog dejstva ovakvih kompozita sli¢ni efektu
samog aktivnog agensa (nanocestice metala i metal-oksida). U zavisnosti od vrste aktivnog agensa,
moguce je dejstvo metalnih nanocestica ili jona metala oslobodenih iz hanocestica [155].

U gustim, termoplasticnim polimerima sa ugradenim nanocesticama metala, oslobadanje jona je
glavni mehanizam Kkoji stoji iza njihove antimikrobne aktivnosti. Do oslobadanja jona metala iz
polimerne mase dolazi prilikom adsorpcije ¢elija bakterija na povrsinu polimera i difuzije molekula
vode iz medijuma koji okruzuje celije bakterija kroz polimernu matricu. Kada voda sa rastvorenim
kiseonikom dode do povrsine ugradenih nanocestica metala nastaje proces rastvaranja ili korozije.
Nakon toga, joni koji nastaju tokom korozije ili rastvaranja mogu difundovati kroz polimernu
matricu 1 kona¢no se osloboditi na povrSinu kompozita, gde deluju na bakterijsku celiju. Ovako
oslobodeni joni ostecuju citoplazmati¢nu membranu i mogu da difunduju dalje u bakterijsku ¢eliju.

Polimerne matrice na bazi hidrogelova imaju mnogo vec¢u slobodnu zapreminu u svojoj strukturi
u poredenju sa gustim termoplastiénim matricama. Zbog prirode hidrogelova do difuzije vode u/ iz
matrice ne mora doci. Nanocestice i joni metala iz ovakve polimerne matrice mnogo lakse se
[155].

Dodavanje nanocestica metala u polimerne matrice predstavlja uspesan nacin da se iskoristi
njihova jaka antimikrobna aktivnost pri primeni u aktivhom pakovanju. U Tabeli 1.3 su
predstavljeni neki primeri sistema aktivnog pakovanja baziranih na biopolimerima sa ugradenim
naocesticama metala.
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Tablela 1.3. Primeri nanocestica metala i metal-oksida ugradenih u biopolimerne materijale za primenu u antimikrobnom aktivnom pakvanju

Nanocestice Polimerni sistem/ matrica Antimikrobna aktivnost Testiranje na hrani Referenca
Au Film na bazi skroba iz kinoe E. colii S. aureus - [151]
Ag Hitozanski filmovi E. coli, Salmonella, S. aureus i _ [156]

L. monocytogenes
Ag Celulozna nanovlakna E. coli i L. monocytogenes - [157]
i L. monocytogenes i
Ag-Cu Agar S. thyphimurium - [158]
] . o L. monocytogenes i
Ag-Cu Film na bazi ribljeg Zelatina S. thyphimurium - [159]
Cu Filmovi na bazi hitozana S. aureus i S. typhimurium - [152]
CuO Agar, alginat, karagenan, L. monocytogenes i E. coli - [160]
hitozan i karboksimetil celuloza ' ytog '
TiO, Zein/ natrijum alginat E. colii S. aureus - [161]
nanovlakna
In vitro uslovi:
Nanokompozitni filmovi na L monoqy_to_genes, E. COI."
oo . S. enteritidis, S. aureus i
. bazi sojinih proteina/ . . .,
TiO, ; P. fluorescens; Sirovo jagnjece meso [162]
celuloznih nanovlakana/ . g
: : In vivo uslovi:
etarskog ulja ruzmarina .
Pseudomonas spp.i
Enterobacteriaceae
Se-Ag Zelatin/ furcelaran filmovi E. colii S. aureus Mini Kivi [163]
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E. coli, L. monocytogenes,

SiO; Filmovi na bazi hitozana S. aureus i . typhimurium - [164]
Zno Pektin/ alginat filmovi E. coli, A. niger, S. cerevisiae | - [31]
C. gloeosporioides
ZnO Nanovlakna etilceluloza/ Zelatin E. colii S. aureus - [165]
Filmovi na bazi polilaktida sa
Zn0 etar_sklm ulje_:m _Zatarla E. coli, S. enterica, B. cereus, Zamrznuti fileti Otolithes ruber [33]
multiflora Boiss i Menthe P. aeruginosa i S. aureus
piperita L.
Zn-MgO Filmovi na bazi alginata L. monocytogenes Meso dimljenog lososa [166]
ZnO/Ag Filmovi na bazi hitozana sa E. coli, C. albicans i S. aureus Belo grozde [35]

etarskim uljem citronele
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1.5. Metode za dobijanje filmova i previaka

Kao matrice za ugradnju antimikrobnih komponenti sve viSe se koriste biopolimeri u formi
filmova i prevlaka. Oni se dalje mogu primeniti kao aktivno pakovanje za kontakt sa vo¢em ili
povréem, kako bi se produzio rok trajanja i sacuvao njihov kvalitet tokom skladiStenja [167].
Materijal moze biti u obliku zasebnih filmova ili u vidu prevlaka koje se formiraju na povrsini
namirnica ili na povrsini materijala za njihovo pakovanje [168].

Da bi se formirali filmovi i prevlake koji se koriste kao ambalazni materijal potrebne su
najmanje dve komponente: polimerna matrica (sastoji se od makromolekula koji mogu da formiraju
kohezivnu strukturu) i plastifikator (potreban za smanjenje krutosti i krtost, karakteristi¢nih za
veéinu polimernih matrica) [169]. Tokom proizvodnje komponente moraju biti dispergovane i
rastvorene u rastvarac¢ima kao $to su voda, alkohol ili meSavina vode i alkohola ili meSavina drugih
rastvaraca [168]. Da bi se poboljsala fizicka (barijerna, mehanicka, otpornost na vlagu) svojstva
filmova i prevlaka, mogu se ugraditi i neke druge komponente (lipidi, nanocestice) [169].

Za proizvodnju biomaterijala za potrebe pakovanja koriste se uglavnom dva osnovna tehnoloska
pristupa koja obuhvataju vlazne i suve procese [169].

Vlazni procesi se zashivaju na razdvajanju makromolekula od faze rastvaraca, obi¢no
isparavanjem rastvaraca. Tu spadaju: metoda izlivanja, sprej metoda i metoda premazivanja nozem
[22,169].

Metoda izlivanja se sastoje od izlivanja prethodno homogenizovane i vakuumom degazirane
disperzije, iz koje se formira film (sadrzi najmanje biopolimernu matricu, rastvara¢ I najceSce
plastifikator), na odgovaraju¢i materijal (od koga se film moze lako odvojiti). Nakon toga, sledi
susenje do odredenog optimalnog sadrzaja vlage i uklanjanje formiranog filma [22,169]. Formiranje
filma ukljuéuje inter- i intra-molekulske reakcije ili umrezavanje polimernih lanaca, koji stvaraju
mrezu u kojoj rastvara¢ ostaje zarobljen i imobilisan. Stepen kohezije zavisi od strukture polimera,
koriS¢enog rastvaraca, temperature i prisustva drugih molekula [169]. Rastvaraci koji se koriste za
proizvodnju jestivih biopolimernih filmova ukljuc¢uju vodu, etanol ili njihovu kombinaciju [22].

Sprej metoda ili metoda prskanja podrazumeva, takode, mokru obradu, gde se polimeri
prethodno dispergovani ili rastvoreni u tecnoj fazi prskaju i suse. U procesu prskanja, rastvor za
formiranje prevlaka se rasprSuje na povrSinu proizvoda ili na pomoc¢ni materijal, kao §to je
nelepljiva povrSina. Na odabranoj povrSini kapljice nastale rasprSivatem formiraju ujednacene
prevlake. Ova metoda omogucava krac¢e vreme susenja, jer prilikom prskanja rastvara¢ u odredenoj
meri isparava po izlasku iz mlaznice rasprsivaca [22].

Ogranic¢enje procesa za proizvodnju i nanoSenje jestivih prevlaka, opisanih u literaturi, je
primena laboratorijskih diskontinualnih tehnika i1 tehnika malih razmera. Disperzija se obi¢no
nanosi direktno na povrsinu hrane (ili izmedu delova hrane) potapanjem ili prskanjem. Potapanje je
adekvatnije kada se mora prekriti nepravilna povrsina. Nakon potapanja, ostavlja se da sa proizvoda
iscuri viSak materijala za oblaganje. Prskanje je adekvatnije za formiranje tanjih prevlaka i/ ili kada
samo jedna strana proizvoda treba da bude oblozena. Metode prskanja i potapanja su pracene
suSenjem u slucaju prevlaka na bazi polisaharida ili proteina, ili hladenjem kod prevlaka na bazi
lipida [169].

Metoda premazivanja (prevladenja) noZzem predstavlja kontinuirani postupak namenjen za
industrijsku proizvodnju filmova, za razliku od metode izlivanja koji se koristi samo za proizvodnju
filmova u pogonima sa malim kapacitetom. Odredeni sloj rastvora se nanosi nozevima na povrsinu
koja se kre¢e ispod nozeva. Moguéa su mikrometarska podeSavanja visine noza iznad povrsine,
¢ime se povecava ili smanjuje debljina filma. Ova metoda omogucava efikasnu kontrolu debljine i
brzine nanoSenja rastvora biopolimera preko odgovarajucih nosaca. Vazna prednost ovako nastalih
filmova je uniformnosti, sto dovodi do manjih greSaka prilikom odredivanja njihovih svojstva
(uglavnom mehanickih). Uredaj koji se koristi u ovom postupku je jednostavan za rukovanje, a
vreme suSenja je znaajno krace u odnosu na metodu izlivanja. Zbog svega navedenog, ovaj
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postupak predstavlja dobru metodu za proizvodnju filmova u pogonima sa velikim kapacitetom
[22].

Nasuprot vlaznim procesima, suvi procesi Kkoriste termoplasticne osobine makromolekula u
uslovima niske vlaznosti. Biomaterijali se mogu oblikovati postoje¢im tehnikama za preradu
plastike (takozvane termoplasti¢ne tehnologije obrade), ukljucujuéi termoformiranje, kompresijsko
oblikovanje, ekstruziju, mlevenje na valjcima ili ekstruziono premazivanje i laminaciju.
Zagrevanjem amorfnih polimera iznad njihove temperature staklastog prelaza (Tg) polimeri
dobijaju strukturu sli¢nu gumi, §to omogucava formiranje filmova nakon hladenja. lako suvi procesi
zahtevaju obimniju i napredniju opremu, oni su efikasni u pogonima sa velikim kapacitetom zbog
niskog sadrZaja vlage, visokih temperatura, visokih pritisaka i kratkog vremena trajanja procesa
[169].

Ekstruzija se najceS¢e koristi za proizvodnju komercijalne plasticne ambalaze, kao $to su
polietilenski filmovi male gustine [22,169]. Ekstruder se sastoji od zagrejanog, fiksiranog metalnog
bureta koje sadrzi jedan ili dva zavrtnja koji rotiranjem prenose sirovinu kroz bure [169].
Rotiranjem Srafova povecavava se pritisak koji gura sastojke potrebne za proizvodnju polimera
napred i meSa ih kroz kalup gde se deSava ekspanzija [22]. Proces ekstruzije je brz i potrebno je
manje energije za uklanjanje vode. UspeSnost ovog postupka zavisi od viSe faktora kao Sto su: izbor
polimera, brzina dovoda tecnosti, konfiguracija zavrtnja, brzina zavrtnja, temperatura, ulazni/
izlazni pritisci proizvoda (i njihove razlike), kao i1 konfiguracija kalupa. lako je ekstruzija
obecavajuci pristup za izradu filmova, ograni¢avaju¢i faktori su veéi broj parametara koji treba
kontrolisati tokom njene primene [22,169].

Mnoge biopolimerne filmove je teZe proizvesti suvim procesima u poredenju sa veStackim
polimerima, zato Sto oni obi¢no nemaju definisane tacke topljenja (zbog njihove heterogene
prirode) i lako se raspadaju pri zagrevanju [169].

47



1.6. Primena inkapsulacije u aktivnhom pakovanju

1.6.1. Aktivno pakovanje

Materijal za pakovanje hrane treba da bude bezbedan po ljudsko zdravlje, da oCuva kvalitet
hrane tokom ¢uvanja i da kasnije moze lako da se reciklira [133]. Pakovanje ima za cilj da ouva
kvalitet 1 bezbednost hrane od trenutka njene proizvodnje do upotrebe od strane potrosaca.
Materijali za pakovanje hrane obezbeduju fizicku, hemijsku i biolosku barijeru od uticaja faktora
spoljasnje sredine, kao S§to su vazduh, vlaga, mikroorganizmi, insekti i mehanicka oStecenja
[170,171]. Namena materijala za pakovanje hrane je da uspori ili odlozi kvarenje hrane u
odredenom vremenskom periodu. Cilj istraZivanja i razvoja ovakvih materijala je prvenstveno
zaStita hrane tokom Cuvanja, ali takode, moze biti i produzetak njenog roka trajanja sprecavanjem
razvoja patogenih vrsta mikroorganizama. Materijali koji se danas uglavnom koriste za proizvodnju
ambalaze za pakovanje hrane su papir, plastika, staklo i metal. Konvencionalna plastika koja se
najceScée koristi za pakovanje hrane, poput polietilen tereftalata (PET), poli (vinil hlorida) (PVC),
polietilena (PE), polipropilena (PP), polistirena (PS) i poliamida (PA) dobija se iz nafte. Svi ovi
materijali, iako imaju dobre mehanicke i fizicke karakteristike, nerazgradivi su i stvaraju velike
probleme prilikom upravljanja otpadom [172].

Poslednjih godina, aktivno pakovanje zauzima veoma znacajno mesto u prehrambenoj industriji i
nauci o materijalima. Aktivne komponente u ambalaznom materijalu reaguju sa uzro¢nicima koji
dovode do kvarenja hrane, pruzajuéi bolji kvalitet, sigurnost i duZi rok trajanja prehrambenim
proizvodima u poredenju sa tradicionalnim ambalaznim materijalima [8,9]. Aktivno pakovanje u
skladu sa propisima Evropske unije (1935/2004/EC i 450/2009/EC) dizajnirano je da sadrZi
komponente koje bi oslobadale ili apsorbovale supstance u/ iz upakovane hrane ili okoline koja je
okruzuje. Tehnologije aktivnog pakovanja uklju¢uju neku fizicku, hemijsku ili bioloSku aktivnost
koja menja interakcije izmedu pakovanja, proizvoda i/ ili glavnog prostora unutar pakovanja, kako
bi se dobili Zeljeni rezultati [148,173]. Aktivho pakovanje obi¢no podrazumeva Kkesice i jastucice
koji se smeStaju unutar pakovanja, ili su aktivni sastojci direktno ugradeni u materijal za pakovanje.
Ovakva ambalaza moZze biti u obliku antimikrobnog filma, ,hvataca” kiseonika, sredstva za
uklanjanje etilena i apsorbera/ emitera ugljen-dioksida. Apsorberi kiseonika u kesicama se obi¢no
nalaze u mesu i proizvodima od zivine, kafi, picama, peCenim proizvodima i susenoj hrani. Neke
kesice mogu emitovati etanol kao antimikrobno sredstvo kako bi se produzio rok trajanja pekarskih
proizvoda sa visokim sadrZajem vlage. Jastuci¢i sprecavaju rast i razmnozavanje plesni ili bakterija
tako Sto upijaju vodu pomocu superupijajucih polimernih granula. Antimikrobna ambalaza je u
stanju da kontroliSe populaciju mikroorganizama ili atmosferu oko hrane i tako smaniji, inhibira ili
uspori rast i razmnozavanje mikroorganizama koji dovode do kvarenja. Aktivni filmovi mogu
sadrzati razliCite antimikrobne agense kao Sto su organska/ neorganska jedinjenja, etarska ulja,
enzimi i ekstrakti povréa [148,173].

1.6.2. Antimikrobno aktivno pakovanje

Antimikrobno aktivno pakovanje ima za cilj da uspori i sprefi rast i razmnozavanje
mikroorganizama u prehrambenim proizvodima, produzavaju¢i tako rok trajanja namirnica, uz
zadrZavanje kvaliteta i senzorskih svojstava, ¢ineéi proizvod bezbednim po zdravlje potrosaca [27].

Kontaminacija hrane mikroorganizmima, koja dovodi do kvarenja i propadanja namirnica,
uzrokuje znacajne gubitke u prehrambenoj industriji. Takode, konzumiranje hrane kontaminirane
mikroorganizmima moze dovesti do ozbiljnih zdravsvenih problema, kao Sto su trovanja, bolesti i
epidemije koje se prenose hranom. Mikrobiolosko kvarenje hrane uglavhom uzrokuju nepatogene
vrste miroorganizama, koje su odgovorne za promene u nutritivnim i senzornim karakteristikama
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prehrambenih proizvoda, kao Sto su oksidacija, formiranje loSeg ukusa i neprijatnih mirisa, kao i
neodgovaraju¢e promene u teksturi i boji [174]. S druge strane, prema izveStaju Svetske
zdravstvene organizacije (SZO) iz 2010. godine, patogene vrste mikroorganizama koje izazivaju
trovanja, bolesti i epidemije koje se prenose hranom svake godine prouzrokuju 600 000 000
slu¢ajeva bolesti, sa skoro 420 000 smrtnih ishoda [175].

Sprecavanje rasta mikroorganizama u prehrambenoj industriji je prvobitno vrSeno dodavanjem
antimikrobnih sredstava i konzervanasa direktno u prehrambene proizvode, Sto se pokazalo kao
nedovoljno efikasan nacin. Razvoj tehnologije za proizvodnju antimikrobne ambalaZze za pakovanje
hrane dovelo je do ukljucivanja antimikrobnih supstanci u materijal za pakovanje, ¢ime se
upakovana hrana Stiti od kvarenja bez dodavanja jestivih konzervansa direktno u prehrambeni
proizvod. S obzirom da antimikrobna sredstva moraju do¢i u kontakt sa ¢elijama mikroorganizama
da bi zaustavili njihov rast i razmnozavanje ili prouzrokovali njihovu smrt, antimikrobni agensi
moraju biti u kontaktu sa hranom, bilo u gasovitoj fazi, bilo u direktnom kontaktu izmedu aktivne
ambalaze i hrane [27]. Primenom antimikrobnog pakovanja rast i razmnoZavanje mikroorganizma
moze se usporiti ili ¢ak inhibirati tokom kontakta sa zapakovanom hranom (direktan kontakt) ili
prostorom unutar pakovanja (indirektni kontakt) [174]. Do sada je razvijeno nekoliko efikasnih
oblika antimikrobne ambalaze, kao Sto su: polimerni filmovi sa ugradenim antimikrobnim
supstancama (metoda ekstruzije, izlivanja) i prevlake (oblaganje), adsorbovana ili ugradena
antimikrobna sredstava na povrsini polimera, vrecice ili jastucici koji sadrze isparljive antimikrobne
komponente [27].

Sa cestim promenama potrosackih trendova i zakonodavstva, broj antimikrobnih supstanci koje
se mogu primenjivati u antimikrobnom pakovanju za hranu je prili¢no velik i stalno se razvija i
menja. Od sintetickih antimikrobnih sredstava tu se ubrajaju hemijska jedinjenja kao Sto su
organske kiseline (propionska, sorbinska, benzoeva, mle¢na, siréetna) i njihove soli, triklosan,
antibiotici, hlor-dioksid, nitriti i amonijumove soli [27]. Sve vise je prisutan trend da se u
proizvodnji hrane sinteticki konzervansi zamene prirodnim, i da se prede na biorazgradivu
ambalazu upotrebom polimernih materijala [133]. Supstance prirodnog porekla koje su u upotrebi
su razni biopolimeri, etarska ulja i njihova bioaktivna jedinjenja, prirodni ekstrakti i njihova
bioaktivna jedinjenja, nanocestice metala, enzimi, bakteriocini, bakteriofage i mnoge druge [27].

Inkapsulacija antimikrobnih jedinjenja u ambalazni materijal namenjen pakovanju hrane
obezbeduje efikasnost materijalu tako Sto: (1) Stiti antimikrobna jedinjenja od razgradnje,
isparavanja ili neZeljenih interakcija sa materijalima za pakovanje, (2) poboljSava kompatibilnost
izmedu polimera za pakovanje i antimikrobne supstance, (3) poveéava dostupnost antimikrobnog
sredstva i (4) obezbeduje kontrolisano oslobadanje ili/ i oslobadanje inicirano dodatnim spoljasnjim
stimulansima, da bi se produzilo dejstvo aktivnog materijala [55].

Inkapsulacija nekih vrsta antimikrobnih supstanci postala je neophodna da bi se reSili problemi
koji ograniavaju njihovu upotrebu u ambalaznim pakovanjima. Razvijeni su brojni sistemi za
dostavu i nosaci za inkapsulaciju bioaktivnih jedinjenja u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji,
kao Sto su ciklodekstrini, lipozomi, emulzije, nanocestice ili mikrokapsule. Medutim, svi ovi
dostupni nosa¢i ne mogu se primeniti u antimikrobnom aktivnhom pakovanju, jer je neophodno da
budu kompatibilni sa materijalom za pakovanje, bez negativnih uticaja na njihova mehanicka i
fizicka svojstva, kako bi ocuvali svoju primarnu funkciju da zastite hranu od kvarenja [55]. U
sluc¢aju etarskih ulja, inkapsulacija je od sustinskog znacaja da bi se smanjili gubici nastali
isparavanjem ili razgradnjom. Takode, njihovom inkapsulacijom se smanjuje njihov uticaj na
organolepticke karakteristike prehrambenih proizvoda uzrokovane njihovim jakim mirisom
[55,133].
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1.7. Primena inkapsulacije u biopesticidima

Truljenje je bitan faktor koji nakon berbe ograni¢ava duzinu skladistenja plodova voca i povr¢éa i
odgovorno je za znatne ekonomske gubitke. Fungicidi i pesticidi se obi¢no koriste da bi se sprecilo
pogorSanje kvaliteta i propadanje poljoprivrednih proizvoda nakon Zetve [56]. Termin pesticid
odnosi se na svaku supstancu ili smeSu supstanci namenjenu za sprecavanje, uniStavanje ili
kontrolisanje Stetoc¢ina (nezeljenih vrsta biljaka i zivotinja), koje nanose Stetu tokom proizvodnje,
obrade, skladiStenja, transporta ili stavljanja u promet hrane, poljoprivrednih proizvoda, stocne
hrane, drveta i proizvoda od drveta. Takode, pesticidi se mogu primeniti na usevima pre ili posle
Zetve kako bi se roba zastitila od propadanja tokom skladiStenja i transporta (,,Medunarodni kodeks
ponasanja u vezi sa distribucijom i upotrebom pesticida“, Organizacija Ujedinjenih nacija za hranu i
poljoprivredu, 2002). Nakon primene, najveci deo pesticida ostaje neiskoriséen, tako da dolazi do
njihovog mesSanja sa vazduhom, zemljom i vodom, Sto Stetno uti¢e na ljude, kuéne ljubimce i
zivotnu sredinu [4]. Neke od najéesée koris¢enih agrohemikalija koje se primenjuju u
koncentrovanom obliku mogu godinama da se ugraduju u tlo ili podzemne vode. Dug period
razgradnje ima za posledicu njihovo ukljucivanje u lanac ishrane [66]. Vecina pesticida koja se
primenjuje u poljoprivredi nije namenjena samo za odredenu grupu organizama, pa tako mogu
uticati na zdravlje osetljivih organizama, kao Sto su to populacije ljudi i divljih zivotinja [4,5]. Oni
mogu izazvati ozbiljna zagadenja zivotne sredine, ekoloSke i zdravstvene probleme, posebno ako se
koriste stalno i nekontrolisano. Mnogi visoko-toksi¢ni pesticidi mogu izazvati ozbiljne bolesti [4].
Cesta upotreba sintetickih pesticida dovela je do razvoja otpornosti §tetodina na pesticide i do
njihovog ponovnog pojavljivanja [6]. Novija istrazivanja pokazala su da viSe od 70% tradicionalnih
pesticida nije tako efikasno u poljoprivredi zbog ceste upotrebe sve vecih doza za postizanje
optimalne bioefikasnosti. Mnogi pesticidi su u razvijenim zemljama zabranjeni strogim propisima o
pesticidima, ali se nazalost, joS uvek primenjuju u mnogim zemljama u razvoju [66].

U poslednje vreme postoji povecano interesovanje za pesticidima prirodnog porekla, zbog
toksicnog efekta na zdravlje ljudi i sve veceg zagadenja zivotne sredine, uzrokovane primenom
sinteti¢kih pesticida. Prirodni pesticidi podrazumevaju direktno ili indirektno korisé¢enje prirodnih
biljnih proizvoda/ botanickih sredstava, ukljucujuéi etarska ulja, u kontroli Steto¢ina i bolesti [6].
Biopesticidi i ,,zeleni pesticidi“ su izrazi koji se, takode, koriste za prirodne pesticide i obuhvataju
sve prirodne materijale koji mogu smanjiti populaciju Steto¢ina i povecati proizvodnju hrane
[36,37]. Vecina etarskih ulja se smatra ekoloSki prihvatljivim, bezbednim za ljudsku upotrebu i
zivotnu sredinu, sa niskom toksi¢nos¢u po sisare i nalaze se na GRAS listi [176]. Mnoga etarska
ulja u prirodi imaju vaznu ulogu u zastiti biljaka, jer poseduju antibakterijska, antivirusna,
antifungicidna, insekticidna, privla¢na ili odbojna svojstva prema brojnim vrstama insekata uz
odredenu selektivnost [130].

Tehnike inkapsulacije sve vise nalaze primenu u oblasti poljoprivrede za inkapsulaciju pesticida,
dubriva i1 drugih agrohemikalija, omogucavajuci uzgajiva¢ima da precizno kontrolisu uslove pod
kojima se aktivni sastojak oslobada. Inkapsulacija moze pomo¢i da se upotreba pesticida svede na
najmanju mogucu meru i tako smanji njihov uticaj na Zivotnu sredinu [54]. U slu¢aju pesticida,
inkapsulacija treba da omoguc¢i sporo i kontinuirano oslobadanje aktivnog agensa u zivotnu sredinu
do postizanja optimalnih koncentracija. Minimalna brzina oslobadanja je odredena efikasno$¢u
inkapsuliranog aktivnog sredstva, a maksimalna brzina zavisi od njihove fitotoksi¢nosti. Na
Slici 1.19 dat je prikaz idealanog kontrolisanog oslobadanja biopesticida tokom sedam dana, koji se
sastoji od brzog pocetnog oslobadanja uz postizanje koncentracije koja se nalazi izmedu
maksimalne koncentracije sa kojom se postize efikasnost i minimalne koncentracije koja
prouzrokuje toksi¢nost, nakon ¢ega sledi dugo i konstantno oslobadanje. U procesu kontrolisanog
otpustanja je ukljuceno viSe parametara, kao $to su stepen apsorpcije od strane biljke, isparavanje,
ispiranje i razgradnja [177].

Za primenu ovakvog sistema potrebno je zadovoljiti joS jedan vaZzan uslov, da primenjeni
pesticidi budu dostupni u optimalnoj koncentraciji najmanje nedelju dana kako bi se izbegla njihova

50



ponovna primena. Oslobadanje aktivnog agensa nakon inkapsulacije je moguce jednostavnom
difuzijom, pod dejstvom spoljasnjeg faktora ili erozijom matriksa. U svim slu¢ajevima, vazno je da
ni matrica, ni njeni proizvodi razgradnje nisu toksi¢ni po Zivotnu sredinu, pa se zbog toga mnogi
prirodni polimeri koriste za inkapsulaciju pesticida [177].

Toksi¢nost

Oslobadanje biopesticida

Efikasnost

Vreme (dan)

Slika 1.19. Kontrolisano oslobadanje biopesticida koje pokazuje brzo pocetno oslobadanje uz
postizanje koncentracije koja se nalazi izmedu maksimalne koncentracije kojom se postize
efikasnost i minimalne koncentracije koja prouzrokuje toksi¢nost, nakon cega sledi dugo i
konstantno oslobadanje [177]

Sve prethodno pomenute tehnike inkapsulacije etarskih ulja se mogu primeniti i kod biopesticida
(Odeljak 1.2.1.) [56,57]. Formulacije pesticida na bazi vode, koje koriste koloidne sisteme, mogu
predstavljati dobru alternative za postojece formulacije [66]. Emulzija ulje u vodi je formulacija
koja omogucava da se tecni pesticidi Koji Su nerastvorni u vodi ili organski rastvaraci koji sadrze
rastvorene Cvrste pesticide rasprSuju kao male kapljice u vodi, uz primenu odredene energije ili
dodatak surfaktanata. Ova formulacija pesticida na bazi vode uglavhom se smatra bezbednom i
ekoloski prihvatljivom [178].

U novije vreme javlja se veci broj istrazivanja gde se makroemulzije i nanoemulzije sa
inkapsuliranim etarskim uljima primenjuju kao biopesticidi [66]. Akutna toksi¢nost i repelentna
aktivnost razli¢itih etarskih ulja u obliku nano-formulacija (hladni aerosol) i gelova ispitana je na
Tribolium confusum L., insektu koji je najcesca StetoCina za brasno. Nano-formulacije su dobijene
mesanjem destilovane vode, surfaktanta (Tween 80) i osam razli¢itih etarskih ulja (anisa, pelina,
komoraca, belog luka, lavande, mente i ruzmarina). Gelovi na bazi etarskih ulja dobijeni su pomoc¢u
hidrofilnog gel supstrata; koris¢enjem agaroze za postizanje jace teksture i natrijum-poliakrilata za
odrzavanje hidratacije gela. Najbolje repelentno dejstvo pokazala je gel-formulacija na bazi
etarskog ulja anisa, a nano-formulacija sa uljem belog luka izazvala je najve¢u smrtnost odraslih
T. confusum. [179]. Nanoemulzije na bazi etarskog ulja eukaliptusa, surfaktanta i vode pokazale su
se kao uspesne protiv dva glavna insekta (Sitophilus orizae L. i Tribolium castaneum (Herbst)) koji
napadaju pirina¢ tokom skladiStenja [180]. Nanoemulzije sa etarskim uljem Lippia multiflora
ispitane su kod suzbijanja StetoCina karakteristicnih za kupus (kupusov moljac (Plutella
kilostella L.), lisne vasi (Brevicoryne brassicae L.), mrena (Hellula undalis L.), lis¢ara (Spodoptera
ekigua L.) i bele musSice (Bemisia tabaci L.)) na poljoprivrednim parcelama. Takode, nanoemulzija
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dobijena niskoenergetskom metodom koris¢enjem etarskog ulja, 89,75% hidrolata i 0,25% hitozana,
pokazala se veoma efikasnom prema vrstama B. brassicae i P. kilostella [181].
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2. Eksperimentalni deo

2.1. Priprema biopolimernih emulzija i disperzija

Hemikalije i reagensi koji su koris¢eni u pripremi emulzija i disperzija predstavljeni su u
Tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Hemikalije i reagensi

Hemikalije i reagensi Specifikacija Proizvodacd

Hitozan male molekulske mase (50,000 — Sigma-Aldrich (Island)
190,000 Da, na osnovu
viskoznosti)

Pektin proizvod za industrijsku Eterika Itd. (Srbija)
upotrebu, prehrambeni dodatak
Govedi Zelatin zelatin iz govede koze, tip B, Sigma-Aldrich (Canada)
prah, bio-reagens
Etarsko ulje limunove trave  100% ¢istoce HerbaOils Itd. (Beograd,
(Cymbopogon citratus L.) Srbija)
Glicerol za molekularnu biologiju; ¢isto¢a Sigma-Aldrich (Malezija)
>99%, M = 92,09 g-mol ~*
Tween 80 (Polisorbat 80) 1,064 g'ml™ Alfa Aesar®, A Johnson
Matthey Company (Karlsruhe,
Nemacka)
Glacijalna siréetna kiselina ~ ACS reagens, Ph. Eur AnalaR Normapur®, VVR
Chemicals (Francuska)
ZnO 99,9% metalne osnove, nanoprah  Alfa Aesar® (Karlsruhe,
(20 — 30 nm) Nemacka)
Zn(CH3CO00),-2H,0 puriss p.a., ACS reagens Sigma-Aldrich (Nemacka)

Razli¢ite formulacije biopolimernih emulzija dobijene su meSanjem rastvora hitozana i zelatina
ili pektina i Zelatina sa etarskim uljem limunove trave (LT). Rastvor hitozana pripremljen je
rastvaranjem praha hitozana u rastvoru sir¢etne kiseline (1 mas.%), uz intenzivno mesanje.
Odvojeni rastvori pektina i Zelatina dobijeni su rastvaranjem odgovaraju¢ih prahova u destilovanoj
vodi, uz meSanje i zagrevanje. Glicerol je koris¢en kao plastifikator, a Tween 80 kao emulgator.
Etarsko ulje limunove trave, u koncentraciji do 25 mas.% ( u odnosu na ukupnu masu biopolimera),
dodato je rastvoru biopolimera uz intenzivno meSanje, primenom uredaja za visokoenergetsku
homogenizaciju (Ultra Turrax® IKA-Werke, Nemacka), da bi se dobila homogena emulzija.
Zn(CH3C00),-2H,0 ili nanocestice ZnO u koncentraciji do 3 mas.% (u odnosu na ukupnu masu
biopolimera) dodati su u pripremljene emulzije. Detaljan postupak pripreme emulzija predmet je
objavljene patentne prijave (broj patentne prijave: W0O/2020/055277) [182].

Koris¢enjem gore opisanog postupka prlpremljeno je Sest razli¢itih formulacija emulzija na bazi
hitozan-Zelatin (H-Z) i pektin-Zelatin (P-Z). Sema postupka pripreme emulzija prikazana je na
Slici 2.1.
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Disperzije na bazi hitozan-zelatin i pektin-zelatin pripremljene su istim postupkom kao i
emulzije, s tom razlikom §to u postupku nije koris¢eno etarsko ulje limunove trave. Sastavi
dobijenih emulzija i disperzija predstavljeni su u Tabeli 2.2.

Rastvor biopolimera
hitozan-Zelatin, pektin-Zelatin

( Glicerol ) >

Y

Visokoenergetska homogenizacija
(Ultra Turrax)

Etarsko ulje limunove trave
Polisorbat (Tween 80)

Y

Emulzija
Visokoenergetska homogenizacija

Zn(CH3CO0O0): - 2H20
ili ZnO

Y
C\/isokoenergetska homogenizacisz

A

C Emulzija )
CMetoda izlivanja) C Sprej metoda )

Y Y
( Biopolimerni filmovi ) ( Biopolimerne prevlake )

Slika 2.1. Sematski prikaz postupka pripreme emulzija na bazi hitozana i pektina
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Tabela 2.2. Sastavi formulacija emulzija i disperzija na bazi hitozana i pektina (glicerol i Tween 80
su prisutni u svim formulacijama)

Uzorak Sastav formulacija
Emulzije
H-Z+ LT Hitozan-Zelatin + etarsko ulje limunove trave

H-Z + LT + Zn-Ac
H-Z+ LT+ 2ZnO
P-Z+LT

P-Z+ LT+ Zn-Ac

Hitozan-zelatin + etarsko ulje limunove trave + Zn(CH3;C0OQ),-2H,0
Hitozan-Zelatin + etarsko ulje limunove trave + ZnO
Pektin-zelatin + etarsko ulje limunove trave

Pektin-Zelatin + etarsko ulje limunove trave + Zn(CH3COO),-2H,0

P-Z+LT+2ZnO Pektin-zelatin + etarsko ulje limunove trave + ZnO
Disperzije

H-Z Hitozan-Zelatin

H-Z + Zn-Ac Hitozan-Zelatin + Zn(CH3C0OO0),-2H,0

H-Z + ZnO Hitozan-zelatin + ZnO

P-Z Pektin-Zelatin

P-Z + Zn-Ac Pektin-zelatin + Zn(CH3;C00),-2H,0

P-Z + ZnO Pektin-zelatin + ZnO

2.2. Karakterizacija emulzija i aktivnih komponenti

2.2.1. Odredivanje hemijskog sastava etarskog ulja limunove trave

Hemijski sastav etarskog ulja limunove trave odreden je koriS¢enjem gasne hromatografije sa
masenom spektrometrijom (GC-MS), pomoéu GCMS-QP2010 plus spektrometra (Shimadzu,
Japan), opremljenog AOC 5000 injektorom i ZB-1 kolonom (Phenomenex, L = 30 m, ID =
0,25 mm, df = 0,50 pm). Uzorak u koli¢ini od 1 ul ubrizgan je u ,split” modu (1:30), sa
temperaturom injektora podeSenom na 250 °C. Maseni spektri su dobijeni u modu elektronske
jonizacije (El, eng. “electron ionization’) (£ 70 eV) u opsegu skeniranja m/z (masa/ naelektrisanje)
od 40 — 450 amu (eng. ,,atomic mass unit*). Kao gas nosa¢ kori§¢en je helijum (He, 99,9%), sa
brzinom protoka od 1 ml'min *. Kolona je linearno zagrevana od 40 do 280 °C, pri brzini od
6 °C-min~ i zadrzana 5 min na 280 °C. Temperatura izvora jona je bila podeSena na 280 °C, a
temperatura interfejsa na 290 °C. Identifikacija izdvojenih sastojaka izvrSena je uporedivanjem
njihovih masenih spektara sa spektrima iz Wiley8, NIST05 i FFNSC3 biblioteka, koriS¢enjem
razlicitih pretrazivaca.
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2.2.2. Odredivanje veli¢ine kapljica inkapsuliranog etarskog ulja i zeta
potencijala

Veli¢ina kapi inkapsuliranog etarskog ulja limunove trave u emulzijama na bazi hitozana i
pektina, kao i zeta potencijal (povrSinsko naelektrisanje) kapi odredeni su metodom laserske
difrakcije (Particle Analyzer Litesizer 500, Anton Paar, Austrija). Veli¢ina cestica/ kapljica
odredena je na principu dinamickog rasipanja svetlosti (DLS, eng. “dynamic light scattering”), a
zeta potencijal prema elektroforetskom rasipanju svetlosti (ELS, eng. “electrophoretic light
scattering”). Uzorci emulzija su neposredno pre merenja razblazeni destilovanom vodom (1 ml
emulzije u 19 ml destilovane vode). Veli¢ina kapi i zeta potencijal svakog uzorka, mereni su tri
puta, a zatim je izraCunata i prikazana srednja vrednost merenja. Analize su radene nakon jednog
dana od pripreme uzorka i nakon mesec dana, uz ¢uvanje na sobnoj (24 °C) i na temperaturi
frizidera (4 °C).

2.3. Dobijanje biopolimernih filmova

Tanki i providni biopolimerni filmovi, na bazi hitozan-Zelatin i pektin-Zelatin, dobijeni su iz
emulzija i disperzija metodom izlivanja. Ova metoda je zasnovana na izlivanju rastvora u kalupe i
isparavanju rastvaraca iz polimerne matrice, pod ambijentalnim uslovima (24 + 1 °C, relativna
vlaznost vazduha 40%), u cilju stvaranja kompaktnih filmova [9].

2.4. Karakterizacija biopolimernih filmova

2.4.1. Infracrvena spektroskopija sa Furijevom transformacijom (ATR-
FTIR)

Za odredivanje infracrvenog spektra sa Furijeovom transformacijom (FTIR, eng. “Fourier
transform infrared”), biopolimerni filmovi su izradeni sa svakom komponentom posebno. Filmovi
su najpre napravljeni od ¢istog hitozana ili pektina, a potom sa dodatkom svake komponente koja je
sledila (prema postupku pripreme emulzija prikazanom na Slici 2.1). FTIR spektar filmova snimljen
je koris¢enjem FT-IR spektrofotometra (Spectrum Two FT-IR Spectrometer, PerkinElmer, SAD), u
rezimu oslabljene ukupne refleksije (ATR, eng. “attenuated total reflectance”), u oblasti
infracrvenog zradenja talasne duzine od 4000 — 400 cm™, pri rezoluciji od 4 cm™', sakupljajuéi
Cetiri skeniranja po spektru.

2.4.2. Termijska analiza

Termicka stabilnost filmova ispitana je pomocu simultanog termijskog analizatora (Simultaneous
Thermal Analyzer (STA) 6000, PerkinElmer, SAD) u atmosferi argona, pri brzini protoka od
20 mI‘min™t. Uzorci filmova mase oko 16 g zagrevani su pri konstantnoj temperaturi od 40 —
700 °C, pri brzini zagrevanja od 20 °C-min™.
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2.4.3. Mikroskopija atomskih sila (AFM)

Topografija povrSine biopolimernih filmova okarakterisana je mikroskopijom atomskih sila
(AFM, eng. “Atomic Force Microscope”) pomocu uredaja Ntegra SPM (NT-MDT, Rusija) u
polukontaktnom rezimu greSke. Frekvencija skeniranja tokom merenja odrzavana je na 1,0 Hz, dok
je veli¢ina koraka snimljenih slika bila 100 x 100, 50 x 50 i 20 x 20 um. Amplituda oscilacije
opruge (tj. “Set Point”) tokom merenja bila je 10 V. Snimljene slike u visokom rezimu (“Height
mode””) odgovaraju topografiji povrsine, dok su slike u rezimu magnitude (“Mag”) povezane sa
signalom greske koji daje ve¢i kontrast za ostre detalje u podrucju skeniranja.

2.4.4. Skanirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Skanirajuce elektronske mikrografije biopolimernih filmova dobijene su upotrebom skanirajuceg
elektronskog mikroskopa (SEM, eng. “Scanning Electron Microscopy”), TESCAN Vega TS
5130MM, Br TESCAN (SEMNO, Ceska). Snimanja su radena u sekundarnom reZimu snimanja
elektrona (SE, eng. “secondary electron detector’) i rezimu povratno rasejanih elektrona (BSE,
eng. “backscattered electrons detector”), pri naponu od 10 kV. Neposredno pre SEM analize,
uzorci su napareni srebrom u uslovima vakuuma koris¢enjem uredaja SC7620 Mini Sputter Coater
(Kuantum Design-Kuorum Technologies, Engleska).

2.4.5. Odredivanje sadrzaja vlage i ukupne rastvorne materije filmova

SadrZaj vlage i ukupne rastvorne materije filmova ispitani su prema metodi opisanoj u literaturi
[183,184]. Za svaki uzotrak filma iseCene su male trake (3 x 3 cm) i zatim suSene 24 sata u
laboratorijskoj susnici sa cirkulacijom vazduha na 105 °C (Sterimatic ST-11, “Instrumentaria”,
Zagreb). Mase uzorka pre (my) i posle suSenja (m,) su zabeleZene, a sadrzaj vlage (w, %)
izraCunat je kao procentualni gubitak mase u odnosu na pocetnu masu, koris¢enjem formule (1).
Nakon toga, trake su direktno uronjene u casu zapremine 50 ml u kojoj se nalazilo 30 ml
destilovane vode (pH 6). Nakon 24 sata stajanja u destilovanoj vodi na 24 °C, trake su profiltrirane,
lagano isprane destilovanom vodom i zatim ponovo suSene 24 sata na 105 °C (da bi se utvrdila
masa suve materije koja nije rastvorena u vodi). Sadrzaj ukupne rastvorne materije (w,, %) odreden
je kao razlika mase pocetne suve materije (m,) I nerastvorene suve materije nakon 24 sata stajanja u
destilovanoj vodi (m,) i izrazena je procentualno u odnosu na masu pocetne suve materije, prema
formuli (2). Za svaki uzorak filma merenja su vrSena u tri ponavljanja.

My — Mg

o, = —— 100 1)
My
mL, —m

o, = ——>.100 )
Mo
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2.4.6. Mehanicka svojstva filmova

Za odredjivanje mehanickih svojstava, biopolimerni filmovi su iseceni u obliku traka (110 x 15
mm). Merenje debljina traka vrSeno je pomocu uredaja za merenje debljine sloja (Easy Check FE,
List Magnetic, Nemacka), koji je imao stepen osetljivosti od 0,001 mm. Pet vrednosti debljina je
slucajno uzeto na razli¢itim pozicijama, na svakom uzorku filma. Sila potrebna za kidanje traka
odredena je pomocu mikrokidalice za ispitivanje statiCke napetosti i/ ili sabijanje materijala (Tinius
Olsen H10KS, Norve$ka). Prilikom merenja koris¢ena je brzina od 50 mm-min™. Mehanicke
osobine filmova (zatezna ¢vrsto¢a — Ry, [MPa], izduZenje pri prekidu — A [%], modul elasti¢nosti —
E [MPa]), odredene su na osnovu krivi deformacija — napon, a prema slede¢im formulama:

=

— 3

R = = )

A=AT' (@)

£ m (5)
A

gde su: F [N] - sila pri kojoj dolazi do pucanja filma, b [mm] - Sirina uzorka, h [mm] — debljina
uzorka, A4/ [mm] — istezanje, | [mm] — pocetna duzina filma.

2.5. lIspitivanje antibakterijskih svojstava biopolimernih emulzija i
disperzija u in vitro uslovima

Koris¢enjem agar-difuzione metode ispitana je antibakterijska aktivnost biopolimernih emulzija i
disperzija u in vitro uslovima prema Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923 i Bacillus subtilis ATCC 6633 [185]. Starost kultura koje su kori$¢enje za ispitivanje bila je
24 ili 48 sati. Suspenzije bakterijskih sojeva (ukupan broj éelija 10® CFU-ml™) pome$ane su sa
»Mueller-Hinton” agarnom podlogom (Becton Dickinson GmbH, Nemacka) i izlivene u prethodno
sterilizovane Petrijeve posude (# 90 mm). Ukupan broj c¢elija u Mueller-Hinton agaru nakon
dodavanja kulture iznosio je 5:10° CFU-ml™. Nakon o¢vri¢avanja agarne podloge, napravljeni su u
njenom centru otvori (g 7 mm), u koje je potom dodato 100 ul biopolimerne emulzije ili disperzije.
Petrijeve posude su nakon toga drzane 2 sata na 4 °C da bi se omogucila difuzija biopolimernih
emulzija ili disperzija, a potom su ostavljene u termostatu na 28 °C, 24 ili 48 sati. Za svaki testirani
soj radena su tri ponavljanja, a nakon inkubacije odredeno je prisustvo ili odsustvo zone inhibicije,
¢iji preénik je izmeren (mm).
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2.6. Primena prevlaka na bazi hitozana i pektina u aktivnom pakovanju

2.6.1. Ispitivanje antimikrobnih svojstava prevlaka na bazi hitozana i pektina
u in vivo uslovima

Biopolimerne prevlake su formirane nanoSenjem emulzija na povrsinu postoje¢eg ambalaznog
materijala. Na unutrasnje strane kartonskih kutija (zapremine 1 dm®) sprejem su nanete emulzije na
bazi hitozana (H-Z + LT; H-Z + LT + Zn-Ac; H-Z + LT + ZnO) i pektina (P-Z + LT; P-Z + LT +
Zn-Ac; P-Z + LT + ZnO), koristeéi istu koli¢inu aktivnih komponenti po povrsini pakovanja.
Nakon 1 sata suSenja isprskanih kutija u ambijentalnim uslovima (24 = 1 °C, relativna vlaznost
vazduha 40%), emulzije su na povrSini ambalaze formirale tanke, providne i u vodi nerastvorne
prevlake. Antimikrona svojstva prevlaka na bazi hitozana i pektina ispitana su prac¢enjem rasta i
razmnozavanja celija epifitnih vrsta kvasaca i plesni na malinama koje su upakovane i skladistene.
Uzorci sveZe organske maline (Rubus idaeus L.) uzeti su iz organskog vo¢njaka u severnom delu
Srbije i upakovani u prethodno oblozene kutije (po 150 g). Maline upakovane u neoblozene kutije
sluzile su kao kontrolni uzorci. Mikrobioloska analiza upakovane maline uradena je na dan
pakovanja (nulti dan), posle Sest i osam dana ¢uvanja na temperaturi frizidera u SRPS ISO/IEC
17025:2017 i SRPS EN ISO/IEC 17065:2016 akreditovanoj laboratoriji. Analize uzoraka malina
vrSene su u skladu sa ISO standardima za odredivanje ukupnog broja c¢elija kvasca i plesni (1ISO
21527-1:2008), kao i vrsta bakterija iz roda Salmonella (ISO 6579-1:2017), Listeria monocitogenes
(1ISO 11290-2:2017) i Escherichia coli (1SO 16649-2:2001).

2.6.2. Ispitivanje zdravstvene bezbednosti ambalaznog materijala

Za ispitivanje zdravstvene ispravnosti i utvrdivanje ukupne migracije komponenti iz prevlaka u
hranu, za analize je koriS¢en materijal u obliku filmova. Zdravstvene analize filmova na bazi
hitozana i pektina obuhvatale su senzorne analize, fizi¢ka, hemijska i mikrobioloSka ispitivanja,
koja su radena u nacionalnoj sertifikovanoj laboratoriji. Fizicko i1 hemijsko ispitivanje
biopolimernih filmova ukljucivalo je specifiénu migraciju koja je uradena te¢nom hromatografijom
sa masenom spektrometrijom (LC-MS) 1 atomskom apsorpcionom spektroskopijom (AAS)
(koris¢ene metode: POM-03-LC MS 02, POM-03-AAS 01, POM-03-AAS 07, POM-03-AAS 08).
Mikrobiolosko ispitivanje biopolimernih filmova ukljucivalo je odredivanje ukupnog broja ¢elija
aerobnih mezofilnih bakterija, Salmonella spp., koagulaza pozitivnih stafilokoka, sulfitoredukujucih
klostridija, vrsta roda Proteus i Escherichia coli.

2.7. Primena emulzije na bazi pektina kao biopesticida

Efekat emulzije na bazi pektina kao biopesticida ispitan je na krompirovom moljcu
(Phthorimaea operculella L.) pracenjem stope smrtnosti insekata tokom 7 dana. Tokom
eksperimenta insekti su bili izloZeni dejstvu Cistog i inkapsuliranog (emulzija) etarskog ulja
limunove trave.
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2.7.1. Odredivanje letalnih koncentarcija (LC)

Uzgoj insekata za analize je izvrSen tako S$to su odrasli insekti sakupljani sa krompira u
skladidtima i njivama u Cacku (Srbija). Sakupljeni insekti su dve godine kontinuirano uzgajani u
laboratoriji na krtolama krompira. Temperatura komore za uzgoj insekata odrzavana je na 24,5 +
1 °C, sa relativnom vlazno$éu vazduha od 65 = 5%, tokom ciklusa dan i no¢ od 16 : 8 sati (svetlo :
mrak). Eksperimenti za testiranje smrtnosti insekata izvedeni su pod istim ovim uslovima, gde su
korisc¢eni moljci bili stari samo 24 sata [186].

Za utvrdivanje efektivnih koncentracija ¢istog i inkapsuliranog etarskog ulja limunove trave (LT)
koje dovode do smrti 50% (LCsp) i 95% (LCgs) populacije krompirovog moljaca, uradeni su pilot
bioloski testovi u skladu sa metodom opisanom u literaturi [187,188]. Kori$¢eno je osam razli¢itih
zapremina od 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 1 0,8 pl cistog LT, Sto je odgovaralo koncentracijama
LT od 0,121; 0,242; 0,363; 0,483; 0,604; 0,725; 0,846 i 0,967 mg|™* vazduha. Svaka od ovih
odmerenih zapremina etarskog ulja LT naneta je na filter papir (5 X 1 cm) koji je nakon toga
pri¢vrs¢en na poklopac od tegle. Deset insekata ubaceno je u staklenu teglu (zapremine 720 ml), a
zatim je tegla ¢vrsto zatvorena poklopcem (na koji je prethodno stavljen filter papir sa LT). Insekti
su bili izloZeni isparenjima LT tokom 24 sata, bez ishrane u tom periodu. Nakon 24 sata smrtnost
insekata je utvrdena uklanjanjem moljaca iz tegle i stavljanjem u Petrijevu posudu. Nakon 30 min
provereno je da li su insekti zivi (da li se mogu kretati ili leteti). Eksperiment je sproveden u pet
ponavljanja za svaku dozu etarskog ulja.

U drugom eksperimentu, Sest razli¢itih masa emulzije od 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,31 0,35 g, Sto je
odgovaralo koncentracijama emulzije od 0,139; 0,208; 0,278; 0,347; 0,417 i 0,486 gI™* vazduha,
koris¢eneno je za odredivanje vrednosti LCso | LCgs. Svaka masa emulzije naneta je na filter papir
(5 x 1 cm) i smeStena u plasti¢énu bocu (zapremine 25 ml), koja je zatim prekrivena svilenim tilom
(da se izbegne direktan kontakt moljaca i emulzije). Nakon toga, plasticna boca sa emulzijom je
stavljena u staklenu teglu (720 ml), a zatim je u nju ubaceno 10 moljaca. Staklena tegla Cvrsto je
zatvorena poklopcem i ostavljena da stoji 24 sata. Smrtnost insekata odredena je na isti nacin kao u
slucaju tretmana Cistim LT, pri ¢emu su sprovedena Cetiri ponavljanja za svaku dozu emulzije.

U oba slucaja pripremljen je i kontrolni uzorak, pri ¢emu je 10 insekata smesSteno u staklenu
teglu bez emulzije ili ¢istog LT.

2.7.2. Odredivanje smrtnosti insekata

Za odredivanje smrtnosti insekata koriS¢en je postupak slican onom koji je opisan u
Odeljku 2.7.1. Kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina inkapsuliranog LT u emulziji tokom sedam
dana trajanja eksperimenta, a na osnovu analize LCsy i LCgs za Cisto etarsko ulje i emulziju,
procenjeno je da je za tretman insekta potrebna koli¢ina od 1 g emulzije (koja sadrzi 12,5 pl LT).

U slucaju tretmana krompirovog moljca emulzijom, koris¢en je 1 g emulzije (koncentracija
1,389 g-I* vazduha). Nakon 24 sata proverena je smrtnost insekata, a plasti¢na boca sa emulzijom
prebacena je u novu staklenu teglu u koju je stavljeno 10 novih insekata (moljaci stari 24 sata) i
tegla je ponovo ¢vrsto zatvorena poklopcem. Ovaj postupak je ponavljan na svakih 24 sata, tokom
sedam dana, sve dok emulzija nije izgubila insekticidni efekat.

U tretmanu populacije krompirovog moljca ¢istim etarskim uljem koris¢eno je 12,5 pl LT
(koncentracija 14,9 mg-I™ vazduha), a postupak je bio sli¢an onome koji je koriiéen za odredivanje
LCso i LCgs cCistog LT. Smrtnost insekata odredena je nakon 24 sata, a zatim je 10 novih moljaca
ubaceno u staklenu teglu koja je potom zatvorena poklopcem, sa ¢ije unutrasnje strane je prethodno
stavljeno etarsko ulje. Ovaj eksperiment je zavrSen nakon 48 sati, jer je nakon tog vremenskog
perioda LT potpuno izgubilo insekticidno dejstvo.

U oba slucaja, eksperimenti su sprovedeni u ¢etiri ponavljanja za svaki ispitivani tretman.
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2.7.3. Otpustanje bioaktivnih jedinjenja

Za odredivanje koncentracije etarskog ulja limunove trave (LT) u emulziji, tokom 7 dana,
koris¢en je UV-Vis spektrofotometar (Shimadzu UV-2600, Japan). Merena je apsorbanca citrala
kao glavne bioaktivne komponente etarskog ulja limunove trave [189], koja je bila direktno
proporcijalna koncentraciji etarskog ulja u emulziji. Vrednost intenziteta na oko 240 nm
(najintenzivniji pik u apsorbancionom spektru LT) kori$¢ena je za odredivanje sadrzaja LT. UV-Vis
spektar Cistog LT je snimljen za razliite koncentracije etarskog ulja, a potom je uradena
kalibraciona kriva na osnovu intenziteta pikova na oko 240 nm, u zavisnosti od koncentracije ulja.
Koncentracija LT u emulzijama odredena je pomocu kalibracione krive. Sporo otpustanje LT iz
polimerne matrice odredeno je koriS¢enjem sli¢ne procedure koja je navedena u literaturi [190].
Emulzija je ostavljena na sobnoj temperaturi u otvorenoj laboratorijskoj ¢asi pod ambijentalnim
uslovima. Apsorpcioni spektar bioaktivne komponente je meren svakih 24 sata tokom narednih 7
dana, rastvaranjem odredene koli¢ine emulzije u 0,3 mas.% rastvoru Tween 80. Ista procedura je
kori$éena za Cisto LT, koje je prethodno bilo rastvoreno u 0,3 mas.% rastvoru Tween 80. Koli¢ina
upotrebljenog LT u ovom postupku bila je proporcionalna koli¢ini LT inkapsuliranog u emulziji.

2.8. Statisti¢ka analiza

Kod odredivanje letalnih koncentracija LT i emulzije, kao i verovatno¢e smrtnosti insekata po
danima, statisticka obrada podataka je uradena pomocéu SPSS 25.0 statistickog softvera. Za
modelovanje zavisnosti verovatno¢e stope smrtnosti populacije insekata od vremena ili
koncentracije primenjenih doza Cistih i inkapsuliranih bioaktivnih komponenti, koris¢ena je probit
regresija:

p=¢ (ﬂo + 5 IoglO Xi) (6)

gde je p; verovatnoca realizacije ishoda kodiranog sa 1, na vrednosti promenljive x;, a ® je funkcija
standardne normalne raspodele.

U slucaju eksperimenata uradenih u ovoj doktorskoj tezi, pi je verovatnoc¢a smrtnosti populacije
insekata, a x; predstavlja vreme ili koncentraciju. Model naveden u jednacini (6) odnosi se na
populaciju i u ovom slu¢aju primenjuje se u slede¢em obliku:

ﬁi = ¢'(bo + b1 Ioglo Xi) (7

StatistiCka analiza svih ostalih podataka izvrSena je analizom varijanse (ONE WAY-ANOVA i
TWO WAY-ANOVA), takode, koris¢enjem statistickog softvera SPSS 25.0. Razlike izmedu
srednjih vrednosti procenjene su Dankanovim testom viSestrukog opsega (p < 0,05), a podaci su
izrazeni kao srednja vrednost = SD (standardna devijacija).
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3. Rezultati i diskusija
3.1. Karakterizacija emulzija i aktivnih komponenti

3.1.1. Hemijski sastav etarskog ulja limunove trave

Kori$¢enjem gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom (GC-MS) odreden je hemijski
sastav etarskog ulja limunove trave (Cymbopogon citratus L). Procentualni sastav bioaktivnih
jedinjenja odreden je u odnosu na ukupnu povrsinu dobijenih pikova. Hemijski sastav etarskog ulja
limunove trave prikazan je u Tabeli 3.1, a hemijske formule glavnih bioaktivnih jedinjenja
predstavljene su na Slici 3.1.

Tabela 3.1. Hemijski sastav etarskog ulja limunove trave

Naziv jedinjenja Procentualni sadrzaj u uzorku (%)
Geranial (a-citral) 42,32
Neral (-citral) 22,69
Geraniol 9,79
Geranil acetat 7,36
5-hepten-2-on 3,16
4-nonanon 2,17
Kamfen 1,78
Linalool 1,22
Borneol 1,04
Germakren 0,74
Verbenol 0,45
Limonen 0,38
Ocimen 0,36
a-terpineol 0,27
Eugenol 0,26
o-kadinen 0,20
CH; CH;
AN X0 AN

| | °

H,;C CHj; H;C CH;

Geranial (o-citral) Neral (B-citral)

Slika 3.1. Hemijske formule glavnih bioaktivnih jedinjenja etarskog ulja limunove trave

62



GC-MS analizom utvrdeno je 16 razli¢itih bioaktivnih jedinjenja u sastavu etarskog ulja
limunove trave, u kome su terpenoidi geranial i neral prisutni u najve¢im koncentracijama
(Tabela 3.1). Ostala bioaktivna jedinjenja zastupljena su u manjem procentu (1 — 20%) ili u
tragovima (ispod 1%). Geranial (trans-citral, a-citral) i neral (cis-citral, -citral) su dva geometrijska
izomera citrala [191,192], koja su u ovom slucaju glavna bioaktivna jedinjenja (65,01%),
odgovorna za bioloSku aktivnost etarskog ulja.

Istrazivanja su pokazala da su razlic¢ita bioaktivna jedinjenja etarskog ulja limunove trave
odgovorna za specifiéne bioloske aktivnosti (antibakterijska, antifungalna, antiprotozoalna). Ove
karakteristike se najvise pripisuju citralu, kao glavnhom bioaktivnom jedinjenju. Takode, utvrdeno je
da su citral i geraniol odgovorni za fungicidno dejstvo, dok su linalol, alkaloidi i fenolna jedinjenja
odgovorni za antibakterijsku aktivnost. Smatra se da je antimikrobna aktivnost etarskog ulja
limunove trave rezultat kombinovanog delovanja njenih bioaktivnih jedinjenja, a ne samo jednog od
njih [137,138].

Citral (3,7-dimetil-2,6-oktadienal) je acikli¢ni monoterpenski aldehid [189], koji je u prirodi
zastupljen u razli¢itim biljnim vrstama i citrusima [189,191,193]. U literaturi se citral, takode,
navodi kao glavno bioaktivno jedinjenje etarskog ulja limunove trave, ekstrahovano iz listova biljke
[137,191,194], dok sastav i procentualni odnos ostalih bioaktivnih jedinjenja varira u zavisnosti od
geografskog porekla biljke, nadina ekstrakcije, kao i uslova ¢uvanja i skladiStenja etaraskog ulja
[134]. Citral poseduje antifungalno, baktericidno i insekticidno dejstvo; predstavlja ekspektorans
(podstice i ubrzava uklanjanjanje bronhijalne sluzi iz disajnih puteva), spazmolitik je (potiskuje
misi¢ne spazme), dezodorans; stimuliSe apetit i ima antiinflamatorno dejstvo [191,193]. Zbog svojih
brojnih bioloskih svojstava nasao je primenu u prehrambenoj (aditiv u hrani i pi¢ima) i kozmetickoj
industriji [189]. Hemijski je nestabilan i pod normalnim uslovima ¢uvanja podlozan je oksidativnoj
degradaciji, Sto dovodi do gubitka njegove antimikrobne aktivnosti [193]. Do oksidativne
degradacije citrala dolazi pri kontaktu sa vazduhom, a moze biti pojac¢ana toplotom i zra¢enjem
[191]. Takode, u vodenim rastvorima, tokom vremena, dolazi do njegove razgradnje zbog reakcija
katalizovanih kiselinama i oksidativnih reakcija [189]. U vodi je nerastvoran pri neutralnoj pH
vrednosti [193].

U brojnim istrazivanjima pokazano je da se brzina hemijske razgradnje citrala moze znacajno
usporiti njegovom ugradnjom u koloidne disperzije, kao $to su emulzije [195,196], mikro- i nano-
emulzije [193,197] ili micele [192]. Inkapsulacijom se povecava stabilnost citrala, jer se na ovaj
nacin bioaktivno jedinjenje izoluje od reaktivnih molekula prisutnih u vodenoj sredini, kao Sto su
protoni i slobodni radikali [189,196].

3.1.2. Velic¢ina kapljica inkapsuliranog etarskog ulja i zeta potencijal

Za postizanje sto vecée kineticke stabilnosti emulzije poZeljno je da inkapsulirane kapljice
etarskog ulja budu Sto manjih dimenzija, kao i da postoji ujednacena raspodela njihove velic¢ine
[198,199]. Kapljice su podlozne gravitacionim silama, bez obzira na njihove dimenzije, s tim Sto je
manja verovatnoc¢a da ¢e do¢i do sedimentacije nano-kapljica u poredenju sa ve¢im kapljicama.
Kada su kapljice etarskog ulja manje, tada postoji neprekidno i intenzivnije Braunovo kretanje, koje
dominira u odnosu na gravitacionu silu (koja izaziva destabilizaciju emulzije usled flokulacije,
stvaranja krema, kolascencije) [198,200]. Homogenost raspodele veli¢ine kapljica etarskog ulja
povezana je sa indeksom polidisperznosti; Sto je vrednost ovog parametra bliza nuli, to je raspodela
ujednacenija. Takode, elektrostaticka stabilnost je veoma bitna za postizanje stabilnosti sistema
tokom duzeg vremenskog perioda. Zeta potencijal se koristi za odredivanje elektrostaticke
stabilnosti emulzija, daju¢i podatke o povrSinskom naelektrisanju kapljica i interakcijama u sistemu
kapljica—kapljica. Do elektrostaticke stabilnosti dolazi kada postoje dovoljno velike odbojne sile
medu kapljicama usled velikog povrSinskog naelektrisanja, koje sprecava aglomeraciju kapljica
etarskog ulja [199]. Na Slici 3.2 predstavljen je izgled emulzija na bazi hitozana i pektina.
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U Tabeli 3.2 date su srednje vrednosti hidrodinamickog pre¢nika, indeksa polidisperznosti i zeta
potencijala inkapsuliranih kapljica LT u dve razli¢ite kontinualne faze (polimerna matrica hitozan-
Zelatin i pektin-Zelatin). Da bi se utvrdila stabilnost emulzionih sistema, merenja su radena nakon
jednog dana od pripreme uzorka i nakon trideset dana ¢uvanja na sobnoj i na temperaturi frizidera.
Na Slikama 3.3 i 3.4 prikazane su raspodele veli¢ine hidrodinami¢kog pre¢nika LT u emulzijama u
zavisnosti od intenziteta rasipanja svetlosti — (a), kao i raspodele u odnosu na ukupnu zapreminu
emulzije — (b).

Tabela 3.2. Hidrodinamicki pre¢nik, polidisperzni indeks i zeta potencijal etarskog ulja limunove
trave inkapsuliranog u polimernu matricu hitozan-zelatin (H-Z + LT) i pektin-zelatin (P-Z + LT),
nakon jednog dana od pripreme uzorka i nakon trideset dana ¢uvanja na sobnoj i na temperaturi

Slika 3.2. Emulzije na bazi (A) hitozana i (B) pektina

(A)

(B)

frizidera
. . vy . Indeks ..
Dan Uzorak Hldr?d.mamlcm polidisperznosti A [DEIENE]
pre¢nik (nm) (%) (mV)
H-Z+LT 488,47 + 6,03 24,25 +212 39,00 + 0,60
1.dan
P-Z+LT 394,44 + 2,39 24,14 + 1,59 -28,60 £ 0,21
30. dan H-Z+LT 494,16 + 3,47 22,07 £1,51 42,90 + 0,55
(24 °C) P-Z+LT 637,18 + 11,6 28,78 + 1,86 -18,60 + 0,06
30. dan H-Z+LT 526,60 + 8,14 22.93+0,76 42,00 + 0,33
(4 °C) P-Z+LT 787,97 + 18,2 30,85 + 0,67 -18,90 + 0,09

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = SD (n = 3)
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Slika 3.3. Raspodela veli¢ine hidrodinamickog precnika kapljica etarskog ulja limunove trave
inkapsuliranog u emulziji na bazi hitozana, u zavisnosti od (a) intenziteta svetlosti i (b) ukupne
zapremine emulzije, nakon jednog dana od pripreme uzorka i nakon 30 dana ¢uvanja na sobnoj
(24 °C) i na temperaturi frizidera (4 °C)
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Slika 3.4. Raspodela veli¢ine hidrodinamic¢kog pre¢nika kapljica etarskog ulja limunove trave
inkapsuliranog u emulziji na bazi pektina, u zavisnosti od (a) intenziteta svetlosti i (b) ukupne
zapremine emulzije, nakon jednog dana od pripreme uzorka i nakon 30 dana ¢uvanja na sobnoj
(24 °C) i na temperaturi frizidera (4 °C)

Prvog dana merenja prose¢na vrednost hidrodinamickog prec¢nika kapljica LT u emulziji na bazi
hitozana bila je 488,47 nm, dok je u slucaju emulzije na bazi pektina ova vrednost bila manja i
iznosila 394,44 nm. Veli¢ine kapljica LT kod obe emulzije nalazile su se u granicama nanoemulzije
(100 — 1000 nm) [65]. Prema nekim autorima nanoemulzijom smatraju se emulzije sa veli¢inom
kapljica manjom od 500 nm [200], tj. u opsegu od 20 — 500 nm [66]. Poznato je da se sve kapljice
manje od 1 um mogu smatrati kineti¢ki stabilnim [200]. Posmatrajuci raspodelu veli¢ine kapljica
(Slika 3.3 i Slika 3.4), kod obe emulzije (H-Z + LT; P-Z + LT) uoc¢ava se pojava bimodalne
raspodele, s tim Sto je odziv (intenzitet ili zapremina) bio znatno nizi kod kapljica veli¢ine od
~50 nm, u odnosu na one u opsegu oko 400 i 500 nm. O homogenoj raspodeli veli¢ine kapljica
govore nam vrednosti indeksa polidisperznosti, koje su kod obe emulzije iznosile oko 24%.
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Vrednosti zeta potencijala kod emulzije na bazi hitozana su pozitivne, dok su kod emulzije na bazi
pektina negativne, Sto ukazuje na razlic¢itu prirodu disperznih faza, odnosno polimernih matrica.
Kod emulzije na bazi hitozana vrednost zeta potencijala bila je vec¢a (39 mV), sto ukazuje da je vece
rastojanje izmedu kapljica etarskog ulja, a samim tim i da je sistem stabilniji nego u slucaju
emulzije na bazi pektina (-28,6 mV). Kada se vrednosti zeta potencijala nalaze u opsegu od 0 do *
30 mV to ukazuju na privlacenje izmedu kapljica, Sto dovodi do smanjene stabilnosti emulzije.
Emulzija se smatra stabilnom kada vrednosti zeta potencijala prelaze + 30 mV [199].

Nakon 30 dana ¢uvanja emulzije na bazi hitozana na sobnoj temperaturi hidrodinamic¢ki pre¢nik
inkapsuliranog LT (494,16 nm) je ostao priblizno iste vrednosti kao prvog dana, dok je pri cuvanju
emulzije na temperaturi frizidera bio nesto veéi (526,60 nm). Polidisperzni indeks kod emulzije na
bazi hitozana, nezavisno od temperature ¢uvanja, Smanjio se u odnosu na prvi dan na oko 22%, Sto
ukazuje da je tokom vremena dosSlo do povecane ujednacenosti u raspodeli veli¢ine kapljica. Ovo
nam potvrduje i zapreminska raspodela veli¢ine kapljica (Slika 3.3 (b)), gde je intenzitet zapremine
manjih kapljica (od 21 — 47 nm) neSto smanjen (sa 8,0% na 6,65% — na sobnoj temperaturi i
3,88% — na temperaturi frizidera), a intenzitet vecih kapljica (od oko 500 nm) povecan (sa 5,78% na
6,16% — na sobnoj temperaturi i 7,51% — na temperaturi frizidera). Na temperaturi frizidera doslo je
i do blagog uvecanja pre¢nika manjih kapljica (do 73 nm), a takode, kada se posmatra Slika 3.3 (a)
i (b), uocava se da je doslo do nesto Sireg opsega veli¢ine vec¢ih kapljica (posebno na temperaturi
frizidera). Sve ovo nam ukazuje da je moglo do¢i do aglomeracije manjih kapljica u vece, posobno
kod uzorka koji je bio na temperaturi frizidera, dok je uzorak na sobnoj temperaturi ostao relativno
stabilan. Zeta potencijal nakon 30 dana na obe temperature bio je nesto veéi nego prvog dana
(42,9 mV - na sobnoj; 42,0 mV - na temperaturi frizidera), $to ukazuje da je postojala veca
udaljenost izmedu kapljica etarskog ulja, a sami tim povecana stabilnost emulzije na bazi hitozana.
U literaturi je navedeno da wveli¢ina kapljica razlicitih etarskih ulja (bosiljka, timijana)
inkapsuliranih u kontinualnoj fazi na bazi hitozana u velikoj meri zavisi od na¢ina homogenizacije.
Upotrebom homogenizatora po principu rotor-stator dobijene su zna¢ajno manje kapljice etarskog
ulja (1,3 um — ulje bosiljka; 1,48 um — ulje timijana) u odnosu na homogenizaciju pod visokim
pritiskom (9,3 um — ulje bosiljka; 6,6 pum — ulje timijana) [201].

Kod emulzije na bazi pektina nakon 30 dana doslo je do znacajnog uvecanja hidrodinamic¢kog
pre¢nika kapljica inkapsuliranog LT (637,18 nm — na sobnoj temperaturi i 787,97 nm — na
temperaturi frizidera). Takode, doslo je do uvecanja polidisperznog indeksa (28,78% — na sobnoj
temperaturi; 30,85% — na temperaturi frizidera), pa samim tim i do manje ujednacenosti raspodele
veli¢ine kapljica LT u kontinualnoj fazi S§to potvrduju i obe raspodele veli¢ine kapljica
(Slika 3.4 (a) i (b)). Kod raspodele na osnovu intenziteta reflektovane svetlosti vidimo da je doslo
do povecanja i intenziteta i precnika, kako manjih tako i vecih kapljica, na obe temperature.
Narocito kod uzorka ¢uvanog na temperaturi frizidera kod koga je uo¢eno da dolazi do Sireg opsega
pre¢nika vecih kapljica koje dostizu vrednost 800 — 900 nm. U slucaju zapreminske raspodele
veli¢ine kapljica (Slika 3.4 (b)), kod emulzije cuvane na temperaturi friZidera primec¢uje se pojava
dva pika u oblastima oko 636 nm i 880 nm. Takode, dolazi do povecanja precnika manjih kapljica
sa 31 — 51 nm na 51 — 170 nm (sobna temperatura) i 51 — 220 nm (temperatura friZidera). Zeta
potencijal emulzije na bazi pektina se nakon mesec dana smanjio (-18,6 mV — na sobnoj
temperaturi; -18,9 mV — na temperaturi frizidera), sto ukazuje da je doSlo do smanjenja rastojanja
izmedu kapljica. Sve ovo nam govori da je doSlo do narusavanja stabilnosti emulzije na bazi pektina
i aglomeracije kapljica etarskog ulja.

lako se zeta potencijal emulzije na bazi pektina posle prvog dana merenja nalazio na granici
stabilnosti emulzije, ova vrednost je ipak bila ve¢a ¢ak i posle 30 dana u odnosu na onu koju su
naveli Mendez (Mendes) i saradnici [200] nakon 24 sata. Ovi autori su odredivali stabilnost
emulzija na bazi pektina sa inkapsuliranim etarskim uljem limunove trave nakon 0 i 24 sata od
pripreme emulzije. Za dobijanje emulzija kori$é¢en je homogenizator, Tween 80 je upotrebljen kao
surfaktant, a glicerol kao plastifikator. Vrednosti zeta potencijala nakon 24 sata su bile razli¢ite u
zavisnosti od koncentracije etarskog ulja i imale su negativne vrednosti: -16 mV (0,25 vol.%)
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I -14 mV (0,5 vol.%). Indeks polidisperznosti nakon 24 sata, takode, bio je veci i iznosio 33%
(0,25 vol.%) i 47% (0,5 vol.%), dok su velic¢ine kapljica etarskog ulja bile 398 nm (0,25 vol.%) i
1280 nm (0,5 vol.%).

Analize uradene nakon 30 dana Guvanja emulzija nam ukazuju da je H-Z + LT emulzija
stabilnija u odnosu na P-Z + LT emulziju, i to na obe temperature. Obe emulzije su bile stabilnije na
sobnoj temperaturi, nego na temperaturi frizidera.

3.2. Karakterizacija filmova na bazi hitozana i pektina

Tanki i transparentni filmovi su dobijeni iz emulzija i disperzija metodom izlivanja. Prevlake na
postojecoj ambalazi za pakovanje su formirane sprej metodom. U oba slucaja susenje je vrSeno na
sobnoj temperaturi. Sematski prikazi dobijanja filmova i prevlaka iz emulzija/ disperzija dat je na
Slici 3.5, a njihov izgled je prikazan na Slici 3.6.

Rastvaraé Etarsko ulje
/> ”"t/\ Surfaktant
k // \\ ‘,AJ\.
/‘ / s
G = \/ O
/ A l ( \l o - 1.
B. l. S |\(( % ))j 2.
lopofimerna  Plastifikaror =
matrica -
Homogenizacija Emulzija / disperzija
1. Metoda izlivanja
Isparavanje rastvaraca
Formiranje filma
Sufenje Uklanjanje filma
—_— —_—
| |
2. Sprej metoda

Isparavanje rastvaraca Pakovanje svezeg

Formiranje prevlake voca1povrea

Slika 3.5. Sematski prikaz dobijanja filmova metodom izlivanja [169] i prevlaka sprej metodom
iz emulzija/ disperzija
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Slika 3.6. Izgled (A) filmova (metoda izlivanja) i (B) prevlaka (metoda prskanja) dobijenih iz
emulzija/ disperzija

Izgled i transparentnost filmova na bazi hitozana i pektina (bez i sa LT) predstavljeni su na
Slici 3.7.

Slika 3.7. Filmovi na bazi hitozana i pektina bez i sa dodatkom etarskog ulja limunove trave
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3.2.1. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (ATR-
FTIR)

Infracrvena spektroskopija sa Furjeovom transformacijom (FTIR) je koris¢ena za odredivanje
prisustva odredenih funkcionalnih grupa i hemijskih veza u filmovima izredenim od Ccistog
hitozana ili pektina, kao i za utvrdivanje promena do kojih dolazi sa dodatkom svake od navedenih
komponenti. Infracrveni spektri filmova prikazani su na Slici 3.8 i Slici 3.9.

(B) H-Z

(C) H-Z + glicerol |

(D) H-Z + glicerol + LT 3 —
(E) H-Z + glicerol + LT +Twj een | -OH
(F) H-Z + glicerol + LT +Tween + Zn-Ac T
(G) H-Z + glicerol + LT +Tween + ZnO

T T T | T T T | T T T ] Tt | T T T I | T T 1 T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Talasni broj (cm'l)

Transmitanca (a.u.)

Slika 3.8. FTIR spektri filmova na bazi hitozana

Na FTIR spektru filma na bazi ¢istog hitozana (Slika 3.8 (A)) vidljivi su pikovi karakteristi¢ni za
funkcionalne grupe hitozana, kao i za polisaharide uopste (3500 — 3200 cm™; 2878 cm™; 2926 cm™
i 1151 cm") [183,202,203]. Siroka traka u oblasti 3500 — 3200 cm™ se odnosi na N-H i O-H
istezanja i javlja se zbog delimi¢nog preklapanja traka karakteristi¢nih za vibracije istezanja amina i
alkohola, kao i medumolekulskih vodoni¢nih veza. Apsorpcione trake na oko 2878 cm™ i
2926 cm * su tipi¢ne za simetri¢no i asimetriéno C—H istezanje [204,205]. Apsorpcioni pik na
1635 cm™ Kkarakteristi¢an je za vibracije istezanja C=O grupa kod primarnih amida [206].
Intenzivan pik na 1535 cm™ predstavlja vibracije savijanja —NH grupe karakteristi¢ne za
sekundarne amide, a pik na 1405 cm™ odnosi se na vibracije ~OH grupe primarnih alkohola [202].
Prisustvo C-N istezanja amida potvrdeno je trakom na 1312 cm™. Pik na 1151 cm' odgovara
asimetri¢cnom istezanju atoma kiseonika kod C—O-C mosta i atoma ugljenika u piranoznom prstenu
(glikozidna veza) [31,33]. Pikovi na 1062 cm™ i 1026 cm™ odgovaraju C-O istezanju, dok se
pojava pika na 900 cm™ moZe pripisati amino grupama [183].

Dodavanje Zelatina filmu na bazi hitozana (Slika 3.8 (B)) nije bitno uticalo na promene u FTIR
spektru, jer se uocavaju isti karakteristi¢ni pikovi, sa slicnim intenzitetom kao i kod filma na bazi
Cistog hitozana (A). Primetne promene u spektru zapazaju se sa dodatkom glicerola (C), kada su svi
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pikovi karaktristiéni za hitozan postali intenzivniji. Trake na 3289 — 3322 cm™, 2875 cm™ i
2947 cm™ $ire su i veceg intenziteta, bez pojave novih pikova, kao &to je navedeno i u literaturi
[207]. Karoni (Caroni) i saradnici [207] su za dobijanje filmova na bazi hitozan-glicerol koristili
razli¢ite koncentracije glicerola (0, 10, 30 i 50 mas.% u odnosu na masu hitozana) i na osnovu FTIR
spektra utvrdili su da sa dodatkom glicerola dolazi do povecanja intenziteta pikova, bez pojave
novih pikova. Takode, intenzitet pika na 1062 cm™ se smanjio, dok se intenzitet pika na 1028 cm™*
povecao. Ove promene se mogu objasniti stvaranjem novih vodoni¢nih veza izmedu glicerola i
kompozita hitozan-Zelatin. Dodatak etarskog ulja limunove trave (D), Tween 80 (E), kao i
Zn(CH3C0O0),-2H,0 (F) ili nanocestica ZnO (G) nisu imali znacajan uticaj na promenu FTIR
spektra.

AP |
(B)P-Z | Te=o
(C) P-Z + gllcerol § s

(D) P-Z + glicerol + LT | |
(E) P-Z + glicerol + LT +Tween =0 li 0 H -' |
(F) P-Z + glicerol + LT +Tween + Zn-Ac D e
(G) P-Z + glicerol + LT +Tween + ZnO | [coHic-0C]
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Slika 3.9. FTIR spektri filmova na bazi pektina

FTIR spektar filma na bazi ¢istog pektina (Slika 3.9 (A)) pokazao je karakteristicne apsorpcione
pikove za polisaharide (na 3344, 2933 i 1152 cm™) [208,209]. Siroka traka na 3500 — 3200 cm™
odgovara prisustvu slobodnih i intermolekulski vezanih hidroksilnih grupa (O-H). Apsorpcioni pik
na 2933 cm™ moZe se pripisati C—H rastezanju —CH, grupe [210]. Zatezne vibracije
metilestrifikovanih karboksilnih grupa (C=0) uzrokovale su pojavljivanje pika na 1744 cm™. Pik na
1633 cm™ se moZe povezati sa C=0 vibracijama istezanja slobodnih karboksilnih grupa [208,209],
dok ih neki autori pripisuju vibracijama istezanja hidroksilnih grupa (-OH) [211]. Vibracije
istezanja C-O—H i C-O—C dovele su do stvaranja pikova na 1456 cm™, odnosno 1239 cm™ [212].
Apsorpcioni pik na 1152 cm™ odgovara vibracijama istezanja karbonilne grupe (C=0), dok su
vibracije istezanja bo¢nih grupa C—OH i glikozidne veze C-O-C dovele do pojave pika u opsegu od
1000 — 1050 cm ™' [210]. Pikovi apsorpcije izmedu 1010 i 1152 cm™ ukazuju da uzorak sadrZi
piranozu i furanozu [208,209].

Dodatak zelatina u film na bazi pektina (B) doveo je do pojave istih pikova u FTIR spektru kao i
u slucaju filma na bazi ¢istog pektina, samo sa nesto intenzivnijim pikom na 1633 cm™. Dodavanje
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glicerola (C) uticalo je na pojavu istih pikova, samo veéeg intenziteta u poredenju sa (B), kao Sto je
ranije primecéeno i U sluc¢aju filmova na bazi hitozana, a takode, je potvrdeno i u do sada objavljenoj
literaturi [126]. Kao i u slucaju filmova na bazi hitozana, FTIR spektri filmova sa dodatkom ostalih
komponenti (etarsko ulje limunove trave (D), Tween 80 (E), Zn(CH3COO),-2H,0 (F) i nanocestica
ZnO (G)) poklapaju su se sa (C) P-Z + Gli.

Glavne promene u strukturi filmova na bazi hitozana i pektina nastale su sa dodatkom glicerola.
Glicerol je jednostavno alkoholno jedinjenje sa tri hidroksilne grupe i zbog male veli¢ine molekula
moZe da zauzme medumolekulski prostor izmedu polisaharidnih lanaca, narusavajuci tom prilikom
vodoniéne veze, smanjujuci interakcije polimer—polimer, a samim time povecavajuéi pokretljivost
polimernih lanca. Glicerol se moZe vezati za hidroksilne i amino grupe hitozanskog lanca [207], a u
slu¢aju pektina, hidroksilne grupe na glicerolu mogu da formiraju kovalentne estarske veze putem
hidroksil-hidroksil ili hidroksil-karbonil reakcija [126]. Na osnovu prikazanih FTIR spektara
uocava se da je uloga glicerola u oba slucaja presudna zbog uspostavljanja jakih vodoni¢nih veza sa
kompozitima hitozan-zelatin ili pektin-Zelatin, Sto dovodi do povec¢anja medumolekulskog prostora
u polimernim matricama olakSavajuéi grananje i bolje umrezavanje lanaca biopolimera, Sto je od
velikog znacaja za inkapsulaciju. To omogucava formiranje polimernog ,,zida” oko aktivnih
komponenti, posebno etarskog ulja, kao i postojanost i elasti¢nost filmova.

Uporedivanjem FTIR spektara za filmove na bazi hitozana i pektina, primecuje se pojava
intenzivnih pikova oko 1535 cm™ (predstavljaju vibraciju savijanja —~NH grupe) i 1405 cm™
(vibracije primarne alkoholne —OH grupe) koji su karakteristi¢ni za filmove na bazi hitozana, dok
su kod filmova na bazi pektina ti pikovi veoma slabih intenziteta. Intenzivni pikovi na 1239 cm™
(vibracije istezanja C—-O-C) i 1744 cm™ (vibracije istezanja metilestrifikovanih karboksilnih grupa
(C=0)) su karakteristi¢ni za filmove na bazi pektina. Na Slici 3.10 dat je Sematski prikaz
umrezavanja komponenti tokom formiranja filmova.

_/\/ Polisaharidni lanac
(hitozan ili pektin)
o \Vodomcna veza
/\/ Vodoni¢na veza/ . . o /\/\ (ili kovalentne estarske veze)

/\_/\ Jonsko unakrsno R /\/
,_\/ povezivanje
/\/ Proteinski lanac

(zelatin)

Etarsko ulje Tween 80 E
Ve e - s

Slika 3.10. Sematski prikaz umreZavanja komponenti u filmovima na bazi hitozana i pektina
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3.2.2. Termijska analiza

Termogravimetrija omogucéava bolje upoznavanje termicke otpornosti materijala na osnovu
odredivanja promenljivosti mase ispitivanog materijala (gubitka ili dobitka) u zavisnosti od
temperature i/ ili vremenskog perioda tokom koga je uzorak podvrgnut kontrolisanom povecanju
temperature. Termogravimetrijska analiza (TGA) omogucava poznavanje temperaturnog opsega pri
kome materijal pocinje da se raspada [22].

Temperature staklenog prelaza (Tg) filmova na bazi hitozan-zelatin i pektin-zelatin su odredene
pomocu diferencijalne skanirajuc¢e kalorimetrije (DSC, eng. "differential scanning calorimetry”).
Gubici mase sa odgovarajuéim maksimalnim temperaturama razgradnje (Td) su odredeni
koris¢enjem termogravimetrijske/ diferencijalne termogravimetrijske analize (TGA/ DTG, eng.
“thermogravimetric/ differential thermogravimetry analysis”). Rezultati termijske analize filmova
na bazi hitozana su predstavljeni na Slikama 3.11 i 3.12, a na bazi pektina na Slikama 3.13 i 3.14.

107.9 241.5

H-Z+LT
612.8

- 8/) H-Z+ LT + Zn-Ac
\Gy/ H-Z + LT + ZnO
5:598.6 H-Z
- H-Z + Zn-Ac
5759 6217 )
209, H-Z + ZnO
590
100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

Protok toplote (mW) Endo —=

Slika 3.11. DSC termogrami filmova na bazi hitozana

Na DSC termogramima filmova na bazi hitozana (Slika 3.11.) vidljiva su dva endotermna i jedan
egzotermni pik kod svih analiziranih uzoraka. Prvi endotermni DSC pikovi (105,1 — 114,8 °C)
odgovaraju isparavanju tragova rastvaraca (voda, sir€etna kiselina) koriS§¢enih u pripremi filmova
[213]. Pojava ovih pikova, takode, moze se pripisati istovremenoj pojavi razli¢itih promena do kojih
dolazi u Zelatinu, kao Sto su isparavanje, topljenje i rekristalizacija kristala [23]. Drugi endotermni
pikovi (234,5 — 243,3 °C) se mogu pripisati degradaciji glicerola [213,214] i razgradnji komponenti
male molekulske mase ili onih komponenti koje su strukturno vezane za vodu u hitozanskoj
polimernoj matrici [215]. Kod drugog endotermog pika uocljiva je razlika izmedu hitozanskih
filmova sa i bez LT. Filmovi koji sadrze LT imali su pikove na viSim temperaturama (241,1 -
243,3 °C) u poredenju sa filmovima bez etarskog ulja (234,3 — 238,4 °C). Ovo se moze pripisati
delovanju etarskog ulja kao plastifikatora i povecanju koli¢ine slobodnog prostora unutar
polimerne matrice, kao i ve¢oj opustenosti i segmentnoj pokretljivosti polimernih lanaca [23,214].
Do sli¢nih rezultata dosli su Hoseni (Hosseini) i saradnici [23], kao i Liu (Liu) i saradnici [216],
koji su tom prilikom zakljuéili da dodavanje etarskog ulja, takode, poboljSava termicku stabilnost
filmova na bazi hitozana. Egzotermni pik na oko 589,2 — 621,8 °C najverovatnije poti¢e od potpune
razgradnje hitozanskog prstena [217].
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Slika 3.12. TGA i DTG termogrami filmova na bazi hitozana

Prema TGA i DTG termogramima, kod svih filmova na bazi hitozana (Slika 3.12) pocetni
gubitak mase (7,7 — 14,5%) se javlja na temperaturama izmedu 99,7 — 114,3 °C, usled uklanjanja
vlage i isparljivih materija. Slede¢i gubitak mase kod filmova na bazi hitozana sa LT primecen je u
temperaturnom opsegu od 241,1 — 242,4 °C (18,2 — 21,8%), dok se kod filmova na bazi hitozana
bez LT gubitak mase uocava u pri nizim temperaturama, u opsegu od 226,4 — 235,0 °C (19,1 -
24,4%). Ovaj gubitak mase moZe se povezati sa degradacijom glicerola i delimi¢no hitozana.
Najintenzivniji pik i najveci gubitak mase (35,5 — 38,2%) zapaza se na oko 290 °C, Sto je povezano
sa razgradnjom hitozana, kao glavnog sastojka ovih kompozitnih filmova. NaruSavanje strukture
hitozana pod dejstvom visoke temperature potice od dehidratacije saharidnog prstena,
depolimerizacije i piroliticke razgradnje acetilovanih ili deacetilovanih hitozanskih jedinica [215].
Gubitak mase kod uzoraka sa ZnO i Zn-Ac primecuje se na nizoj temperaturi (~ 270 — 285 °C) Sto
doprinosi blagom smanjenju termcke stabilnosti filmova na bazi hitozana. Takode, zavrsna faza
razgradnje (428,9 — 434,1 °C) je izostala kod filmova na bazi hitozana bez aktivnih komponenti, pa
se prema tome pojava ovog pika moze pripisati razgradnji termicki stabilnih jedinjenja u aktivnim
komponentama (LT, ZnO i Zn-Ac).

1099 2138

P-Z+LT

P-Z+ LT + Zn-Ac
P-Z+ LT+ ZnO
P-7

P-Z + Zn-Ac

P-Z + ZnO

Protok toplote (mW) Endo—

100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)
Slika 3.13. DSC termogrami filmova na bazi pektina
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Kod filmova na bazi pektina na DSC termogramima (Slika 3.13), takode, uocavaju se dva glavna
endotermna i jedan egzotermni pik. Pojava prvog endotermnog pika (108,1 — 115,6 °C) povezana je
se isparavanjem adsorbovane i vezane vode iz filmova na bazi pektina, kao i promenama do kojih
dolazi u strukturi Zelatina (kao Sto je prethodno opisano kod hitozanskih filmova). Drugi pik javlja
se na temperaturama izmedu 210,2 — 220,7 °C i moze se pripisati razgradnji pektina i glicerola.
Siroki egzotermni pikovi na oko 570,6 — 601,2 °C povezani su sa potpunom razgradnjom
materijala, kako polisaharidne matrice, tako i aktivnih komponenti.
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Slika 3.14. TGA i DTG termogrami filmova na bazi pektina

TGA i DTG termogrami filmova na bazi pektina (Slika 3.14) pokazali su da se najveci stepen
razgradnje filmova (gubitak mase od 49,1 — 52,6%) dogada na temperaturama izmedu 210,2 —
220,7 °C. Ovaj gubitak mase moze biti povezan sa razgradnjom pektina, kao $to je i potvrdeno u do
sada objavljenoj literaturi [218]. Za razliku od filmova na bazi hitozana, kod filmova na bazi
pektina nije primecen uticaj aktivnih komponenti na maksimalne temperature razgradnje. Takode,
primeceni su pikovi sa manjim intenzitetom nego kod filmova na bazi hitozana. Kod filmova na
bazi pektina pikovi se javljaju na oko 100 °C (isparavanje vode) sa gubitkom mase od 5,2 - 7,7% i
na 400 °C sa gubitkom mase od 12,6 — 21,2% (Sto se takode mozZe odnositi na razgradnju termcki
stabilnih jedinjenja u aktivnim komponentama, kao i u sluc¢aju filmova na bazi hitozana).
Temperature razgradnje filmova na bazi hitozana bile su vise u poredenju sa filmovima na bazi
pektina, sto ukazuje na jace veze u ovim filmovima i na njihovu vecu termicku stabilnost.
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3.2.3. Mikroskopija atomskih sila (AFM)

Promene koje se javljaju na povrSini ambalaznog materijala mogu u velikoj meri uticati na
kontakt izmedu ambalaze za pakovanje hrane (izradene od polimernih materijala) i njenog
okruzenja [219,220]. AFM analiza se smatra pogodnom metodom za karakterizaciju polimernih
filmova koji se koriste za aktivno pakovanje, zbog mogucnosti pracenja njihove topografske
modifikacije do koje dolazi nakon ugradnje aktivnih supstanci u njihovu strukturu [219,221].
AFM analiza nam daje uvid u morfoloSku strukturu (kvalitativni parametar) i hrapavost
(kvantitativni parametar) povrsine biokompozitnih filmova [222]. Podaci o poveéanju hrapavosti se
smatraju znacajnim u oblasti aktivnog pakovanja, jer mogu uticati na prijanjanje materijala,
kvaSenje, hemijsku i bioloSku funkcionalnost [221]. Srednja kvadratna hrapavost (Sq ili RQ)
predstavlja standardnu devijaciju vrhova i daje meru amplitude vrhova i dolina, prepoznatljivih na
povrsini materijala. Drugi parametar hrapavosti je prose¢na hrapavost Sa (Ra) koja predstavlja
aritmeticku srednju vrednost vrhova na povrsini i izrazava se kao apsolutna vrednost razlika u visini
svake pozicije u poredenju sa aritmetiCkom sredinom povrSine. Parametar Sa je manje osetljiv na
velike vrhove ili duboke doline u poredenju sa parametrom Sq [219].

Na Slikama 3.15 — 3.26 predstavljene su morfologije povrSine filmova na bazi hitozana i
pektina, sa i bez dodatka aktivnih komponenti, sa odgovaraju¢im vrednostima parametara
hrapavosti (Sa i Sqg). Prikazane su slike topografije povrSine (gde je predstavljena visina signala —
“Height™) i slike signala greski (signal “Mag’’). Kontrast na AFM slikama u “Height”” modu nam
omogucava uvid o homogenosti povrSine uzorka. “Mag” signal se koristi za identifikaciju sitnih
detalja na pozadini velikih i relativno glatkih povrSina.

Kod ovakve vrste materijala, AFM snimanje se koristi za uocavanje inkapsuliranih lipidnih
kapljica u polimernoj matrici [222,223]. Kapljice etarskog ulja se na tako dobijenim mikrografijama
primecuju kao prazan prostor (Supljine), jer se ulje nalazi u te¢nom agregatnom stanju [223]. Ovo se
mozZe zapaziti i na prikazanim mikrografijama (Slike 3.15 — 3.26) na kojima se uo¢ava ocigledna
razlika izmedu filmova sa i1 bez etarskog ulja limunove trave, kod kojih se kapljice etarskog ulja
uocavaju kao Supljine, relativno pravilnog okruglog oblika. U slu¢aju svih filmova na bazi hitozana
sa inkapsuliranim LT (Slike 3.16, 3.20 i 3.24) primec¢uju se Supljine znatno pravilnijeg okruglog
oblika, u odnosu na filmove na bazi pektina sa LT. Takode, zapaza se da je dodatak Zn-Ac i
nanocestica ZnO doprineo pojavi manjih i pravilnijih Supljina, koje su homogeno rasporedene po
celoj povrsini filmova na bazi hitozana. Kod filmova na bazi pektina ovakva struktura se uocava
kod filma sa nanocesticama ZnO (Slika 3.26). Pojava pravilnog oblika i homogene raspodele
inkapsuliranih kapljica etarskog ulja ukazuju na to da etarsko ulje ima tendenciju da ostane
integrisano u polimernoj matrici tokom suSenja [223]. Na prikazanim mikrografijama uocava se da
je dodatak jona metala i metal-oksida doprineo boljoj inkapsulaciji, kao i homogenijoj raspodeli
kapljica inkapsuliranog LT.
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Slika 3.15. AFM mikrografija filma na bazi H-Z
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Slika 3.16. AFM mikrografija filma na bazi H-Z + LT
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Slika 3.17. AFM mikrografija filma na bazi P-Z
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Slika 3.18. AFM mikrografija filma na bazi P-Z + LT
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Slika 3.19. AFM mikrografija filma na bazi H-Z + Zn-Ac
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Slika 3.20. AFM mikrografija filma na bazi H-Z + LT + Zn-Ac
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Slika 3.21. AFM mikrografija filma na bazi P-Z + Zn-Ac
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Slika 3.22. AFM mikrografija filma na bazi P-Z + LT + Zn-Ac
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Slika 3.23. AFM mikrografija filma na bazi H-Z + ZnO
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Slika 3.24. AFM mikrografija filma na bazi H-Z + LT + ZnO
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Slika 3.25. AFM mikrografija filma na bazi P-Z + ZnO
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Slika 3.26. AFM mikrografija filma na bazi P-Z + LT + ZnO

Prisustvo etarskog ulja limunove trave doprinelo je smanjenju hrapavosti skoro svih filmova
(negde u vecoj, a negde u manjoj meri), Sto potvrduju i nize vrednosti Sa i Sg. Ovo je posebno
uocljivo kod svih filmova na bazi pektina, koji su imali hrapavije povrSine, dok je u sluéaju filmova
na bazi hitozana uticaj etarskog ulja na smanjenje hrapavosti najbolje vidljiv kod filmova koji su
sadrzali Zn-Ac ili nanoCestice ZnO. Poznato je da teno stanje etarskog ulja doprinosi Sirenju
kapljica po povrsini filma nakon suSenja, popunjavaju¢i neravnine na povrsini biopolimerne
matrice, ¢ine¢i je tako vise glatkom [223]. U literaturi postoje podaci koji potvrduju ovakav trend
uofen AFM analizom kompozitnih biopolimernih filmova sa inkapsuliranim etarskim uljima.
Hoseni (Hosseini) i saradnici [222] su koriste¢i metodu izlivanja razvili biokompozitne filmove na
bazi ribljeg Zelatina i hitozana, sa razli¢itim sadrZzajem eterskog ulja Origanum vulgare L.
(koncentracije 0,4, 0,8 i 1,2 mas./vol.%). Njihova AFM analiza je pokazala da je dodatak etarskog
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ulja uticao na hrapavost povrsine filmova. Film bez etarskog ulja pokazao je relativno hrapaviju
povrsinu (Sa i Sq od 50,6 — 66,1 nm), dok je prisustvo etarskog ulja u koncentraciji od 0,4%
znaCajno umanjilo hrapavost filmova. Medutim, sa daljim povecanjem sadrzaja etarskog ulja
uoceno je da dolazi do povecanja vrednosti za Sa i Sg, $to je u ovom radu objasnjeno stvaranjem
veéih agregata etarskog ulja i formiranja kreme tokom suSenja, Sto je dovelo do pojave
nepravilnosti na povrsini filma. Atares (Atarés) i saradnici [223] su metodom izlivanja emulzija
dobili biopolimerne filmove gde je u kontinualnoj fazi emulzije bio rastvor izolata sojinog proteina,
dok je u dispergovanoj fazi bila razli¢ita kombinacija etarskog ulja cimeta i dumbira. Na osnovu
AFM analize zakljucili su da su filmovi bez etarskog ulja hrapaviji i da je dodatak oba etarska ulja
smanjio vrednosti za Sa i Sq.

Prisustvo Zn-Ac ili nanocestica ZnO nije vidljivo na mikrografijama povrsSine filmova
(Slike 3.19 — 3.26), ali je primec¢eno da uti¢e na smanjenje hrapavosti povrsine, kako kod filmova na
bazi hitozana tako i kod filmova na bazi pektina. Ovo nije uobicajena pojava kod polimernih
filmova, jer prisustvo Cestica metala i metal-oksida obi¢no uti¢e na povecanje hrapavosti povrsine
filmova. Analizom filmova dobijenih metodom izlivanja na bazi poli(e-kaprolaktona) (PCL) sa
ugradenim nanocesticama ZnO [221] primeceno je da dolazi do poveéanja proseéne i kvadratne
hrapavosti filmova nakon dodavanja ZnO, posebno u uzorcima koji su sadrzali 10% i 15% ZnO.
Glatkoca filmova sa nanocesticama prikazanih u ovom radu moze se pripisati njihovoj homogenoj
raspodeli i veoma malim koncentracijama.

Uradene AFM analize ukazale su na raspodelu kapljica etarskog ulja u biopolimernoj matrici i
njihovom uticaju na glatko¢u filmova. Za ispitivanje homogenosti raspodele nanocestica metala u
filmovima uradena je SEM analiza.
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3.2.4. Skanirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Da bi se obezbedilo efikasno dejstvo aktivnih komponenti potrebno je da one budu homogeno
resporedene u materijalu. Homogenost raspodele nanocestica ZnO u filmovima na bazi hitozana i
pektina odredena je pomocu energetski disperzivne rendgenske spektroskopije (EDS) na osnovu
SEM mikrografija.

Na Slikama 3.27 i 3.28 predstavljene su SEM mikrografije filmova, dobijene koriS¢enjem
sekundarnog elektronskog detektora (SE, eng. “secondary electron detector”) i detektora povratnog
rasejanja (BSE, eng “back-scatter detector”). U Tabelama 3.3 i 3.4 predstavljen je procentualni
sastav elemenata (izreZzen u atomskim %) detektovanih u sastavu biopolimernih filmova.

Slika 3.27. SEM mikrografska analiza H-Z + LT + ZnO filmova: a) SE detektor; b) BSE detektor.
Na mestima oznac¢enim krsti¢cima odreden je sastav elemenata povrsine filmova koris¢enjem EDS
analize

Tabela 3.3. EDS analiza povrsine H-Z + LT + ZnO filmova

H-Z+ LT +ZnO Atomska masa (%)
Spektar C O Zn
1 72,74 26,73 0,52
2 72,07 27,39 0,54
3 72,08 27,46 0,46
4 72,30 27,23 0,46
5 72,19 27,22 0,59
6 71,67 27,71 0,62
7 71,93 27,46 0,61
Srednja vrednost£ SD 72,14 + 0,33 27,32 £ 0,30 0,54 £ 0,07
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Slika 3.28. SEM mikrografska analiza P-Z + LT + ZnO filmova: a) SE detektor; b) BSE detektor.
Na mestima oznacenim krsti¢ima odreden je sastav elemenata povrsine filmova koris¢enjem EDS
analize

Tabela 3.4. EDS analiza povrsine P-Z + LT + ZnO filmova

P-Z+LT+2ZnO Atomska masa (%)
Spektar C O Zn
1 65,66 33,81 0,53
2 71,52 27,74 0,75
3 60.17 39,36 0,47
4 71.43 28,03 0,54
5 73,25 26,04 0,71
6 64,30 34,98 0,72
7 65,92 33,38 0,70
Srednja vrednost £ SD 67,48 £ 4,73 31,89 +4,79 0,63+£0,12

Na osnovu EDS analiza povrSine filmova (Tabela 3.3 i 3.4) utvrdeno je prisustvo cinka u svim
ispitivanim oblastima od interesa, takode, zapaZzeno je da koncentracija cinka nije znacajno varirala
u ovim nasumi¢no odabranim mestima. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se primetiti da je cink
homogeno rasporeden u obe vrste kompozitnih filmova (hitozan-Zelatin i pektin-zZelatin).

84



3.2.5. Sadrzaj vlage i ukupne rastvorne materije filmova

SadrZzaj vlage i rastvorljivost materijala su veoma bitni parametri za filmove koji imaju
potencijalnu primenu u pakovanju hrane. Oni sa jedne strane, u velikoj meri uticu na fizicka
svojstva materijala, a sa druge strane, predstavljaju bitan faktor koji moZze uticati na rast i
razmnozavanje mikroorganizama (na povrsini materijala za pakovanje i hrane koja se pakuje) [224].
Obi¢no biopolimeri i plastifikatori imaju higroskopni karakter, tako da na vlaznost filmova u velikoj
meri uti¢u uslovi prisutni u spoljnoj sredini. Za prirodne biopolimere, voda sa jedne strane
predstavlja glavni rastvara¢, a sa druge strane njeni molekuli smanjuju temperaturu staklenog
prelaza i povecavaju slobodnu zapreminu biopolimera, pa se ona smatra i plastifikatorom [122].

SadrzZaj vlage (o1, %) i ukupne rastvorne materije (o, %) filmova na bazi hitozana i pektina, sa
dodatkom aktivnih komponenti (etarsko ulje limunove trave, Zn(CH3COO),-2H,0 ili nanocestice
ZnO) predstavljeni su u Tabeli 3.5.

Tabela 3.5. SadrZaj vlage i ukupne rastvorne materije u biopolimernim filmovima na bazi hitozana i
pektina sa dodatkom LT, Zn(CH3COOQO),-2H,0 ili ZnO nanocestica

Uzorak o, (%) o, (%)
H-Z+LT 31,35 + 0,43°¢ 31,50 + 0,82°
H-Z + LT + Zn-Ac 34,68 + 1,44° 26,64 + 2,211
H-Z + LT + ZnO 27.81 +0,82*P 31,21 + 1,46°
H-Z 31,17 + 0,65°¢ 26,04 + 1,05°
H-Z + Zn-Ac 32,92 +1,19° 21,73 + 0,43°
H-Z + ZnO 28,49 + 0,94%P 2273 + 2,73%¢
P-Z+LT 25,76 + 0,72° 67,27 + 2,642
P-Z + LT + Zn-Ac 27,88 + 1,05%" 66,18 + 1,03%
P-Z+ LT+ ZnO 20,55 + 1,92¢ 67,43 + 1,53°
P-Z 27,49 + 0,537 66,62 + 0,92°
P-Z + Zn-Ac 26,39 + 1,35° 69,11 + 2,68*°
P-Z +ZnO 28,78 + 0,70*" 71,91 + 2,04°

Vrednosti su date kao srednje vrednosti £ SD (n=3). Razli¢ita mala slova u istoj koloni ukazuju na
statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05).

Sadrzaj vlage je definisan kao parametar koji se odnosi na ukupnu praznu zapreminu koju
molekuli vode zauzimaju u mreznoj mikrostrukturi filmova [183]. Kod filmova na bazi pektina
sadrzaj vlage bio je nizi (20,6 — 28,8%) u odnosu na filmove na bazi hitozana (27,8 — 32,9%).
Dodatak LT, ZnO ili Zn-Ac nije znacajno uticao na sadrzaj vlage u filmovim na bazi hitozana i
pektina, najveéi uticaj na ovaj parameter imao je odabir biopolimerne matrice.
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Na rastvorljivost filmova, takode, najvise je uticala vrsta biopolimera od kojih su filmovi
izradeni. Filmovi na bazi hitozana su pokazali znatno ve¢u otpornost prema vodi, gde je procenat
rastvorljivosti bio u opsegu od 21,7 — 31,5%, dok je u slucaju filmova na bazi pektina rastvorljivost
bila u opsegu od 66,2 — 71,9%. Kod filmova na bazi pektina ne zapaZa se znacajna medusobna
razlika u vrednostima za sadrZaj ukupne rastvorne materije; bez obzira na dodatak etarskog ulja,
nanocestica ZnO ili Zn-Ac. U sluc¢aju filmova na bazi hitozana, dodatak nanocestica ZnO ili Zn-Ac
doprineo je smanjenju rastvorljivosti, dok je prisustvo LT uticalo na blago povecanje rastvorljivosti.
Najveci uticaj na smanjenje rastvorljivosti kod filmova na bazi hitozana imao je dodatak Zn-Ac.

Rastvorljivost hitozan-Zelatin kompozitnih filmova, takode, zabeleZzena je u literaturi, sa
navedenim vrednostima od oko 25% [99] ili 26% [224]. Niska rastvorljivost filmova na bazi
hitozana moZe se objasniti strukturom samog biopolimera, kao i ¢injenicom da ¢ist hitozan
predstavlja slabu bazu, nerastvornu u vodi i organskim rastvara¢ima [81], dok je pektin slozeni
heterogeni polisaharid, rastvoran u vodi [126]. Na osnovu rezultata rastvorljivosti, filmovi na bazi
hitozana su se pokazali kao bolji izbor sa aspekta prakti¢ne primene nego filmovi na bazi pektina.

3.2.6. Mehanic¢ka svojstva filmova

Mehanicka svojstva, kao i rastvorljivost filmova i prevlaka, u velikoj meri uti¢u na efikasnost
barijernih svojstava, koja ambalazni materijal treba da poseduje [225]. Fleksibilnost, elasti¢nost i
obradivost su bitne karakteristike koje treba da poseduje matrijal za pakovanje na bazi polimera
[123]. Kod kompozitnih biopolimernih filmova ove osobine u velikoj meri zavise od odabira
biopolimera, njihovih procentualnih odnosa i kompatibilnosti [75]. Takode, odabir plastifikatora za
njihovo umrezavanje i njegova kompatibilnost sa polimerima mogu uticati na navedene osobine
[122]. Zatezna ¢&vrstoca (Ry), izduZenje pri kidanju (A) i modul elasti¢nosti (E) filmova na bazi
hitozana i pektina predstavljeni su u Tabeli 3.6.

Tabela 3.6. Zatezna ¢vrstoca (Rp), izduzenje pri kidanju (A) i modul elasti¢nosti (E) filmova na
bazi hitozana i pektina

Uzorak Rm (MPa) A (%) E (MPa)
H-Z+LT 43,51 +0,32° 84,78 + 2,05° 312,13 + 16,7°
H-Z + LT + Zn-Ac 45,72 +0,47° 89,13 + 2,04° 393,16 + 18,99
H-Z + LT+ ZnO 50,60 + 1,33° 73,91 + 6,65° 543,09 + 20,3f
H-Z 46,64 +1,19°¢ 65,15 + 2,10° 415,09 + 25 5"
H-Z + Zn-Ac 46,31 +1,52°¢ 100,00 + 3,50f 286,60 + 17,7
H-Z + ZnO 58,62 + 2,80 ° 84,78 + 2,22° 440,00 + 20,5'
P-Z+LT 19,01 + 1,23%P 69,56 + 4,072 180,82 + 10,3?
P-Z + LT + Zn-Ac 21,78 + 1,06° 66,95 + 6,5° 172,67 + 14,02 °
P-Z+ LT+ ZnO 19,65 + 0,94%° 62,17 + 4,44° 206,09 + 12,2¢
P-Z 16,87 + 2,217 73,04 + 3,637 132,41 + 8,88°




P-Z + Zn-Ac 18,84 + 0,88%° 55,21 + 2,451 176,97 + 11,5*°

P-Z +ZnO 16,70 + 0,54 48,69 + 3,86° 168,13 + 12.4°

Vrednosti su date kao srednja vrednost + SD (n = 3). Razlicita mala slova u istoj koloni ukazuju na
statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05).

Filmovi na bazi hitozana pokazali su znatno vece vrednosti (p < 0,05) zatezne cCvrstoce,
izduzenja pri kidanju i modula elasti¢nosti u poredenju sa filmovima na bazi pektina. U slucaju
filmova na bazi pektina, dodatak Zn-Ac neznatno je poboljSao zateznu ¢vrstocu, dok etarsko ulje
limunove trave nije pokazalo znacajniji efekat. Kod filmova na bazi hitozana, znatan uticaj na
zateznu &vrstocu uoden je dodavanjem ZnO, kada su i zabeleZene najvece vrednosti, 50,6 MPa (H-Z
+ LT + Zn0) i 58,6 MPa (H-Z + ZnO).

Vrednosti izduZenja pri kidanju bile su prili¢no razli¢ite za sve ispitane filmove. Za filmove na
bazi pektina vrednosti izduzenja pri kidanju bile su u rasponu od 48,7% do 73,04%, a za filmove na
bazi hitozana od 65,2% do 100,0%. Takode, vrednosti modula elasti¢nosti bile su razli¢ite za sve
ispitane uzorke, ali se znacajno nizi stepen deformacije uocava u svim filmovima na bazi hitozana u
poredenju sa filmovima na bazi pektina. Najvisu vrednost modula elasti¢nosti pokazali su H-Z + LT
+ Zn0O (543,1 MPa) i H-Z + ZnO (440,0 MPa) filmovi, na osnovu ¢ega se moze zaklju¢iti da je
dodavanje ZnO poboljsalo elasti¢nost filmova.

Mehanicka svojstva kompozitnih filmova hitozan-zelatin i pektin-zelatin zabelezena su u
literaturi, gde je takode, glicerol koris¢en kao plastifikator. Za kompozitne filmove na bazi hitozan-
zelatin Pereda (Pereda) i saradnici [183] su dobili vrednosti zatezne ¢vrstoce od 6,27 £ 1,17 MPa i
izduzenja pri kidanju od 85,4 + 14,5%. Takode, za kompozitne filmove hitozan-zelatin Hagigi
(Haghighi) i saradnici [224] zabelezili su vrednosti od 31,87 + 1,58 MPa (Rn), 29,77 + 0,34% (A) i
592,17 + 5,75 MPa (E). Sto se ti¢e kompozitnih pektin-Zelatin filmova, ove parametre, takode,
ispitivali su Faris (Farris) i saradnici [226] i tom prilikom su dobijene vrednosti od 11,09 +
1,51 MPa (Rp), 151,57 + 10,24% (A) 1 0,28 = 0,07 MPa (E).

Na vrednosti zatezne ¢vrstoce, izduzenja pri kidanju i modula elasti¢nosti ispitivanih filmova, na
bazi hitozana i pektina, u ovom radu u najvecoj meri uticao je izbor biopolimera, tako da su filmovi
na bazi hitozana pokazali znatno bolje mehanicke karakteristike i to posebno oni sa dodatkom ZnO
u Cijem prisustvu su poboljsani elasti¢nost 1 zatezna ¢vrstoca filmova.
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3.3. Antibakterijska svojstva biopolimernih emulzija i disperzija u in vitro
uslovima

Antibakterijska aktivnost emulzija i disperzija na bazi hitozana i pektina ispitana je u in vitro
uslovima prema vrstama bakterija koje su naj¢es¢i uzrocnici kvarenja i trovanja hranom. Osetljivost
vrsta bakterija Escherichia coli (Gram-negativna bakterija), Bacillus subtilis (Gram-pozitivna
sporogena bakterija) i Staphylococcus aureus (Gram-pozitivna bakterija) na biopolimerne emulzije i
disperzije utvrdena je agar difuzionom metodom. Rezultati antibakterijske aktivnosti su
predstavljeni u Tabeli 3.7.

Tabela 3.7. Antibakterijska aktivnost emulzija i disperzija na bazi hitozana i pektina prema vrstama
bakterija E. coli, B. subtilis i S. aureus

Preénik zone inhibicije rasta (mm)

Uzorak

E. coli B. subtilis S. aureus
H-Z+LT 17,17 £1,26° 20,33 + 0,58 20,00 + 1,73"®
H-Z + LT + Zn-Ac 16,33+ 0,58 17,17+ 1,26"* 20,13 +1,04"®
H-7 + LT + ZnO 15,00 + 0,50 19,33 + 1,53 21,00 + 1,50°°
H-Z 15,33+ 1,53 19,330,587 18,17 + 0,76"®
H-Z + Zn-Ac 15,33+ 1,15 17,17+ 0,29 20,00 + 0,507¢
H-Z + ZnO 17,17 £0,76°" 19,00 £ 0,5° 20,33 £ 0,58°
P74+ LT 12,67 + 1,26 11,17 £1,26* ne
P-7 + LT + Zn-Ac 12,00 + 1,73* 11,33+ 0,58 11,33 £ 2,024
P-7 + LT +ZnO 13,20 + 0,50 12,18 +1,26* 12,15 +1,61*
P-7 ne ne ne
P-Z + Zn-Ac ne ne ne
P-7 + ZnO ne ne ne

Vrednosti su date kao srednja vrednost + SD (n = 3); ne- nema efekta. Razli¢ita mala slova u istoj
koloni ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05). Razlicita velika slova u istom redu ukazuju
na statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05).

Sve emulzije i disperzije na bazi hitozana pokazale su bolju antibakterijsku aktivnost u poredenju
sa emulzijama na bazi pektina. Biopolimerna matrica H-Z pokazala je dobru antibakterijsku
aktivnost prema svim ispitivanim vrstama bakterija, nezavisno od dodatka aktivnih komponenti
(LT, Zn-Ac i nanocestice Zn0O), $to se moze pripisati samom hitozanu koji poseduje dobra
antibakterijska svojstva [12,46,55]. Iz literature je poznato da hitozan moze inhibirati rast i
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razmnozavanje mikroorganizama, jer njegova pozitivno naelektrisana struktura (amino grupe) moze
da reaguje sa negativno naelektrisanom citoplazmaticnom membranom mikroorganizama,
uzrokujuéi izlazak intracelijskih sastojaka iz nje [24,56]. Takode, poznati su i drugi antimikrobni
mehanizmi hitozana, tokom kojih hitozan manje molekulske mase mozZe da difunduje kroz
citoplazmaticnu membranu u unutrasnjost ¢elije i tom prilikom reaguje sa DNK molekulom celije
mikroorganizma [81,85,90], ili na povrSini ¢elije moze da formira polimerni sloj i tako spreciti
ulazak hranljivih materija [81,85]. Antimikrobno dejstvo hitozana do sada je pokazano prema
brojnim Gram-pozitivnim i Gram-negativnim vrstama bakterija, kao i vrstama plesni i kvasaca
[21,81,89]. Pereda (Pereda) i saradnici [99] su potvrdili antimikrobni efekat hitozana, rade¢i na
razvoju kompozitnih (H-2) i dvoslojnih (H/Z) jestivih i biorazgradivih filmova, a Ponse (Ponce) i
saradnici [229] su ispitali antimikrobno dejstvo rastvora za formiranje filmova na bazi hitozana,
karboksimetil celuloze i kazeina u in vitro uslovima prema autohtonoj mikroflori prisutnoj na
povrsini tikvica i vrsti Listeria monocytogenes. Sva ova istrazivanja potvrdila su da biopolimerni
rastvori za formiranje prevlaka, koji sadrZe hitozan pokazuju zna¢ajnu antimikrobnu aktivnost zbog
sposobnosti samog hitozana da inhibira rast i razmnozavanje razli¢itih vrsta mikroorganizama, u
poredenju sa drugim biopolimerima poput pektina i Zelatina. Zbog toga, hitozan ne predstavlja
samo nosac aktivnih komponenti, ve¢ i sam poseduje antimikrobna svojsva.

Kod antibakterijske aktivnosti disperzija i emulzija na bazi pektina, uocava se oc¢igledan uticaj
etarskog ulja limunove trave. Emulzija na bazi pektina pokazale su odredeno antibakterijsko
dejstvo, dok disperzije na bazi pektina, sa i bez dodatka soli metala ili metal-oksida, nisu ispoljile
efekat prema testiranim vrstama bakterija. Ovo potvrduje antimikrobnu aktivnost ¢istog LT, koja je
u literaturi pokazana prema mnogim vrstama bakterija, plesni i kvasaca [51-54]. Sve emulzija na
bazi pektina pokazale su sli¢an antibakterijski efekat prema vrstama E. coli i B. subtilis. Medutim,
antibakterijski efekat prema S. aureus uocen je samo kod emulzija na bazi pektina sa dodatkom Zn-
Ac ili nanocestica ZnO. Do ovoga najverovatnije dolazi zbog sinergistickog efekta etarskog ulja
limunove trave i Zn-Ac ili nanocestica ZnO. Ovo je od posebnog znacaja kod polimernih matrica
koje ne pokazuju antimikrobnu aktivnost, ¢ime se moze prosiriti njihov efekat prema razlicitim
vrstama patogenih mikroorganizama. Sinergisticko dejstvo razli¢itih etarskih ulja i nanocestica ZnO
inkapsuliranih u biopolimerne matrice namenjene za izradu antimikrobnog pakovanja, takode,
potvrdeno je od strane nekih autora. IdZaz (Ejaz) i saradnici [32] su pokazali da filmovi na bazi
govedeg zelatina tipa B sa inkorporiranim etarskim uljem karanfili¢a, posebno u kombinaciji sa
nanocesicama ZnO, poseduju dobru antibakterijsku aktivnost tokom skadiStenja Skampi u frizideru
prema vrstama Listeria monocytogenes i Salmonella Tiphimurium sa kojima su Skampi bili
kontaminirani. Takode, sinergisticki efekat ZnO/ Ag nanocestica, etarskog ulja citronele i hitozana
obezbedio je Siri spektar antimikrobne aktivnosti prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim
vrstama bakterija i vrstama kvasaca i plesni [35].
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3.4. Primena prevlaka na bazi hitozana i pektina u aktivhom pakovanju

Mnogi sistemi za pakovanje hrane koji su pokazali antimikrobnu aktivnost u in vitro uslovima ili
na odredenim model sistemima, nisu pokazali ovu aktivnost kada su testirani u realnim uslovima, na
prehrambenim proizvodima u in vivo uslovima [9]. Stoga je u ovom istrazivanju bilo vazno razviti
sistem aktivnog pakovanja koji se moze i praktiéno primeniti. Kod primene biopolimernih
materijala za izradu ambalaznog materijala postoji tehnoloski problem povezan sa poteSkocama
prerade biopolimera, koji nemaju termoplasti¢no ponasanje. U ovom slu¢aju metoda izlivanja se ne
moze prakti¢no primenjivati u ve¢em obimu [14,231,232] i zato je posebno bilo vazno uzeti u
razmatranje prednosti drugih metoda, kao Sto je nanoSenje biopolimernih prevlaka direktno na
postojeci, ekoloski prihvatljiv materijal za pakovanje hrane. Ovo je podrazumevalo primenu
biopolimernih matrica rastvorljivih u vodi, koje nakon primene i susenja na odredenoj povrsini
mogu formirati nerastvornu prevlaku iz koje ¢e se kontrolisano otpustati aktivne komponente.
Nerastvorljivost prevlaka u velikoj meri sprecava nezeljenu razmenu materija izmedu aktivnih
komponenti i hrane.

Emulzije na bazi hitozana i pektina su nanete na postoje¢i ambalazni materijal (kartonske kutije)
metodom prskanja sprejem. Nakon suSenja, na ambalaznom materijalu formirane su tanke i
providne previake.

Antimikrobna aktivnost prevlaka ispitana je na uzorku sveze maline (Rubus idaeus L.), koja
ubrzo nakon berbe omekSava i propada. Svo bobicasto voce ima kratak period skladiStenja zbog
biohemijskih procesa koji dovode do omek3avanja ploda, kao i podloznosti mehani¢kim
oste¢enjima i truljenju [233]. Rok trajanja sveze maline je najcesce ogranicen usled truljenja,
prouzrokovanog plesnima, kao Sto je siva trulez koju izaziva vrsta Botrytis cinerea Pers., kao i
vrstama plesni iz rodova Rhizopus (Rhizopus stolonifer Ehrenb.) i Cladosporium (Cladosporium
herbarum Fr.) [234]. Malina predstavlja ekonomski najvaznije bobicasto voce i prirodni nacionalni
brend, sa dugom tradicijom proizvodnje u Republici Srbiji [235,236]. Gajenje maline je
karakteristi¢éno za podru¢ja sa umerenim klimatskim uslovima i kvalitet voc¢a koje se stavlja u
promet u velikoj meri zavisi od nacina i uslova skladistenja. Do sada, maline su uglavnom bile
pakovane i skladiStene u plasticnoj ambalazi i nisu ulagani znacajniji napori za pronalaZzenje
alternativnih nacina, kao $to je aktivna ambalaza koja bi mogla da produzi njihov rok trajanja.

3.4.1. Antimikrobna svojstva prevlaka na bazi hitozana i pektina u in vivo
uslovima

Uticaj prevlaka na bazi hitozana i pektina sa inkapsuliranim aktivnim komponentama (etarsko
ulje limunove trave, Zn(CH3COOQO),-2H,0 ili nanoc¢estice ZnO) na odrzivost svezih malina ispitan
je u akreditovanoj labotatoriji. Efekat pomenutih prevlaka na rast i razmnozavanje ¢éelija epifitnih
vrsta kvasaca i plesni (izrazen kao broj formiranih kolonija po gramu uzorka, CFU-g™ — eng.
“colony-forming unit per gram”) na malinama, tokom osam dana skladiStenja na temperaturi
frizidera predstavljen je na Slikama 3.29 — 3.32.
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Slika 3.29. Efekat prevlaka na bazi hitozana na rast i razmnozavanje epifitnih vrsta kvasaca
(log CFU-g™) na malinama (Rubus idaeus L.) skladistenim osam dana na temperaturi frizidera
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Slika 3.30. Efekat prevlaka na bazi hitozana na rast i razmnozavanje epifitnih vrsta plesni
(log CFU-g %) na malinama (Rubus idaeus L.) skladistenim osam dana na temperaturi frizidera
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Slika 3.31. Efekat prevlaka na bazi pektina na rast i razmnozavanje epifitnih vrsta kvasaca
(log CFU-g™) na malinama (Rubus idaeus L.) skladistenim osam dana na temperaturi frizidera*
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Slika 3.32. Efekat prevlaka na bazi pektina na rast i razmnozavanje epifitnih vrsta plesni
(log CFU-g ~*) na malinama (Rubus idaeus L.) skladistenim osam dana na temperaturi frizidera*

*Analize kontrolnog uzorka 2 zavrSene su Sestog dana, jer je upotrebljivost ovog kontrolnog
uzorka, na osnovu mikrobioloskih i senzornih testova, bila ograni¢ena na Sest dana.

Kvasci i plesni mogu sintetisati brojne enzime koji doprinose kvarenju hrane, naruSavajuci
senzorne karakteristike proizvoda [237]. Takode, utvrdeno je da brojne vrste plesni sintetiSu
toksi¢ne metabolite (mikotoksine) u hrani, posebno kada je ukupan broj njihovih ¢elija veci od
10° CFU-g™ [238]. Zbog toga je vaZno da se tokom skladistenja voéa ukupan broj éelija plesni odrZi
§to je moguce nizi. Takode, prema Institutu za prehrambenu nauku i tehnologiju (IFST - eng.
“Institute of Food Science and Technology™), ukupan broj éelija mikroorganizama od 10° CFU-g™
smatra se gornjom prihvatljivom granicom za proizvode na bazi voc¢a da bi mogli da se koriste u
ljudskoj ishrani [239].
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Na osnovu predstavljenih rezultata (Slike 3.29 — 3.32), pocetni ukupan broj ¢éelija epifitnih vrsta
kvasaca i plesni na dan pakovanja (nulti dan) znacajno se razlikovao kod svih ispitivanih uzoraka.

Sve tri prevlaka na bazi hitozana pokazale su dobro inhibitorno dejustvo na rast i razmnozavanje
epifitnih vrsta kvasca i plesni, u poredenju sa kontrolnim uzorkom 1. U trenutku pakovanja maline
(nulti dan), ukupan pocetni broj celija epfitnih vrsta kvasaca na uzorcima maline bio je visok
(10° CFU-g™), ali je ostao bitno nepromenjen tokom svih osam dana skladitenja. Kod prevlaka na
bazi hitozana, prisustvo Zn-Ac i nanocestica ZnO imalo je znacajan efekat na sporiji rast i
razmnoZavanje mikroorganizama, tako da u uzorcima ni posle osam dana skladiStenja ukupan broj
éelija epifitnih vrsta kvasaca i plesni nije bio veéi od 10° CFU-g™ (kvasci: 10° CFU-g*; plesni: 10°-
10* CFU-g™). Takode, tokom osam dana skladistenja u testiranim uzorcima maline, ukljudujuéi i
kontrolni uzorak, ukupan broj c¢elija patogenih vrsta bakterija L. monocytogenes bio je nizi od
10 CFU-g %, a E. coli ispod 100 CFU-g*. U svim ispitivanim uzorcima nije uoceno prisustvo vrsta
roda Salmonella.

Prevlake na bazi pektina, takode, pokazale su znacajano inhibitorno dejstvo na rast i
razmnozavanje epifitnih vrsta kvasca i plesni na malinama tokom perioda skladiStenja. Prevlaka
P-Z + LT + Zn-Ac pokazala je neSto bolji inhibitorni efekat na rast i razmnozavanje plesni, u
poredenju sa P-Z + LT i P-Z + LT + ZnO prevlakama. U svim ovim uzorcima ukupan podetni broj
éelija povecao se za oko dva reda veliGine i zadrzao se u opsegu od 10°~10° CFU-g * za kvasce i u
opsegu od 10°~10* CFU-g™ za plesni. Prisustvo ¢elija bakterijskih vrsta L. monocytogenes i E. coli
u testiranim uzorcima maline bio je niZi od 10 CFU-g ™, nakon posmatranog perioda od osam dana.
Kod ovih uzoraka, takode, nije uoceno prisustvo vrsta roda Salmonella.

Kod prevlaka na bazi hitozana mozZe se uoditi sinergistiCko dejstvo izmedu etarskog ulja
limunove trave i nanocestica ZnO ili Zn-Ac, gde je kombinacija ovih aktivnih komponenti dovela
do najveceg inhibitornog efekata na rast i razmnoZavanje epfitinih vrsta plesni i kvasaca, dok je kod
prevlaka na bazi pektina sli¢an efekat uocen izmedu etarskog ulja limunove trave i Zn-Ac prema
plesnima.

3.4.1.1. Senzorna svojstava malina tokom skladistenja u aktivhom
pakovanju

Analizom senzornih svojstava malina tokom osam dana skladiStenja u aktivnom pakovanju
zapazene su slede¢e promene:

0’ dan: Za razliku od mikrobioloSke analize, senzorna svojstva svih ispitivanih uzoraka bila su
veoma ujednacena na samom pocetku eksperimenta. Analizirani su celi, zreli plodovi maline,
ujednacene veliine, tamnocrvene boje, karakteristicnog kupolastog oblika, bez stranih materija
mineralnog ili organskog porekla, karakteristicnog mirisa i slatko-kiselog, osvezavajuceg ukusa.

6. dan: Svi uzorci malina, upakovani u kutije sa prevlakama na bazi hitozana i pektina, i dalje su
zadrzZali svojstvene senzorne karakteristike sa pocetka ispitivanja, sa blagim znacima suSenja i
omeksavanja ploda. U slucaju kontrolnog uzorka 1, na plodovima maline primeéeni Su prvi znaci
razvoja micelijuma plesni. U slucaju kontrolnog uzorka 2, na plodovima maline doslo je do obilnog
obrazvanja micelijuma, kao i do znacajnog omekSavanja plodova (verovatno zbog aktivnosti
kvasca) i takav proizvod vise nije bio za ljudsku upotrebu.

8. dan: Osmog dana nakon berbe, pakovanja i skladiStenja u kutijama oblozenim prevlakama na
bazi hitozana na uzorcima maline uoceni su prvi znaci razvoja micelijuma plesni, sa neznatno
izrazenim znacima isuSivanja i razmekSavanja ploda. Slicne promene uocene su i kod malina
pakovanim u kutijama sa prevlakom na bazi P-Z + LT + ZnO, dok u slu¢aju ostalih prevlaka na bazi
pektina razvoj plesni nije bio vidljiv, a primeceni su samo blagi znaci isuSivanja i omekSavanja
plodova. U kontrolnom uzorku 1 i kontrolnom uzorku 2, na plodovima maline formiran je obilan
micelijum plesni pra¢en omeksavanjem plodova usled aktivnosti kvasaca.
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Na osnovu odredenih senzornih svojstava 1 rezultata iz akreditovanih laboratorija, moze se
primetiti da je rok upotrebe ispitivanih uzoraka maline produzen sa ¢etiri na osam dana nanoSenjem
aktivnih prevlaka na postoje¢u ambalazu. Primenom ovakvog tipa aktivnog pakovanja znacajno je
produZen roka trajanja ove vrste voca, Sto moze smanjiti ekonomske gubitke. Takode, svi ispitani
uzorci maline ispunili su zahteve propisane “Zakonom o bezbednosti hrane”, a prema “Uredbi o
opstim i posebnim higijenskim zahtevima hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i trgovine”,
br. 72/2010 C.F.R. (2010).

U literaturi je navedeno puno primera kada su formulacije za antimikrobne prevlake uglavnom
dobijene kombinovanjem razliCitih biopolimera sa razliCitim aktivnim komponentama, a zatim
primenjivane direktno na vocu u te¢nom obliku, upotrebom razli¢itih tehnika, kao $to su prskanje ili
potapanje [240-243]. Vu (Vu) i saradnici [241] su formirali bioaktivne prevlake direktno na plodu
jagode i testirali efekat prevlaka na produZenje roka trajanja ploda, tokom 14 dana skladistenja na
temperaturi od 4 °C. U ovom istrazivanju prevlake su bile izradene od modifikovanog hitozana sa
ugradenim aktivnim komponentama kao $to su limonen i etarsko ulje peperminta, a najbolji efekat
na produzenje roka trajanja jagoda imale su prevlake sa limonenom. Efekat razli¢itih koncentracija
(0,1; 0,3 i 0,5 mas./vol.%) etarskog ulja limunove trave ugradenog u jestive prevlake na bazi
alginata ispitan je na odrzivost sveze iseCenog ananasa, tokom 16 dana skladiStenja na temperaturi
od 10 °C [243]. Ovi primeri pokazuju da bioaktivne prevlake na bazi biopolimera i etarskih ulja
imaju potencijal u zastiti sveze hrane, omogucéavajuéi im produzeni rok trajanja.

U navedenim primerima, prevlake su nanoSene direktno na povrsinu voca, Sto bi moglo uticati na
prihvatljivost takvog proizvoda od strane potrosaca. Prevlake primenjene na ambalazi imaju
prednost zbog jednostavnosti primene i ekonomicnosti. Vreme suSenja materijala za oblaganje je
krace i nema potrebe za dodatnim pakovanjem, kao §to je to najces¢e kod obloZenog voca. Takode,
primenom aktivnih biopolimernih emulzija na ambalaznom materijalu, umesto direktno na vocu,
smanjuje se mogucnost promene senzornih svojstava voca, poput ukusa i mirisa.

3.4.2. Zdravstvena bezbednost ambalaznog materijala

Filmovi na bazi hitozana (H-Z + LT + ZnO) i pektina (P-Z + LT + ZnO) su testirani sa aspekta
zdravstvene ispravnost prema vazeéem Pravilniku o predmetima opSte upotrebe (Sluzbeni glasnik
RS 25/19). U Tabeli 3.8 prikazani su rezultati fizicke i hemijske, a u Tabeli 3.9 mikrobioloske
analize biopolimernih filmova.

Tabela 3.8. Fizicka i hemijska analiza biopolimernih filmova

Parametar H-Z + LT + ZnO* P-Z + LT + ZnO*
Migracija primarnih
aromati¢nih amina

Sadrzaj sastojka u migracionom rastvoru (mg-dm™)

Anilin <0,001 <0,001
o-toluidin <0,001 <0,001
2,4-toluendiamin <0,001 <0,001
2,6-toluendiamin <0,001 <0,001
4,4-metilendianilin <0,001 <0,001
1,3-fenilendiamin <0,001 <0,001
4,4-oksidianilin <0,001 <0,001
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Specifi¢na migracija

Kadmijum <0,01 <0,01
Kobalt <0,01 <0,01
Bakar <0,05 <0,05
Gvozde <0,05 0,10
Hrom <0,02 <0,02
Mangan <0,01 <0,01
Arsen <0,005 <0,005
Olovo <0,05 <0,05
Nikl <0,01 /
Ziva <0,005 <0,005
Cink <0,01 0,05
Litijum <0,00125 0,0094
Barijum <0,00125 0,0056
Aluminijum <0,0025 0,018

*QOpis uzoraka: Providni biopolimerni filmovi, izliveni u obliku kruga, pre¢nika 15,5 cm, providne
zute boje i debljine 0,09 mm; predvideni za kontakt sa odredenom vrstom hrane - probni (pilot)
uzorci izradeni su od sirovina predvidenih za upotrebu u prehrambenoj industriji. Miris uzorka je
veoma slabo izrazen.

Tabela 3.9. Mikrobioloska analiza biopolimernih filmova

Parametear (merna jedinica) H-Z+LT+2ZnO P-Z+LT+ZnO

Broj aerobnih mezofilnih bakterija (CFU-cm™) <10 <10
Salmonella spp. (CFU-g™) nije nadeno nije nadeno
Koagulaza pozitivne stafilokoke (CFU-ml™) nije nadeno nije nadeno
Sulfitoredukujuée klostridije (CFU-ml™) <10 <10
Vrste roda Preoteus (CFU-ml™) hije nadeno hije nadeno
Escherichia coli (CFU-mI™) hije nadeno nije nadeno

Na osnovu rezultata laboratorijskih ispitivanja i vestacenja, utvrdeno je da uzorci biopolimernih
filmova sa aspekta ispitivanih parametara ispunjavaju uslove propisane Zakonom o predmetima
opSte upotrebe (Sluzbeni glasnik RS 25/19), a u vezi sa Pravilnikom o uslovima u pogledu
zdravstvene ispravnosti predmeta opSte upotrebe koji se mogu stavljati u promet (Sluzbeni list SFRJ
26/83, 61/84, 56/86, 50/86, 50/89 i 18/91).

Ovi rezultati su doprineli glavnim ciljevima ovog istraZivanja, a to je da se upotrebom prirodnih
supstanci, iz obnovljivih izvora, koje su bezbedne po zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu, formira oblik
aktivnog pakovanje koje ¢e produZiti rok trajanja sveZzeg voca kao $to su to maline. Isti pristup se
moze primeniti da bi se produzio rok trajanja drugog voca i povr¢a.

95



3.5. Primena emulzije kao biopesticida

Kao §to je ve¢ spomenuto, razli¢ite vrste etarskih ulja iz roda Cimbopogon (Poaceae) imaju
Siroku upotrebu zbog svoje efikasnosti prema plesnima, kvascima i bakterijama, ali takode,
pokazano je da poseduju dobro insekticidno i repelentno dejstvo [38]. Ova etarska ulja su pokazala
potencijalnu primenu u razli¢itim metodama suzbijanja Steto¢ina u nekim zemljama koje nisu
¢lanice Evropske unije, $to je uticalo na razvoj alternativnih reSenja koja bi zamenila sinteticke
hemijske pesticide [39,40]. Glavni nedostatak kod primene etarskih ulja je visok stepen njihove
isparljivosti i nestabilnost pod dejstvom spoljnih faktora (svetlost, vlaga, temperatura i oksidacija)
[11,244]. Zbog toga se etarska ulja ne koriste u zastiti poljoprivrednih useva, ve¢ se uglavnom
razmatra njihova primena u skladistima u kojima skladisni uslovi uglavhom ne zavise mnogo od
nepredvidljivih atmosferskih prilika. U skladistima je moguce podesavati uslove ¢uvanja odredenih
proizvoda, pa su ona pogodnija za primenu preparata na bazi etarskih ulja u cilju suzbijanja
Stetocina.

3.5.1. Primena emulzije na bazi pektina u suzbijanju krompirovog moljca

Krompirov moljac, Phthorimaea operculella (Zeller, 1873) (Lepidoptera: Gelechiidae)
predstavlja jednu od najopasnijih Steto¢ina za krompir (Solanum tuberosum L.), duvan (Nicotiana
tabacum L.) i paradajz (Solanum lycopersicon L.), napadajuci useve kako u skladiStima, tako i na
poljima. Takode, on moze izazvati oStecenja na plavom patlidzanu (Solanum melongena L.), paprici
(Capsium annuum L.), ogrozdu (Physalis peruviana L.) i Se¢ernoj repi (Beta vulgaris L.) [186,245].
Prva pojava ove §tetocine u Srbiji zabelezena je 2008. godine u Leskovcu, a prve vecée Stete na
krompiru su prijavljene 2011. godine. Nakon par godina, njihovo prisustvo u Srbiji je registrovano
u gotovo svim ravnicarskim predelima gde se uzgajao krompir. Prema literaturnim podacima [246],
najveca Steta (od 60%) bila je zabelezena u Cacanskom regionu, kada oSteéene krtole vise nisu
imale trziSnu vrednost. Stoga je pokrenuta intenzivna potraga za na¢inima kontrole i suzbijanja ove
Steto¢ine. Hemijska kontrola predstavlja ozbiljnu opasnost za potrosace, a preterana upotreba
hemijskih insekticida zagaduje Zivotnu sredinu [247]. Kontrola ove StetoCine, takode, otezana je
zbog njene velike reproduktivne sposobnosti 1 prilagodljivosti razli¢itim klimatskim uslovima
[245,248]. Od nedavno, doSlo je do povecanog interesovanja za prirodnim pesticidima zbog
toksikoloSkog uticaja sinteti¢kih pesticida na zdravlje ljudi i pove¢anog zagadenja Zivotne sredine
[4,5,6].

U ovim istraZivanjima je ispitano dejstvo inkapsuliranog etarskog ulja limunove trave u
suzbijanju populacije krompirovog moljca, a kao polimerna matrica koris¢ena je formulacija na
bazi pektina. Emulzija (inkapsulirano etarsko ulje), kao i Cisto etarsko ulje, primenjivani su u
razli¢itim koncentracijama kako bi se utvrdila optimalna letalna doza tokom sedam dana ispitivanja.
Takode, ispitano je da li inkapsulirano etarsko ulje pokazuje bolju efikasnost prema krompirovom
moljcu u poredenju sa ¢istim etarskim uljem, kako u pogledu koncentracije etarskog ulja i tako i po
vremenskom periodu izlozenosti insekata.
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3.5.2. Letalne koncentracije (LC) i smrtnost insekata

Statistickom analizom podataka odredena je verovatnoc¢a smrtnosti krompirovog moljca
izloZzenog dejstvu ¢istog LT ili emulzije, a u zavisnosti od razli¢itih koncentracija Cistog LT ili
emulzije. Probit analiza je kori$¢ena za odredivanje koncentracija ¢istog LT i emulzije koje su bile
letalne za 50% (LCs) i 95% (LCgs) krompirovog moljaca nakon 24 sata izlaganja uzorcima.

Nakon dvadesetéetvoroCasovnog izlaganja insekata dejstvu osam razli¢itih koncentracija Cistog
LT (Slika 3.33) i Sest razlicitih koncentracija emulzije (Slika 3.34) primeéeno je da se verovatnoca
smrtnosti povecavala sa porastom koncentracije, kako ¢istog LT, tako i emulzije.

1.0 A
0.9 A
0.8 4
0.7 A
0.6 1
0.5 A
0.4 A Uspostavljeni probit model
0;3 - regresije
0.2 A1
0.1 A
0.0 —r—
0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1

Eksperimentalni podaci

Verovatnoéa smrtnosti

Koncentracija (mg-L1)

Slika 3.33. Verovatnoc¢a smrtnosti krompirovog moljca nakon 24 sata izlaganja dejstvu ¢istog
etarskog ulja limunove trave koncentracije od 0,121 do 0,967 mgI™* vazduha

1.0 H Uspostavljeni probit model regresije
0.9 Eksperimentalni podaci
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0.0

Verovatnoé¢a smrtnosti

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Koncentracija (g-L1)

Slika 3.34. Verovatnoc¢a smrtnosti krompirovog moljca nakon 24 sata izlaganja dejstvu emulzije na
bazi pektina koncentracije od 0,139 do 0,486 g-I™* vazduha
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U slucaju tretmana sa ¢istim etarskim uljem limunove trave LCso vrednost je bila 0,268 mg-l'1 (sa
intervalom pouzdanosti: 0,237 mg-1™ (donja granica) i 0,299 mg1™ (gornja granica)), dok je LCgs
vrednost bila 0,643 mg:I™ (sa intervalom pouzdanosti: 0,559 mgI™ (donja granica) i 0,775 mg-I™
(gornja granica)). Kod tretmana emulzijom, LCs, vrednost je bila 0,348 gl (sa intervalom
pouzdanosti: 0,314 g-I* (donja granica) i 0,391 g1 (gornja granica)), a LCgs vrednost 0,897 gl
(sa intervalom pouzdanosti: 0,703 g-I* (donja granica) i 1,360 g-1™ (gornja granica)) (Tabela 3.10).

Tabela 3.10. Koncentracije (za &isto LT izrazene u mg™ vazduha, za emulziju izrazene u gI™*
vazduha koje su usmrtile 50% (LCsp), odnosno 95% (LCgs) populacije insekata, sa odgovaraju¢im
intervalom pouzdanosti (Clgs), chi- i p-vrednostima

Uzorak LCso £+ S.E. Clgs LCgy5 £ S.E. Clgs Chi p

Cisto LT 0,268 +0,069 0,237-0,299 0,644 +0,238 0,559-0,775 17,574 0,965

Emulzija 0,348+0,0/9 0,314-0,391 0,897 +0,6/6 0,703-1,360 6,894 0,999

Statistickom analizom, takode, utvrdene su koncentracije emulzije i Cistog LT koje su usmrtile
99% insekata: za emulziju koncentracija je bila 1,328 g/ (sa intervalima pouzdanosti: 0,960 g™
(donja granica) i 2,332 g™ (gornja granica)), dok je za &isto LT ova vrednost iznosila 0,924 mg-1™
(sa intervalima pouzdanosti: 0,768 mg-1™ (donja granica) i 1,195 mg:1™ (gornja granica)).

Na osnovu analize rezultata vrednosti za LCsp | LCgs za ¢isto LT i emulziju, procenjeno je da bi
koncentracija emulzije od 1,398 g‘l'1 obezbedila dovoljnu koli¢inu inkapsuliranog LT za postepeno
oslobadanje bioaktivnog jedinjenja u period od 7 dana.

Podaci dobijeni iz laboratorijskih eksperimenata o smrtnosti insekata obradivani su pomocu
SPSS 25.0 statistickog softvera, koris¢enjem probit analize, da bi se utvrdila verovatno¢a smrtnosti
populacije insekata tokom sedam dana (Slika 3.35).

Uspostavljeni probit model regresije
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Slika 3.35. Verovatnoc¢a smrtnosti krompirovog moljaca izloZzenog dejstvu emulzije tokom 7 dana
sa regresijom vreme — stopa smrtnosti
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Statisticka analiza smrtnosti populacije insekata pokazala je slede¢u smrtnosti po danima: 1,000;
0,961; 0,782; 0,532; 0,322; 0,183 i 0,100; (sa chi-vrednos¢u od 16,362 i p-vrednoscu od 0,927),
tokom 7 dana izlaganja insekata koncentraciji emulzije od 1,398 gl? vazduha. Smrtnost
krompirovog moljca nakon 24 sata izlaganja dejstvu cistog LT bila je ista kao i u slucaju
inkapsuliranog LT. Nakon izlozenosti od 48 sati, njegov efekat je potpuno nestao (0% smrtnosti),
jer su bioaktivna jedinjenja LT koja imaju letalni efekat na populaciju krompirovog moljca potpuno
isparila nakon 24 sata. S druge strane, LT inkapsulirano u emulziji pokazalo je produzeni efekat na
krompirovom moljcu sve do sedmog dana. Tokom izlaganja insekata koncentraciji emulzije od
1,398 g1 vazduha, smrtnost se postepeno smanjivala od 100% (nakon prva 24 sata) do 10%
(nakon 7 dana). Posle ¢etvrtog dana verovatno¢a smrtnosti populacije insekata i dalje je bila ve¢a od
50%.

U literaturi do sada nije istrazeno insekticidno dejstvo inkapsuliranog LT prema krompirovom
moljcu. Proucavan je fumigantni efekat mnogih razli¢itih etarskih ulja (Eucalyptus camaldulensis,
Eucalyptus leucoxylon, Mentha pulegium, Thymus mastichina, Nepeta cataria i mnoga druga)
prema razli¢itim Steto¢inama [187,249,250]. Tejob (Tayoub) i saradnici [251] su ispitali fumigantnu
toksi¢nost etarskih ulja (majcine dusSice i mirte) prema populaciji krompirovog moljca u razlic¢itim
fazama njihovog razvic¢a, koriste¢i razliite koncentracije etarskog ulja kada su ustanovili da se
smrtnost znacajno povecava sa povecanjem koncentracije etarskog ulja, sto se poklapa sa
rezultatima dobijenim u ovom radu. Smrtnost od 100% kod odraslih insekata, nakon 24 sata
izlaganja, postignuta je primenom etarskog ulja majéine dusice i mirte u koncentracijama od 2 pl-I*
vazduha. U ovom radu, utvrdena je koncentracija Cistog LT neophodna za usmréivanje 99%
populacije krompirovih moljaca i iznosila je 0,931 mgl™ vazduha ili 0,883 pl-I* vazduha.
Uporedivanjem podataka iz literature sa rezultatima iz ovog rada, etarsko ulje limunove trave
pokazalo je vecu efikasnost u suzbijanju krompirovog moljca u poredenju sa etarskim uljima
majc¢ine dusice i mirte.

Za razliku od eksperimentalnog pristupa u gore pomenutim istraZivanjima iz literature, gde je
primenjena kumulativna efikasnost fumiganta (svi ispitivani insekti su bili zatvoreni u tegli i
izloZeni dejstvu ¢istog etarskog ulja sve dok je ono pokazivalo aktivnost), cilj ovog istrazivanja je
bio da se ispita produzeni insekticidni efekat etarskog ulja iz emulzije tokom perioda od 7 dana, uz
promenu insekata na svakih 24 sata.
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3.5.3. Otpustanje bioaktivnih jedinjenja

Prac¢enje postepenog oslobadanja bioaktivnog jedinjenja je vazno za dinamiku delovanja
etarskog ulja. Prac¢enje otpustanja bioaktivnog jedinjenja iz cistog i inkapsuliranog etarskog ulja
limunove trave, tokom 7 dana, uradeno je koris¢enjem UV-Vis spektrofotometrije na primeru
pektinske emulzije (Slika 3.36). Merena je apsorbanca citrala, kao glavnog bioaktivnog jedinjenja
etarskog ulja limunove trave, Sto je prethodno utvrdeno GC-MS analizom (Odeljak 3.1.1.).
Apsorbanca citrala je bila direktno proporcijalna njegovoj koncentraciji u ¢istom i inkapsuliranom
etarskom ulju limunove trave.

100+ Inkapsulirano LT

e ] —=— Cisto LT
S 801
-ﬁ -
= 60
= ]
5 40-
S ]
S
M 20-

O T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7

Vreme (dani)

Slika 3.36. Koncentracija citrala u inkapsuliranom i ¢istom LT tokom perioda od 7 dana

Prac¢enjem apsorbancije citrala prisutnog u inkapsuliranom i ¢istom LT na svakih 24 sata tokom
perioda od 7 dana, primeceno je da se koncentracija citrala postepeno smanjuje, proporcionalno
njegovoj apsorbanciji. Posle 24 sata, koncentracije citrala u inkapsuliranom i ¢istom LT imale su
priblizno sli¢ne vrednosti od 79% (inkapsulirano ulje), odnosno 78,1% (Cisto ulje). Medutim, nakon
48 sati koncentracija citrala u ¢istom LT se znacajno smanjila (52,7%), da bi nakon sedam dana
opala do 20%, sa tendencijom daljeg opadanja. U slucaju inkapsuliranog etarskog ulja,
koncentracije citrala bile su veée tokom celog posmatranog perioda i ¢ak nakon sedam dana
merenja iznosila je 60%. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se primetiti da je polimerna matrica
pektin-zelatin usporila brzinu oslobadanja bioaktivnog jedinjenja i tako obezbedila njen produzeni
efekat. Ovim je potvrdeno da se ugradnjom LT u biopolimernu matricu pektina postizu glavni
ciljevi inkapsulacije, a to je zadovoljavajuca stabinosti i1 zaStita bioaktivnog jedinjenja od
isparavanja, kao i njeno postepeno i kontrolisano oslobadanje tokom duZeg vremenskog perioda.

Na Slici 3.37 prikazan je predlozeni model otpuStanja bioaktivnih jedinjenja etarskog ulja iz
umrezene polimerne matrice tokom vremena. Tween 80 deluje kao nejonski surfaktant koji formira
»film” oko dispergovane faze, odnosno etarskog ulja limunove tarve, ¢ime Smanjuje napetost u
medufaznoj oblasti ulje-voda i obezbeduje stabilnost emulzionog sistema ,,ulje u vodi“. Umrezena
polimerna matrica, koja predstavlja disperznu fazu emulzije, deluje kao ,,omota¢” oko etarskog ulja.
Na osnovu rezultata dobijenih u Odeljku 3.1.2., uocava se da izbor polimerne matrice za
inkapsulaciju etarskog ulja limunove trave odreduje kineti¢ku i elektrostaticku stabilnosti emulzije i
da uti¢e na veli¢inu i homogenost raspodele veli¢ine inkapsuliranih kapljica etarskog ulja.
Polimerna matrica drzi kapljice etarskog ulja na dovoljno velikom rastojanju da spreci njihovu
aglomeraciju, odrZavajuc¢i stabilnost emulzionog sisema tokom duZeg vremenskog perioda.
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Glavna uloga polimerne matrice, kao inkapsulacionog materijala, jeste da izoluje i Stiti aktivnu
komponentu od dejstva spoljasnjih uticaja i time omoguci njeno produzeno dejstvo. Do postepenog
oslobadanja bioaktivnih jedinjenja etarskog ulja iz polimerne matrice dolazi tokom vremena pod
uticajem razli¢itih hemijskih, fizi¢kih ili mehanickih faktora.

Etarsko ulje Tween 80 Biopolimer

(11
N ,

foen — i

Inkapsulacija Sporo otpustanje

Slika 3.37. Model otpustanja bioaktivnih jedinjenja etarskog ulja iz umrezene polimerne matrice
tokom vremena

Dobijeni rezultati smrtnosti insekata u skladu su sa rezultatima sporog otpustanja glavnog
bioaktivnog jedinjenja etarskog ulja limunove trave (citrala) u Cistom i inkapsuliranom obliku.
Koncentracije citrala u ¢istom i inkapsuliranom LT nakon 24 sata imale su priblizno iste vrednosti.
Do znacajnog smanjenja koncentracije citrala u ¢istom LT (52,7%) dolazi nakon 48 sati, dok u
sluc¢aju inkapsuliranog LT koncentracija citrala ostaje visoka (60%) i posle sedam dana. Kod
odredivanja smrtnosti populacije insekata, produzeni efekat emulzije potvrden je prema
krompirovom moljcu i nakon 48 sati. Smrtnost insekata izlozenih ¢istom LT nakon 48 sati iznosila
je 0%, dok je u slucaju emulzije smrtnost produzena sve do sedmog dana (2,5%). Ovaj rezultat
ukazuje na povoljan efekat inkapsulacije i mogucnost dejstva etarskog ulja limunove trave tokom
duZeg vremenskog perioda

Rezultati su pokazali da je inkapsulirano LT imalo visoku efikasnost prema krompirovom
moljcu u uslovima skladiSta i to u duZzem vremenskom periodu. Na osnovu prikazanih rezultata
(vrednosti LCgs, efekta sporog oslobadanja), predvideno je da se efikasna zastita skladiStenih useva
najkasnije nakon 7 — 10 dana u slucaju veéih zaraza useva na polju (Sto se moze utvrditi upotrebom
feromonskih zamki). Sporo oslobadanje bioaktivnog jedinjenja ukazuje na isplativost i veéi trzidni
potencijal inkapsuliranog LT u poredenju sa Cistim LT. Uzimajuci u obzir sve naine kako se
emulzija moZe primenjivati, direktno na zidove prostora za skladiStenje ili na materijal za
pakovanje, ovakvim koris¢enjem omoguceno je da se izbegne direktan kontakt sa usevom.
Fumigantni i produZeni efekat emulzije, visoka efikasnost i na¢in na koji se moze primeniti ukazuju
na isplativost, jer nema potrebe za kontinuiranom primenom.
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4. Zakljucak

Predmet ove doktorske disertacije bio je inkapsulacija aktivnih komponenti u biopolimerne
matrice pektina i hitozana radi produzenja njihovog antimikrobnog i insekticidnog dejstva.
Pripremljene su biopolimerne emulzije i disperzije, koje su dalje obradene u tanke filmove
(metodom izlivanja) i prevlake (sprej metodom).

Dobijene formulacije su primenjene u zastiti namirnica u obliku aktivnog pakovanja i
biopesticida, kao alternative komercijalnim ambalaznim materijalima za pakovanje (svezeg voca i
povréa) i komercijalnim hemijskim pesticidima.

Eksperimentalni deo je obuhvatao pripremu emulzija, gde je u rastvore biopolimernih kompozita
(hitozan-Zelatin ili pektin-Zelatin) inkapsulirano etarsko ulje limunove trave (Cymbopogon
citratus L). Zn(CH3CO0O),-2H,0 i nanocestice ZnO su koris¢eni kao dodatne aktivne komponente
sa antimikrobnim dejstvom. Takode, pripremljene su biopolimerne disperzije (koje nisu sadrZale
etarsko ulje), radi boljeg poredenja efekta aktivnih komponenti i razli¢itih biopolimera sa aspekta
fizicko-hemijskih i funkcionalnih svojstava.

Pomocu gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom odreden je hemijski sastav etarskog
ulja limunove trave i tom prilikom utvrdeno je da je glavno bioaktivno jedinjenje citral, koje je
zasluzno za biolosku aktivnost ovog etarskog ulja.

Na osnovu analiza stabilnosti emulzija i veli¢ina inkapsuliranih kapljica etarskog ulja metodom
laserske difrakcije (Particle Analyzer), utvrdeno je da su emulzije na bazi hitozana stabilnije od
emulzija na bazi pektina. Pre¢nik kapljica inkapsuliranog etarskog ulja kod emulzije na bazi
hitozana je ostao u opsegu nanoemulzije i nakon 30 dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi (494 nm) i
na temperaturi frizidera (526 nm), dok se kod emulzije na bazi pektina povecao sa 394 nm (1. dan)
na 637 nm (sobna temeratura) i 787 nm (temperatura frizidera) nakon 30 dana. Takode, zeta
potencijal kod emulzije na bazi hitozana se povecao sa 39 mV na 42 mV, a kod emulzije na bazi
pektina smanjio sa -28,6 mV na -18,9 mV, ¢ime je potvrdena znatno vecéa stabilnost emulzije na
bazi hitozana.

Biopolimerni filmovi su dobijeni iz emulzija i disperzija metodom izlivanja. Prisustvo odredenih
funkcionalnih grupa i hemijskih veza u filmovima potvrdeno je pomocu infracrvene spektroskopije
sa Furijeovom transformacijom (ATR-FTIR). Infracrveni spektar filmova pokazao je da je do
najvece strukturne promene u filmovima doSlo sa dodatkom glicerola, kada su formirane jake
vodoni¢ne veze izmedu glicerola i kompozita hitozan-zelatin ili pektin-zelatin ¢ime se povecava
medumolekulski prostor u polimernim matricama olakSavajuci grananje polimera, Sto je od velike
vaznosti za inkapsulaciju.

Termijska analiza filmova na bazi hitozana i pektina ukazala je na karakteristicne promene:
isparavanje vode i promene u strukturi Zelaina na 110 °C, kao i razgradnju polisaharida i glicerola u
temperaturnom opsegu od 210 — 243 °C. Najve¢i gubici mase primeceni su na 290 °C (filmovi na
bazi hitozana) i 215 °C (filmovi na bazi pektina), koji se mogu pripsati razgradnji hitozana, odnosno
pektina, kao glavnih sastojka ovih kompozitnih filmova.

Na osnovu analize morfologije i mikrostrukture povrsine filmova, AFM analizom pokazana je
homogenost raspodele etarskog ulja inkapsuliranog u hitozansku i pektinsku matricu, kao i uticaj
etarskog ulja na povecanje glatkoce filmova. Takode, uocen je uticaj nanoc¢estica ZnO na pravilniju
raspodelu i oblik kapljica inkpasuliranog ulja, kao i pojavu kapljica manjih dimenzija. SEM/ EDS
analizom je pokazana homogena raspodela nanocestica ZnO u filmovima na bazi hitozana i pektina.

Na mehanicka svojstava biopolimernih filmova (zatezna ¢vrstoca, izduZenje pri prekidu, modul
elasti¢nosti), kao i na rastvorljivost, najveéi uticaj je imao odabir biopolimerne matrice, dok je
uticaj aktivnih komponenti bio znatno manji. Filmovi na bazi hitozana su pokazali bolja mehanicka
svojstva i manji stepen rastvorljivosti (31 — 21%) u poredenju sa filmovima na bazi pektina.

Antibakterijsko dejstvo emulzija i disperzija u in vitro uslovima testirano je na vrstama bakterija
koje su cesti uzroCnici kvarenja i trovanja hranom (Escherichia coli, Bacillus subtilis i
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Staphylococcus aureus). Emulzije na bazi hitozana pokazale su jac¢i antibakterijski efekat prema
svim testiranim vrstama bakterija. Kod emulzija na bazi pektina, uticaj etarskog ulja limunove trave
na njihovo antibakterijsko dejsto bio je ocigledan, s obzirom da disperzije na bazi pektina nisu
ispoljile antibakterijsku aktivnost. Kod emulzija na bazi pektina uoceno je sinergisticko dejstvo
izmedu etarskog ulja limunove trave i nanocestica ZnO ili Zn-Ac prema vrsti Stphylococcus aureus.

Biopolimerne prevlake su dobijene nanoSenjem emulzija sprej metodom na postoje¢i ambalazni
materijal. Ovako dobijene prevlake su testirane kao aktivno pakovanje u in vivo uslovima na svezim
malinama (Rubus idaeus L.), tokom osam dana njihovog skladiStenja i ¢uvanja na temperaturi
frizidera. Prevlake su produZile rok trajanja maline sa Cetiri na 0sam dana. Kod prevlaka na bazi
hitozana uoceno je sinergisticko dejstvo izmedu etarskog ulja limunove trave i nanocestica ZnQO ili
Zn-Ac, kada je kombinacija ovih aktivnih komponenti dovela do jaceg inhibitornog efekata na rast i
razmnoZavanje epifitnih vrsta plesni i kvasaca. Kod prevlaka na bazi pektina sli¢an efekat je uoc¢en
izmedu etarskog ulja limunove trave i Zn-Ac na rast i razmnozavanje plesni.

Dejstvo emulzije na bazi pektina kao biopesticida ispitano je na krompirovom moljcu
(Phthorimaea operculella L.). Prime¢en je efekat sporog otpusStanja i produzenog dejstva
inkapsuliranog LT u odnosu na ¢isto LT, kao i visoka efikasnost emulzije u suzbijanju krompirovog
moljca. Nakon 48 sati izlaganja insekata ¢istom etarskom ulju, njegov efekat je potpuno nestao (0%
verovatnoc¢a smrtnosti), dok je kod etarskog ulja inkpasuliranog u emulziji posle ¢etvrtog dana
verovatno¢a smrtnosti insekata bila i dalje ve¢a od 50%. Tokom izlaganja insekata dejstvu emulzije
(1,398 g-I"* vazduha), smrtnost se postepeno smanjivala od 100% (nakon prva 24 sata) do 10%
(nakon 7 dana). Sporo otpustanje glavnog bioaktivnog jedinjenja etarskog ulja (citrala) praéeno je
tokom 7 dana u cistom i nkpasuliranom etarskom ulju, pomocu UV-Vis spektrofotometrije.
Utvrdeno je da je koncentracija citrala u ¢istom etarskom ulju znacajno opala tokom 48 sati (52,7%)
i ovaj trend se zadrzao sve do sedmog dana (20%). U inkapsuliranom etarskom ulju znacajna
koli¢ina citrala (60%) ostala je i nakon 7 dana zahvaljujuci pektinskoj polimernoj matrici koja je
smanjila brzinu oslobadanja aktivne komponente i tako obezbedila njen produzeni efekat. Rezultati
sporog otpustanja glavnog bioaktivnog jedinjenja u skladu sa rezultatima smrtnosti insekata.

U okviru ove doktorske disertacije razvijene su formulacije kojima je obezbedeno sporo
otpustanje i produzeno dejstvo aktivnih komponenti. Razvijen je novi oblik aktivnog pakovanja na
bazi prirodnih materijala iz obnovljivih izvora, koji su bezbedni po zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu.
Zbog rastvorljivost i slabijih mehanicka svojstva biopolimernih filmova u odnosu na komercijalnu
plasticnu ambalazu, formiranje prevlake na postoje¢em ambalaznom materijalu se smatra
povoljnijim sa aspekta prakti¢ne primene ovakve vrste materijala. Ovakav vid pakovanja je pokazao
antimikrobno dejstvo prema epifitnim vrstama plesni i kvasaca na svezim malinama. Sve prevlake
na bazi hitozana i pektina su produzile rok trajanja malina sa Cetiri na osam dana tokom
skladiStenja, $to ukazuje na dobre izglede za prakti¢nu primenu. Materijal je potvrden kao bezbedan
sa aspekta zdravstvene ispravnosti. Sinergisticki efekat etarskog ulja limunove trave i nanocestica
ZnO ili Zn-Ac doveli su do najjac¢eg antimikrobnog dejstva u in vitro i in vivo uslovima. Takode,
primena ovakvog inkapsulacionog sistema, kao biopesticida, pokazala se efikasnom u kontroli
Steto¢ina. Etarsko ulje limunove trave inkapsulirano u matrici pektin-Zelatin pokazalo je dobar
insekticidni efekat prema stetocini krompirovom moljcu i produzeno dejstvo do 7 dana u poredenju
sa Cistim etarskim uljem. Primena ovakvih formulacija u zastiti namirnica u potpunosti zadovoljava
koncept odrzivosti.
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[a je AOKTOpCKa ancepTaumja no4 HacroBoM

MHkancynauuja akTUBHMX KOMMOHEHTU Y NMEKTUH U XUTO3aH 3a NPUMEHY Y aKTUBHOM
nakoBaky U 6GuonecTuunagmma
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e [a aucepTauMmja y UENVHW HU Yy OenoBuma Huje Guna npegnoxeHa 3a cTuulakwe apyre
AvnnomMe npema cTyamnjckum nporpammma gpyrmx BUCOKOLLIKOSICKMX YCTAHOBA;

e [a Cy pesynTtaTi KOPEKTHO HaBedEeHU U
e [a HucaMm KpLumo/na ayTopcka npasa U KOpUCTMO/Na UHTENEKTYanHy CBOjUHY ApYruxX nuua.
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Y beorpagay,
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U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paga

Mme n npesume aytopa: JeneHa JosaHoBuh
Bbpoj nigekca: 4018/2016
Ctyanjckn nporpam: Broxemujcko MHXeHepCTBO U BMOTEXHOMNOMMja

Hacnoe paga: MHkancynaumja akTUBHUX KOMMOHEHTU Y NEKTUH U XMTO3aH 3a NPUMEHY Yy aKTUBHOM
nakoBary 1 GuonectTuumnanma

MeHTop: npod. ap Maja BykawunHosuh-Cekynuh, gp JoBaHa hupkosuh

MsjaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr pada UCTOBETHA EfTEKTPOHCKO] BEP3UjK KOjy
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OBM nnMYHKM nogaun mory ce 06jaBuTM Ha MpPEXHUM CcTpaHuuama gurntanHe oubnuoteke, y
€eKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmeepsuteta y beorpaay.
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Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnumoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y QurutanHu penosmtopujym
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1. AytopcTtBO. [Jo3BOrbaBaTe YMHOXaBakwe, AUCTPUOyuMjy U jaBHO caonwTaBakwe Aena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH oapefeH of cTpaHe aytopa unvM gasaoua
nuueHue, Yak n y komepumjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHmja og CBUX NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HeKkomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, AUCTPUbYyUMjy Kn jaBHO
caonLwitaBare ferna, u npepaje, ako ce HaBefe nme aytopa Ha HavuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nvueHue. OBa nuueHUa He 003BOrbaBa KoMmepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopCcTBO — HeKoMepuujanHo — 6e3 npepaaa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpubyumjy un
jaBHO caonwTaBake gerna, 6e3 npomeHa, NnpeobnukoBaka unu ynotpebe gena y cBom geny, ako
ce HaBefde VMMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa
nvueHua He 0o3BOSbaBa koMepuwmjanHy ynotpeby aena. Y ogHOCY Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM
nyUeHUoM ce orpaHuyaBa Hajsehu obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HeKOMepuujanHO — [enuTu noa MUCTUM YycrnoBuma. [lo3Borbasare
yMHOXaBahe, OUCTPUOYLIMjy 1 jaBHO caorluTaBake Aena, v npepage, ako ce HaBede MMme ayTopa
Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa Unu AaBaola NULEHLE M ako ce npepaga AucTpubyupa noa
MCTOM UMM CRMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He [03BoSbaBa koMmepuujanHy ynotpeby gena u
npepaga.

5. AyTopcTBO — 6€3 npepapa. [lo3sorbaBaTte yMHOXaBakwe, ANCTPUOYLNjY 1 jaBHO caomnllTaBawke
Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y CBOM fAerny, ako ce HaBege ume
ayTopa Ha HauyuH oapeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua Ao3Borbaea
KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO — AenuTu noa UCTUM ycrnoBuMma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, UCTpubyumnjy n
jaBHO caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede ume aytopa Ha HauuH ogpefeH o cTpaHe
ayTopa unu paBaoua nuueHue W ako ce npepaga AucTpubyupa nog WCTOM MU CIIMYHOM
nuueHuyom. OBa nuueHua [o3BoSfbaBa komepumjanHy ynotpeby gena m npepaga. CnudyHa je
COhTBEPCKMM NULIEHLLI@Ma, OAHOCHO NMLIEHLLaMa OTBOPEHOT KoAa.



OIIEHA U3BEIITAJA O IIPOBEPU OPUT'MHAJIHOCTHU JOKTOPCKE JJUCEPTALIUJE

Ha ocHoBy [IpaBuiHrka 0 MOCTYIKY MPOBEpe OPUTHHATHOCTH AOKTOPCKHX IUCEpTalydja Koje ce OpaHe Ha
Vuusepsurery y beorpany u Hanasza y m3Bemrajy u3 mporpama iThenticate xojum je u3BplIeHa mpoBepa
OPHUIMHAITHOCTH JAOKTOpPCKe aucepranyje , MHKancyjJanmuja akTHBHUX KOMIIOHEHTH Y MeKTUH M XHTO3aH
3a MpUMEHY y AKTHBHOM NaKoBamby M Ouomectunmauma’”, aytopa Jeiaene H. JoBamoBmh 4018/16,
KOHCTaTyjeM Ja yTBpheHOo momynapame Tekcta m3Hocu 5%. OBaj cTeneH NOAYAApHOCTH IMOCIeauna je
OIIITUX MECTA, JINYHUX MMEHA W Ha3uBa, NeQHUHUIMjA, YCTaJbeHUX (pa3a W CTPYUHHUX TEPMUHA M H3pasa,
Kao ITO Cy Ha3WBH WHCTPYMEHaTa W TEXHHWKA Ha CPIICKOM M €HrjeckoMm je3uky. Ocum Tora, Jeo
NOAYJapHOCTH 0O0yXBaTa M NOJATKE M HA3UBE/HOMEHKJATYPY y30paka M3 MPETXOAHO ITyOJIMKOBAHHX
pesynTata JOKTOPaHIOBUX MCTPaKUBamba, KOja Cy MPOHMCTEKIIAa U3 OBE JOKTOPCKE JUCEpTallje U YMHE HEH
CacTaBHHU JI€0, IITO je y ckiaxy ca uwianoM 9. IlpaBuinHnka.
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OPUTMHAIHOCTH JOKTOPCKUX JHCEpTalidja Koje ce OpaHe Ha YHuBep3uteTy y beorpanmy, usjaBibyjem na
M3BEIIITaj YKa3yje Ha OPUTHHATHOCT JOKTOPCKE JUCepTalyje, Te Ce MPOMUCAHH MOCTYIAK MPUTIPEME 32 IheHY
0/10paHy MO>KE€ HaCTaBHUTH.

¥ Beorpany, 26.09.2022. rogune MenTop

npod. ap Maja Bykammnosuh Cekynuh
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