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1. UVOD

Pakiranje je zavrSna tocka proizvodnje u prehrambenoj industriji i kao takvo predstavlja
znacajan ¢imbenik s gledista kako zdravstvene tako i senzorske kvalitete upakiranog prehrambenog
proizvoda. Nadalje, zahtjevi kupaca za kvalitetnim proizvodom s duzim rokom trajnosti sve su veci.
Zbog modernog i ubrzanog nacina zivota, razvoja industrija i mnogih drugih nepovoljnih ¢imbenika,
sve je veca koli¢ina zagadivaca okolisa, a plastika, kao ucestali i Siroko rasprostranjen ambalazni
materijal predstavlja veliki problem. Istovremeno, povecanjem upotrebe polimernih sintetickih
materijala porasla je i svijest o posljedicama koje takav nacin pakiranja moze imati na ekoloski sustav
1 u krajnjem slucaju zdravlje ljudi. Stoga su industrija pakiranja 1 suvremena znanstvena dostignuca
doskocili problemu biorazgradivim materijalima.

Osnovna klasifikacija biorazgradivih materijala osmisljena je u nekoliko smjerova, a jednu od
skupina €ini jestiva ambalaza. Ona se pokazala kao dobra alternativa dosadasnjem nacinu pakiranja
u smislu smanjenja otpada, sigurnosti proizvoda, povecanja kvalitete 1 raznolikosti prehrambenih
proizvoda pa i razvoj biorazgradivih jestivih polimera dobiva na sve ve¢oj vaznosti (Janjarasskul i
Krochta, 2010).

Kod dobrog gospodarenja otpadom, bitno je uociti vaznost recikliranja, ali i koncepta odrzivosti
pa se u tu svrhu stvaraju materijali od biorazgradivih komponenti koje se razgraduju uz pomo¢ zivih
mikroorganizama koje su istodobno 1 jestive i ni na koji nacin ne Stete ekoloskom sustavu (Toki¢ 1
sur., 2011).

Materijali na bazi biopolimera imaju sposobnost zastite proizvoda od mehanickih ostecenja,
takoder predstavljaju dobru barijeru od propusnosti na vodenu paru, zrak, plinove i masti, funkciju
otpustanja komponenti koje mogu utjecati na sam proizvod i prevenciju rasta nepozeljnih
mikroorganizama (Beikzadehl i sur., 2020). Jestivi polimeri mogu se nanositi na povrSinu proizvoda
kako bi se ocuvala kvaliteta 1 stabilnost proizvoda (Shit i Shah, 2014), a samo neki od biopolimera
koji se koriste u industriji pakiranja bili bi $krob, celuloza, kitozan, hitin i Zelatina.

Zanimljivost razvoja jestivih filmova lezi u konceptualnoj proizvodnji i ugradnji bioaktivnih
agenasa kao $to su antioksidansi, vitamini, antimikrobne tvari, eteri€na ulja i tvari arome i boje koje
obogacuju proizvod mozda netipi¢nim svojstvima za odredeni proizvod. U ovom diplomskom radu
za izradu filmova koristeni su kitozan i zelatina, te etericno ulje narance i galna kiselina kao
bioaktivne komponente. Ispitivana formulacija predstavlja zanimljiv materijal u razvoju jestivih

filmova zbog svojih svojstava stvaranja filma, jestivosti i biorazgradivosti (Wang i sur., 2021).



Predlozeni ciljevi ovog diplomskog rada su:

1. Priprema jestivih biopolimera na bazi kitozana i Zelatine;
2. Utjecaj dodatka galne kiseline i etericnog ulja narance na svojstva filmova;
3. Karakterizacija i usporedba fizikalno kemijskih i1 barijernih svojstava razli¢itih

kombinacija filmova te biorazgradivost istih.



2. TEORIJSKI DIO

Iako su jednostavni i prakticni za svakodnevnu upotrebu, svi proizvodi, ubrajajuéi i ambalazu
od sintetskih polimera predstavljaju velik problem kako u svijetu, tako i u Republici Hrvatskoj.
Stoga je 2021. godine donesena odluka na razini Europske unije o zabrani upotrebe plastike za
jednokratnu upotrebu (EU 2019/904). Zbog relativno niske cijene proizvodnje i kratkog roka
trajnosti, velika koli¢ina otpadne plastike odbacuje se tijekom cijele godine i time predstavlja
direktnu opasnost za ekoloski sustav (Pan i sur., 2020). Svjesni nepovoljnih situacija prekomjernog
gomilanja otpada, znanstvenici i stru¢njaci s podrucja prehrambene industrije i industrije pakiranja
hrane pokuSavaju doskocCiti tom problemu kreiraju¢i nove vrste materijala koji ¢e svojim
svojstvima pokazivati dvojako djelovanje: poboljSati kvalitetu proizvoda i imati moguénost
biorazgradnje. Jo$ uvijek ne postoji moguénost potpune zamjene polimernih materijala

biorazgradivim materijalima, ali se sve viSe teZi ka tome (Siracusa i sur., 2008).

2.1. BIOMATERIJALI ZA PAKIRANJE HRANE

Povecana upotreba biopolimera, umjesto sintetickih nerazgradivih/teSko zabrinjavajucih
plasticnih materijala uvelike bi pomogla smanjiti kolicinu ukupnog otpada i njegovih posljedica.
Biorazgradivi materijali imaju klju¢nu ulogu odrzivosti okoliSa jer “dolaze iz prirode 1 vracaju se
nazad u prirodu” (Wroblewska-Krepsztul i sur., 2018). Ambalaza za hranu postala je sredi$nji
fokus napora za smanjenje otpada i pravilno gospodarenje otpadom zbog izrazito nepovoljnog
utjecaja na zdravlje ljudi i okoli§ (Tang 1 sur., 2012).

Biopolimeri su bioloske makromolekule koje potjecu iz obnovljivih izvora energije i koje
se nalaze u sastavu svakog biljnog ili zivotinjskog tkiva. Prema Andri¢i¢ (2009), biomaterijali se
mogu svrstati u nekoliko kategorija:

1. Polisaharidi;

2. Lignin ili polimerni materijali na bazi koniferil alkohola;

3. Proteini (bjelancevine);

4. Prirodne smole;

5. Prirodni kaucuk.

Za bolju moguénost primjene i procesiranje prirodnih polimera u sastav im se ugraduju ili

dodaju razni aditivi poput stabilizatora, plastifikatora, punila i pigmenata kako bi se prilagodili



Sirokoj primjeni u raznim industrijama (prehrambena, tekstilno-tehnoloSka, farmaceutska,
industrija boja i lakova itd.).

Biopolimeri, odnosno biomaterijali imaju sposobnost biorazgradnje Sto znaci da se razgraduju
uz pomo¢ mikroorganizama (npr. gljivica) i na taj nacin ne¢e godinama biti deponirani u zemlji 1
Stetiti okoliSu. Sam proces biorazgradnje ovisi o okoliSnim ¢imbenicima (temperatura, vlaga,
klima) u kojima se materijal nalazi, broju i vrsti mikroorganizama koji pospjesuju razgradnju, i na
kraju o karakteristikama samog materijala. Moraju se poklopiti svi parametri, odnosno posti¢i
idealno stanje kako bi se ambalazni materijal u potpunosti razgradio (Siracusa i sur., 2008).
Posljednjih se godina stavlja fokus na razvoj biorazgradivih polimera iz obnovljivih izvora energije
(Zhong 1 sur., 2019). Zavr$ni produkti koji nastaju razgradnjom su ugljikov dioksid, voda, metan,
biomasa 1 druge tvari prirodnog podrijetla koje su od znacaja za ravnotezu staklenic¢kih plinova i

utjecaja na sam okolis.
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Slika 1. Reciklirajuc¢i bioloski proces razgradnje biopolimera (prema Zhong i sur., 2019)

Zbog sve vece svjesnosti ljudi o koli¢inama otpada od hrane znanstvenici pokusavaju pronaci
nove metode pakiranja naglasavajuci znacaj jestivih materijala jer je i to jedan od nacina na koji bi
se koli¢ina otpada mogla smanjiti. Jestivi ambalazni materijali mogu biti u obliku jednoslojnih,
dvoslojnih 1 viSeslojnih filmova, premaza, folija ili vre¢ica, a sama funkcija jestive ambalaze je

omoguciti selektivnost kod migracije plinova, ulja 1 masti; omoguditi stabilnost hlapivih



komponenti; poboljSati svojstava proizvoda dodatkom antimikrobnih tvari 1 antioksidansa
(Gujinovi¢, 2021). Prema Petkoska i sur. (2021), neke od prednosti jestive ambalaze su:
1. Produljenje roka trajnosti proizvoda,
Ekoloska prihvatljivost,
Pogodnost za konzumaciju,
Fizicka, kemijska i mehanicka zastita,

Poboljsana senzorska svojstva proizvoda,

o g M D

Sastavni je dio prehrambenog proizvoda.
Biopolimeri koriSteni u ovom diplomskom radu su polisaharid kitozan 1 protein Zelatina s
dodatkom galne kiseline 1 eteri¢nog ulja narance. Stoga ¢e se u iducih nekoliko potpoglavlja dati

literaturni pregled svojstava navedenih komponenti.

2.1.1. Kitozan

Kitozan je alkalni hidroliti¢ki derivat hitina, polisaharida kojeg se mozZe pronaci u strukturi
beskraljesnjaka 1 nizih biljaka. Odli¢an je primjer za stvaranje ekoloski prihvatljive ambalaze jer
ga odlikuju netoksi¢nost, biorazgradivost i biokompatibilnost. Uz te karakteristike, bitno je
napomenuti da je dobar inhibitor rasta raznih mikroorganizama (kvasaca, gljivica i bakterija), lako
stvara filmove i pokazuje dobra barijerna svojstva na plinove i mirise. Drugi je po redu
najzastupljeniji polisaharid pronaden u prirodi nakon celuloze (Mitelut i sur., 2015). Prema
kemijskoj strukturi, kKitozan se sastoji od N - acetil - D - glukozaminskih jedinica povezanih -

(1,4) vezom (Aguirre - Joya i sur., 2018).

KITOZAN
OH OH
O
O O
OH @)
NH; OH

NH,

Slika 2. Struktura kitozana (prema Martinac i Filipovi¢ - Gr¢i¢, 2002).

Prema Martinac 1 Filipovi¢ - Gr¢i¢ (2002), kitozan se dobiva izolacijom iz oklopa rakova

na nacin da se ponajprije dekalcificira u razrijedenoj klorovodi¢noj kiselini, zatim deprotonira u

5



razrijedenom natrijevom hidroksidu te na samom kraju kuha u otopini natrijeva hidroksida. Tako
dobiven hitin podlijeze deacetilaciji u koncentriranoj natrijevoj luzini. Da bi se dobio §to Cis¢i
proizvod, kitozan prolazi nekoliko koraka obrade: otapa se u kiselini, filtrira, ponovno talozi, ispire
i susi. Svi deacetilirani oblici mogu se nazivati kitozanom koji se samo razlikuju po stupnju
deacetilacije. Usporedbe radi, kitozan koji se primjenjuje u prehrambene svrhe je 75 — 85 %
deacetiliran, a onaj u farmaceutske svrhe 90 % - 95 %.

U prehrambenoj industriji kitozan nudi $irok raspon primjena (Zemlji¢ i sur., 2013):

1. Ocuvanje hrane od mikrobioloskog kvarenja;

2. Koagulacija proteina i lipida iz otpadnih voda;

3. Pojacavanje geliranja u surimiju i ribljim proizvodima;

4. Bistrenje / deacidifikacija vo¢nog soka;

5. Stvaranje jestivo biorazgradivih filmova.

Provedena su brojna istrazivanja na temelju kojih su proucavana razliita svojstva kitozana i
mjeSavina kitozana (fizikalna, reoloSka, mehanicka svojstva, propusnost na vodenu paru i plinove,
antimikrobnost) 1 €iji rezultati pokazuju da su kitozan i mjeSavine kitozana obecavajuci materijal
za pripremu aktivnih, jestivih i biorazgradivih filmova za pakiranje (Elsabee i Abdou, 2013).

Zbog prisustva amino skupina u polimernom lancu, filmovi na bazi kitozana pripremaju se na
nacin da se kitozan otapa u otopini koja ima pH manji od 6,0, odnosno u kiselim vodenim
otopinama poput vodene otopine limunske ili octene kiseline (Mitelut i sur., 2015). Nakon otapanija,

ili bolje receno dispergiranja, moguce je dodavati razne aditive kako bi se poboljSala svojstva

pripremanih filmova.

Tablica 1. Pregled znanstvenih istrazivanja koja daju uvid u promjenu svojstava dodatkom

aditiva u filmove na bazi kitozana

Sastav materijala/filma Svojstva Referenca

Bolja mehanicka svojstva,
Kitozan i Zelatina toplinska stabilnost i manja Liu isur., 2012
propusnost

Fizicka, barijerna i mehanicka
Kitozan i glicerol svojstva povezana sa samom Pereda i sur., 2014
koncentracijom kitozana

PoboljSana antimikrobna i Sun i sur., 2014

Kitozan i galna kiselina - .
barijerna svojstva




Tablica 1. Pregled znanstvenih istrazivanja koja daju uvid u promjenu svojstava dodatkom

aditiva u filmove na bazi kitozana - nastavak

. . . ) Poboljsana antimikrobna _
Kitozan i esencijalna ulja _ Wu i sur., 2014
svojstva

Poboljsana mehanicka
Kitozan i $krob otpornost i smanjena Pelissari i sur., 2012

propusnost vodene pare

Postupak pripreme najcesce je direktnim izlijevanjem filmogenih otopina na odgovarajuéu
podlogu (plasti¢ne, teflonske ili staklene podloge), te slijedi susenje (isparavanje viska vode) u
kontroliranim uvjetima temperature i1 vlage kroz odredeni vremenski period. Nakon perioda
suSenja, osuseni filmovi se odvajaju od podloge. Takvi samostoje¢i filmovi mogu se direktno
aplicirati na razne namirnice (riba i riblje preradevine, meso, voce i1 povrce) ili formirati u vrecice
koje se zatim koriste za pakiranje (Priyadarshi 1 Rhim, 2020). O sve vecoj koriStenosti kitozana u
svrhu pakiranja, govori 1 graficki prikaz o objavljenim znanstvenim publikacijama na temu

kitozana posljednjih godina, gdje mozemo vidjeti znacajan porast.
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40000 28489
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2002.-2007.  2007.-2012.  2012-2017.  2017.-2022.

Broj znanstvenih publikacija

Godina

Slika 3. Publikacije vezane za primjenu kitozana u pakiranju hrane i indeksirane u Scopus

bazama podataka te publicirane posljednjih 20 godina

2.1.2. Zelatina
Zelatina je denaturirani protein, ireverzibilni hidrolizat kolagena, dobiven djelomi¢nom

hidrolizom kolagena iz zivotinjskih dijelova tijela kao $to su vezivna tkiva, koZa i kosti, koji je



ujedno odgovoran za elasti¢nost, ¢vrsto¢u 1 normalnu funkciju istih. U krutom agregatnom stanju
je u obliku malih zrna ili praha svjetlo zute boje, a dodatkom vode poprima strukturu gume. Ovisno
o izvoru od kojih se dobivaju, Zelatine imaju razlicite tocke taliSta i temperature geliranja pa tako
zelatine dobivena od ribe ima nizu tocku talista u odnosu na zelatinu dobivenu od govedine ili
svinjetine.

Ovisno o na¢inu dobivanja razlikujemo dva tipa Zelatine, A i B. Tip A dobiva se kiselom
obradom kolagenskih sirovina - svinjske koze, dok se tip B dobiva alkalnom obradom govede koze
(Haug i Darget, 2009). Zbog visokog udjela aminokiselina glicina, hidroksiprolina i prolina Zelatina
ima veliku sposobnost umrezavanja, odnosno stvaranja filmova (Wang i sur., 2021). Zelatina iz
morskih izvora, dobivena iz koZe, peraja i kosti toplovodnih 1 hladnovodnih riba, moguca je
alternativa govedoj Zelatini. Filmovi riblje zelatine proizvedeni su ve¢inom od toplovodnih vrsta
ribe jer ih odlikuje velika rastezljivost, istezanje pri lomljivosti i propusnost na vodenu paru (WVP)
(Lv i sur., 2019). Iako zelatina prema Agenciji za hranu i lijekove (FDA) i Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji (WHO) ima GRAS (eng. Generally Recognized As Safe) status, postoje kontroverze
oko koriStenja Zivotinjske Zelatine zbog etiCkih 1 kulturoloskih stajaliSta, ali 1 zabrinutosti potroSaca
zbog pojave bolesti stopala, Saka 1 govede spongiformne encefalopatije pa se predlaze upotreba
riblje Zelatine kao alternative, $to je dobro jer se na taj nacin smanjuje otpad od riblje industrije.
Riblju Zelatinu karakterizira manji udio prolina i hidroksiprolina (17-25 % ukupnih aminokiselina)
u odnosu na Zelatine sisavaca (30 % ukupnih aminokiselina) (Karim i Bhat, 2009) te zbog tih
karakteristika ima razlicita fizikalno - kemijska svojstva, a jedno od njih je svakako slabija mo¢
zeliranja. Relativno niza cijena i ve¢a dostupnost uvjetuju da je trziSni udio zelatine proizvedene

od sisavaca vec¢i u odnosu na riblju zelatinu (Karim i Bhat, 2009).
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Slika 4. Struktura zelatine (prema Devi i sur., 2016)



Danas se Zelatina upotrebljava zbog svojih karakteristi¢nih svojstava (Keenan, 2003):
1. Reverzibilni prijelaz vodene otopine iz gel faze u stanje soli;
2. Dobra viskoznost u toplim otopinama;
3. Hidrofilni karakter;

4. Netopivost u hladnom mediju (vodi), a potpuna topivost u vru¢oj vodi;

5

Hranjivost.

Zbog sposobnosti stvaranja ¢vrstih, ujednacenih, prozirnih prevlaka s velikom moci bubrenja
pogodna je za koriStenje u prehrambenoj industriji 1 to za proizvodnju jestivih filmova,
farmaceutskoj industriji za proizvodnju kapsula te fotografskih filmova u svijetu fotografija.
Nadalje, pogodna je za koriStenje u konditorskoj industriji kao emulgator, stabilizator pjene 1
kontrola kristalizacije Se¢era. Od posebnog je interesa sinergija kitozana i zelatine jer su brojna
istrazivanja pokazala benefite kod razvoja filmova na bazi te dvije komponente. Zunying i sur.
(2012) su uocili da se kombinacijom Zzelatine 1 kitozana dobivaju filmovi boljih mehanickih
svojstva 1 smanjene propusnosti na vodenu paru. Rezultati istrazivanja koje su proveli Liu 1 sur.
(2012) sli¢ni su rezultatima istrazivanja Zunying 1 sur (2012) uz dodatak da kombinacija kitozana
1 Zelatine ima vecu toplinsku stabilnost. Snazne vodikove veze kojima se povezuju Zelatina i

kitozan omogucavaju kompaktnu strukturu filma, kao $to je prikazano na slici 5.
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2.1.3. Galna kiselina

Galna kiselina ili 3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina je jedna od najéesée koristenih fenolnih
kiselina jer ju odlikuje antimikrobno, antioksidativno, protuupalno i antikancerogeno djelovanje.
Hidroksilne skupine omoguéuju antioksidativnu aktivnost, dok karboksilna grupa daje kiselinske

osobine.

HO
OH
HO
OH

Slika 6. Struktura galne kiseline

Sekundarni je metabolit prisutan u vecini biljaka (Fernandes i Salgado, 2016). Pokazuje
dobra svojstva topivosti u eteru, vodi i alkoholu. Kako bi se sigurnost, a samim time i kvaliteta
hrane povecala, u novije vrijeme javlja se sve veci interes za formuliranje jestivih premaza koji
sadrzavaju bioaktivne komponente (Aider, 2010). Rezultati istrazivanja Cho isur. (2010) pokazuju
da se aktivnost galne kiseline poboljSava ugradnjom u kitozanske filmove. Ugradnjom galne
kiseline u materijale za pakiranje, rok trajnosti prehrambenih proizvoda moze se produziti,
smanjujuci bacanje hrane koji je jedan od vodec¢ih problema u svijetu i poboljSavajuci sigurnost
potrosaca. Upravo prirodno podrijetlo i gore navedena ucinkovita svojstva ¢ine galnu kiselinu
pozeljnim aditivom i za proizvodace u prehrambenoj industriji i za industriju pakiranja jer nudi

odrzivo rjeSenje za poboljSanje kvalitete 1 dugotrajnosti prehrambenih proizvoda.

2.1.4. Eteri¢no ulje narance (OEQ)

Etericno ulje naranfe pokazuje antioksidativno, antikancerogeno, protuupalno,
kardioprotektivno i antibakterijsko djelovanje 1 zbog tih karakteristika Cest je sastojak koriSten u
prehrambenoj industriji . Sastoji se od stotinjak spojeva, a glavnina otpada na hlapive komponente
(85 - 99 %), uglavnom terpenoide (Razola- Diaz i sur., 2021). Najzastupljeniji spoj je limonen i
¢ini gotovo 90 % etericnog ulja (Wang i sur, 2019). Brojna istrazivanja u podru¢ju materijala za
pakiranje hrane, rezultirala su poboljsanim svojstvima materijala nakon inkapsulacije etericnog ulja

narance §to znaci da je koriStenje etericnog ulja u prehrambenoj industriji, odnosno industriji
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pakiranja buduénost. Da Silva i sur. (2018) su pokazali da se inkapsulacijom OEO (30 %) u filmove
od poli(vinil-klorida) postize zastitni u¢inak polimera nakon sterilizacije gama zracenjem. Nadalje,
Alparslan i Baygar (2018) su dokazali da dodavanjem OEO u filmove od kitozana se produljuje
rok trajnosti. Kavas i sur. (2016) su dosli do zakljucka kako se kombinacijom OEO i proteinskog
praha bjelanjka tvore filmovi koji pridonose ocCuvanju fizikalno kemijskih i1 antibakterijskih
svojstava kaSar sira, pojaCavaju¢i antimikrobni ucinak i izgled, te Cine¢i ga svjetlijim i

transparentnijim.

2.2. KOMBINIRANI MATERIJALI

Ambalaza dobivena iz biorazgradivih 1 kompostabilnih izvora energije jedan je od
najucinkovitijih pristupa alternativnim biomaterijalima za pakiranje (Muller i sur., 2017), odnosno
upucuje na to da bi bila dobra zamjena konvencionalnim na¢inima pakiranja. Jednokomponentni
filmovi ¢esto nemaju zadovoljavajuca svojstva poput mehanicke ¢vrstoce ili barijerne koja bi u
potpunosti odgovarala potrebama materijala za pakiranje hrane. Stoga se cCesto materijali
kombiniraju kako bi im se poboljsala svojstva, odnosno iskoristilo najbolje od svake komponente
u viSekomponentnim materijalima. Primjerice, ukoliko se kombinira polimer dobre barijere na
Kisik no velike propusnosti na vodenu paru s materijalom male propusnosti na vodenu paru a velike
na Kkisik, tada njihova kombinacija moZe rezultirati materijalom niske propusnosti i na vodenu paru
1 na kisik. Prirodni polimeri su ¢esto osjetljivi na utjecaj vodene pare i vlage (Ivankovi¢ i sur.,
2017), pa se koriste u kombinaciji s materijalima neosjetljivim na vlagu (primjerice lipidi, voskovi
i sl.) kako bi se spajanjem polimera prikrili nedostaci jedne od komponenti (Muller i sur., 2017).
Nadalje, dodavanjem funkcionalnih sastojaka, ambalaza uz primarnu funkciju zaStite moze
poprimiti i druge funkcije $to se postize inkapsulacijom antioksidansa, aroma i antimikrobnih tvari
u cilju dobivanja $to boljih performansi proizvoda (Gali¢, 2009). Takvi materijali poznati su pod
nazivom aktivni materijali za pakiranje hrane, jer pruzaju odredenu i dodatnu zastitu proizvodu

koji se pakira.

Tablica 2. Kombinacija razli¢itih materijala u svrhu poboljSanja svojstava

Sastav materijala/biofilma Svojstva Referenca

Poboljsana mehanicka

Tapioka skrob, kitozan i svojstva, barijerna svojstva te
glicerol zadovoljavajuca neprozirnost,

boja i toplinska svojstva

Shapi’ i sur., 2022
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Tablica 2. Kombinacija razli¢itih materijala u svrhu poboljSanja svojstava - nastavak

Smanjena vlacna ¢vrstoca,

poboljsana visokoelasti¢na

PLA, Kkitozan i keratin svojstva, smanjenje tvrdo¢e u | Rojas-Martinez i sur., 2020

odnosu na jednokomponentni
film PLA

o . _ Poboljsana mehanicka
PSeni¢ni gluten i jabucni _ S _
) o svojstva i bolja ujednacenost Dong i sur., 2022
pektin, pSeni¢ni gluten fil

lma

PoboljSana barijera na kisik,
] ) mehanicka svojstva, _
Kitozan i nanoceluloza o o Costa i sur., 2021
baktericidno i fungicidno

djelovanje

) ) ) _ Smanjena prozirnost i brzina _
Kitozan i maslinovo ulje - Nowak i sur., 2022
prijenosa vodene pare

2.3.  ZAKONSKA REGULATIVA

Zdravlje potroSaca je na prvom mjestu, te stoga svi pripremljeni proizvodi, a time 1 jestivi i
biorazgradivi filmovi moraju biti u skladu sa zakonima Europske unije, ali 1 zakonima drzave u
kojoj ¢e biti dostupni na trziStu. Razli¢ite drzave imaju razli¢ite propise i zakone o materijalima za
pakiranje hrane Sto uvelike moze otezati da se odredeni materijal za pakiranje hrane odobri (Jeya 1
sur., 2020). Jestivi filmovi i prevlake klasificiraju se kao prehrambeni proizvodi, dodaci hrani,
sastojci hrane, tvari u dodiru s hranom ili materijali u dodiru s hranom, na njih se primjenjuju isti
zakonski propisi kao i na prehrambene proizvode jer su sastavni dio proizvoda i konzumiraju se
zajedno s njim (Gali¢, 2009). Svi aditivi koji se koriste u hrani, tako i pakiranjima koji su sastavni
dio hrane, moraju biti na popisu dozvoljenih aditiva prema uredbama Europske unije (EU
1331/2008, EU 234/2011). Svi aditivi koji se koriste moraju opravdati svrhu, ne smiju biti toksi¢ni,
moraju biti upotrijebljeni u granicama dozvoljenih koncentracija i ne smiju dovoditi potroSaca u
zabludu. Oznaka mora biti jasno vidljiva i oznacena na deklaraciji.

Prema Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u neposredan
dodir s hranom (NN 125/2009), materijalima se smatraju: metali i njihove slitine, emajl, cement,

keramika 1 porculan, staklo, polimerni materijali (plastika ukljucujuéi lakove, premaze i prevlake,
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celuloza i elastomeri) drvo ukljucujuéi i pluto te tekstil. Isti pravilnik daje nam definicije aktivnog
I inteligentnog pakiranja, pa se tako pod aktivnim pakiranjem smatraju materijali koji imaju
mogucnost poboljsati uvjete zapakirane hrane ili povecati trajnost samih proizvoda i sadrze
komponente koje mogu ulaziti u hranu; inteligentnim materijalima se smatraju oni koji registriraju
uvjete u pakovanju ili okolini koja okruzuje hranu. Iz istog pravilnika, aktivni i inteligentni
materijali i predmeti koji su u dodiru s hranom moraju biti pravilno oznaceni kako bi potrosaci
mogli identificirati nejestive dijelove koje sadrZzava pakovina. Aktivni i inteligentni materijali i
predmeti moraju biti oznaceni tako da ukazuju da se radi o materijalima ili predmetima koji su
aktivni 1/ili inteligentni. Posebnu pozornost treba posvetiti tome da se ne dovede potroSaca u
zabludu na nacin da aktivni materijali ne smiju mijenjati sastav ili organolepticka svojstva
prikrivajuc¢i kvarenje hrane.

Norma ISO 13432:2002 odnosi se na ‘“Zahtjeve za ambalazu koja se moze obnoviti
kompostiranjem i biorazgradnjom — Shema ispitivanja i Kriteriji ocjenjivanja za kona¢no
prihvacanje ambalaze". Norma je donesena od Europskog odbora za standardizaciju 1 daje uvid u
kljuéne parametre koje ambalaZa mora zadovoljiti kako bi imala epitet biorazgradivosti, a neki od
njih su:

e podrazumijeva metabolicku pretvorbu materijala do krajnjeg produkta - CO2 s razinom

prihvatljivosti od 90 % (u usporedbi s celulozom) za koju je potrebno manje od 6 mjeseci;

e ima sposobnost raspadanja $to predstavlja odsustvo komadic¢a materijala;

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

e nema promjene u fizikalno - kemijskim svojstvima nakon same razgradnje.

Zbog velikog gomilanja otpada koji postaje sve veci problem, potrebno je donijeti pravilnike i
zakone kojih ¢e propisivati ponaSanje sukladno dobrim gospodarenjem otpadom. Vise od 40 %
plastike proizvodi se za pakiranje hrane (Ahmed i Sarbon, 2016), te predstavlja veliki problem.
Prema pravilniku o ambalazi i otpadnoj ambalazi (NN 88/2015) potrebno je reciklirati izmedu 55
% 1 80 % otpadne ambalaze, $to je gotovo neostvarivo. Kako bi se smanjila koli¢ina otpadne
ambalaZne plastike i probudila svijest o zagadenosti okoliSa istom, 1. srpnja 2021. godine donesena
je odluka na razini Europske unije (Direktiva EU 2019/904) o ukidanju jednokratne plastike,

odnosno plastike za jednokratnu upotrebu.

2.4. KARAKTERIZACIJA BIOPOLIMERA ZA PAKIRANJE
Karakterizacija biopolimera za pakiranje je od velike vaZnosti jer odredivanjem svojstava
materijala moze se predvidjeti trajnost odredenog proizvoda. Sam materijal ¢ini granicu izmedu

namirnice koja ¢e se konzumirati i okoline koja moZe narus$iti kvalitetu, odnosno skratiti rok
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trajnosti odredenog proizvoda. Da bi se to svelo na minimalnu razinu, potrebno je uspostaviti
ravnotezu na granici sustava hrana/ambalaza, odnosno odgovaraju¢im sastavom materijala pronaci
onaj optimalnih karakteristika za proizvod. Parametri koji se najceS¢e odreduju u svrhu
karakterizacije biopolimera su:

1. Debljina filma;

2. Barijerna svojstva;

3. Topljivost i udio vode;
4. Mehanicka svojstva;
5

Funkcionalna svojstva (u sluc¢aju aktivne ili inteligentne ambalaze).

2.4.1. Debljina filma

Debljina filma je parametar koji utje€e na barijerna i mehanicka svojstva filmova. Ovisno o
viskoznosti filmogene otopine iz koje se priprema film, on u kona¢nici moze biti tanji ili deblji,
odnosno §to je pripremljena otopina viskoznija film ¢e biti deblji i obrnuto, Sto je otopina manjeg
viskoziteta film ¢e biti tanji. Debljina se mjeri mikrometrom. Uz kontaktnu metodu mjerenja
mikrometrom, postoji i ne-kontaktna metoda mjerenja digitalnim uredajem koja je ucinkovitija, ali
1 slozenija. Prednost te metode film je u tome S§to film ne dolazi u doticaj s uredajem i1 nema
oStecenja ili kontaminacije istog. Jo§ davne 1993. godine, Park i sur. (1993) uocili su korelaciju

izmedu barijernih svojstava i1 debljine filma.

2.4.2. Barijerna svojstva

U barijerna svojstva ubraja se propusnost na vodenu paru, plinove, arome i masti. Vaznost
barijernih svojstava krije se u sprjeCavanju izmjena vodene pare, plinova, arome i masnoca izmedu
prostora pakovine i okolne atmosfere, a usko su povezana s rokom trajnosti proizvoda. Pri odabiru
jestivih filmova koji ¢e sluziti kao ambalazni materijal u obzir treba uzeti vrstu namirnice te prema
njoj odabrati propustljiv, odnosno manje propustljiv film.

Stopa prelaska vodene pare jer brzina kojom ¢e koli¢ina vodene pare pro¢i kroz materijal u
odredenom vremenskom periodu. Kod provedbe mjerenja, mjeri se porast mase uzorka s
vremenom. Na propusnost utjecu koli¢ina slobodne vode, debljina filma, vlaZnost i sastav, odnosno
omjer komponenti od koji je film napravljen (Gutierrez i sur., 2015). Uvjeti skladiStenje materijala
mogu utjecati na propusnost vodene pare; na primjer porastom temperature, ali smanjenjem
relativne vlaznosti dolazi do povecanja propusnosti na vodenu paru. LoSija propusnost na vodenu

paru pokazala se kod jestivih, u odnosu na konvencionalne filmove.
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Ovisno o vrsti namirnice, koli¢ina kisika moze varirati izmedu pozeljnog do strogo
nepozeljnog. Pojava kisika moze izazvati degradacijske promjene na namirnicama, oksidaciju
masti i rast nepozeljnih mikroorganizama (Ayaranci i Tunc, 2003). Ulje je jedna od namirnica u
kojoj je kisik izrazito nepozeljan jer prolaskom svjetlosti i1 kisika dolazi do oksidacije masti te
nezeljenog okusa i mirisa koji odbijaju konzumenta; s druge strane, kisik u pakiranju svjezeg mesa
pomaze u ocuvanju pozeljne crvene boje (Brewer, 2004). Gruniger i sur. (2006) su zakljucili da
struktura filma puno vise utjeCe na propusnost na kisik, nego kemijski sastav istog. Dobar omjer
plinova kod pakiranja, odnosno upotreba modificirane atmosfere pomaze u oCuvanju svjezine

nekih namirnica, posebice voca 1 povréa (Kader i sur., 1989).

2.4.3. Topljivost i udio vode

Topljivost je mjera hidrofilnosti/hidrofobnosti filma, odnosno na¢in ponasanja filma u doticaju
s vodom. Koliko ¢e neki film biti topiv ili ne topiv u vodi govori ¢injenica od kojih je komponenti
1u kojim omjerima film napravljen. Topljivost filma je bitna jer utjeCe na probavljivost i apsorpciju
aktivnih komponenti nakon konzumacije, ali i zbog straha od prijevremenog otapanja filma na
povrsini namirnice (Hasl, 2022). Za namirnice koje su osjetljive na migracije vode pozeljno je
koristiti hidrofobne filmove.

Udio vode predstavlja omjer izmedu suhe tvari i slobodne vode, a predstavlja ukupni volumen

vode umrezen u polimernoj strukturi filma (Buljan, 2020).

2.4.4. Mehanicka svojstva

Mehanicka svojstva materijala ispituju se radi procjene odrzivosti i trajnosti filma tijekom
procesa obrade (Debeaufort i sur., 1998). U mehanicka svojstva materijala ubrajaju se elongacija
pri pucanju, vlacna ¢vrstoc¢a i Youngov modul elasti¢nosti. Elongacija i vla¢na ¢vrstoca daju
informaciju o maksimalnoj tocki istezanja koju film moZe podnijeti, a da ne pukne, a Youngov
modul prikazuje ukocenost filma (Pereda i sur., 2012). Jestivi filmovi imaju slabija mehanicka
svojstva od sintetickih (Han 1 sur, 2015), a njihove performanse moguée je unaprijediti dodatkom

plastifikatora, aditiva, emulgatora i stabilizatora.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Kao osnova za izradu materijala u ovom radu koristeni su prirodni biopolimeri:
1. KITOZAN (tip 652, molekulske mase 165 kDa, stupanj deacetiliranja iznad 85 %, France
Chitin, Marseille, Francuska)

2. ZELATINA (ribljeg podrijetla, Louis Francois, Croissy Beaubourg, Francuska).

Kao bioaktivni sastojci koriSteni su galna kiselina (CAS 149-91-7, Sigma Aldrich, Steinheim,
Njemacka) 1 etericno ulje narance (Ireks aroma d.o.o., Jastrebarsko, Hrvatska). Za plastifikator
koriSten je prirodni glicerin (minimalne ¢istoce 99,5 %, E422, Dekorativna toc¢ka d.o.o, Hrvatska).
Destilirana voda i vodena otopina octene kiseline (ledena octena kiselina, J.T. Baker, Schwerte,
Njemacka) koristili su se za otapanje (dispergiranje) polimera. Prilikom pripreme zasi¢ene otopine
za odrzavanje relativne vlaznosti (53 % RH) koristen je magnezijev nitrat (Mg(NO3)2, Sigma -
Aldrich, St. Louis, SAD). Za test biorazgradivost koriStena je zemlja Florafi (Eko-Terra d.o.0,
Nedelis¢e, Hrvatska).

3.2. PRIPREMA FILMOVA

Otopina kitozana (CS) dobivena je otapanjem 2 grama praha kitozana u 1 % (v/v) vodenoj
otopini octene kiseline kako bi se dobila 2 % (m/v) filmogena otopina koja se mijeSala na
magnetskoj mijesalici do potpunog otapanja polimera. Otopina Zelatine (GEL) pripremljena je
otapanjem 4 g zelatine u 100 ml destilirane vode (4 % m/v filmogena otopina). Otopina se grijala
na 70 °C kroz 30 minuta kako bi se omoguéilo geliranje i umrezavanje lanaca zelatine prilikom
hladenja. Otopine su izmijeSane i1 ostavljene na magnetskoj mijesalici 1 h. U otopine je dodano po
20 % glicerola u odnosu na ukupnu koli¢inu polimera. U filmove koji su sadrzavali aktivnu
komponentu galnu kiselinu, dodano je 5 % galne kiseline u odnosu na koli¢inu Zelatine, $to bi
iznosilo 0,2 g na 100 ml filmogene otopine. Za filmove koji su sadrzavali eteri¢no ulje narance
koristeno je 1 ml u odnosu na 100 ml otopine, odnosno 1 % (v/v). Tako pripremljene filmogene
otopine prethodno definiranog volumena izlivene su u Petrijeve zdjelice poznatih dimenzija i
stavljene na suSenje u ventiliranu klima komoru (HPP110, Memmert, Schwabach, Njemacka)
tijekom 24 h pri kontroliranim uvjetima temperature od 30 °C i relativne vlaznosti 40 %. Filmovi

su odlijepljeni od podloga i ¢uvani u eksikatoru sa zasi¢enom otopinom Mg(NO3),, kako bi se
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postigli uvjeti relativne vlaznosti od RH 53 % pri 23 + 2 °C. Pripremljeni filmovi prikazani su na

slici 7.

(
/ \ '/'
p \;-"

Slika 7. Pripremljeni filmovi na bazi (redom s lijeva na desno) kitozan i zelatina (CSGEL),
kitozan, zelatina i galna kiselina (CSGELGA), kitozan, Zelatina i eteri¢no ulje narance

(CSGELOEO), kitozan, zelatina, etericno ulje narance 1 galna kiselina (CSGELOEOGA)

3.3. METODE KARAKTERIZACIJE FILMOVA

3.3.1. Odredivanje debljine filmova

Za odredivanje debljine filma koristen je digitalni mikrometar (Digimet, HP, Helios Preisser,
Gammertingen, Njemacka). Mjerenja su provedena na 10 razli¢itth mjesta na uzorku, a kao
konac¢na debljina filma koristila se srednja vrijednost svih mjerenja uz pripadajucu standardnu

devijaciju (um).

3.3.2. Odredivanje boje filma

Boja filma odredena je pomoc¢u kolorimetra (Konica Minolta Spectrophotometer CM3500d,
Langenhagen, Njemacka) koji radi na principu u CIE L*a*b prostornog dijagrama boja. Sustav
boja predstavlja kvantitativni odnos boja na tri osi: L* vrijednost oznacava svjetlinu, a a* i b* su
koordinate kromati¢nosti. Svjetlina L* je ograni¢ena izmedu 0 (apsolutna crna) i 100 (bijela), dok
koordinate a* i b* nemaju fiksne granice (Durmus, 2020). Vrijednost a* predstavlja raspon crveno
- zeleno, dok se b* odnosi na raspon zuto - plavo. Postupak mjerenja ponavljao se 10 puta po

uzorku. Dobiveni rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom
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devijacijom. Kolorimetrijska razlika (4E) pokazuje odstupanje reprodukcije od originala, a ratuna
se kao srednja vrijednost razlika izmedu L, a i b vrijednosti standarda (referentna vrijednost) i

vrijednosti izmjerene na uzorku, prema sljedecoj jednadzbi [1]:

AE =+ALZ+Aa? +Ab2 [1]
sa:
AL =Ly — L1
da=ao— a1
Ab=bo— by
i gdje su:
Lo, a0, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje,

L1, a1, b1- vrijednosti ispitivanog uzorka boje.

3.3.3. Odredivanje transparentnosti filmova

Mijerenje transparentnosti filmova provedeno je na UV-VIS spektrofotometru (Lambda 25,
PerkinElmer, Waltham, SAD). Izrezani komadi, otprilike jednakih dimenzija, stave se na mjesto
predvideno za kivete te se mjeri apsorbancija pri 600 nm. Iz dobivenih podataka o apsorbanciji

izracuna se transparentnost filma prema sljedecoj jednadzbi [2]:

— oo
D=y
gdje je:
Asoo- apsorbancija izmjerena pri 600 nm,

x- debljina filma (mm).

3.3.4. Odredivanje udjela vode i topljivosti filmova u vodi

Topljivost filmova je definirana kao koli¢ina suhe tvari otopljena u destiliranoj vodi nakon
uranjanja tijekom 24 h prema metodi Gontard i sur. (1996). Prije mjerenja, svi uzorci ¢uvali su se
u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima relativne vlage od 53 %. Filmovi jednakih dimenzija (2 x

2 cm) najprije su osuSeni na temperaturi 105 °C, zatim su izvagani na analiti¢koj vagi kako bi im
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se odredio pocetni udio suhe tvari (Wi). Tako osuseni i izvagani filmovi, preneseni su staklene
bocice s 30 ml destilirane vode 23 + 1 °C. Nakon 24 h filmovi su izvadeni iz bocica i ponovno se
stavljaju na uvjete susenje 105 °C u susionik (Memmert, Schwabach, Njemacka) do konstantne
mase. Potom se hlade i vazu kako bi se odredila masa suhe tvari neotopljene u vodi (Ws). Topljivost
filma (FS, %) izracunata je prema sljedecoj jednadzbi [3]:

wi-w

FS(%) = ===+ 100 [3]

l

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

Ws — masa suhe tvari neotopljene u vodi (g).

Udio vode u filmu odreden je razlikom mase nakon suSenja (W) 1 poCetnog sadrzaja suhe tvari

(Wi) u odnosu na pocetnu masu. Za svaki uzorak provedeno je ukupno 4 mjerenja.

3.3.5. Bubrenje filmova

Za odredivanje kapaciteta bubrenja filmova (engl. swelling ratio, SW) koristena je
standardna metoda ASTM D2765-95C. Paralelno s odredivanjem topljivosti, odreden je i kapacitet
bubrenja na na¢in da se film nakon 24 h namakanja u vodi izvadi i vaZe prije njegova suSenja.

Kapacitet bubrenja izracunat je pomocu sljedece jednadzbe [4]:

Ws—-wd

SW (%) = v

* 100 [4]
gdje je:

Ws — masa uzoraka nakon bubrenja (g);

Wg— masa suhog uzorka (g).
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3.3.6. Mijerenje propusnosti vodene pare kroz polimerni film
Mjerenje propusnosti na vodenu paru provedeno je pomocu modificirane gravimetrijske
standardne metode ASTM E96 - 80 (1980) koja je prilagodena za jestive materijale (Debeaufort i

sur., 1993). Za samo mjerenje, koriStena je posuda za mjerenje propusnosti prikazana na slici 8.

O — B
e

Teflonski prsten  ——eeey

Film ——

|
|

Teflonski prsten — 5

Staklena ¢alica  ———
Destilirana voda ————————>

Slika 8. Posuda sa sastavnim dijelovima za mjerenje propusnosti materijala na vodenu paru
(prema Kurek, 2012)

Metoda se temelji na postavljanju uzorka filma izmedu dvije okoline s razli¢itom
relativnom vlazno$¢u. Prije mjerenja, uzorci se ¢uvaju u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima
vlage (53 % RH). U staklene posude ulije se 20 ml destilirane vode (RH 100 %), a zatim se izrezani
uzorci filmova ucvrste izmedu dva teflonska prstena na vrhu staklene posude. Tako pripremljeni
uzorci s posudama se pohranjuju u ventiliranu klima komoru (Memmert HPP110, Memmert,
Schwabach, Njemacka) pri uvjetima relativne vlaznosti od 30 % i temperaturi od 25 + 1 °C. Uzorci
se vazu svaka 24 h na analitickoj vagi (KERN ABS320-4N, KERN&SOHN GmbH, Balingen,
Njemacka), sve do ustaljenja gubitka mase. Za svaki film, mjerenja su provedena 9 puta.
Propusnost na vodenu paru (WVP, g m? s® Pa?) izracunata je iz promjene mase posude u odnosu

na vrijeme uz pomo¢ sljedece jednadzbe [5]:

WVp =—""_«x [5]
AtxA* Ap

gdje je:

Am/At — maseni gubitak vlage po jedinici vremena (g s2);

A — povrsina filma izloZena prijenosu vlage (9,08 x 10 m?);
X— debljina filma (m);

Ap —razlika tlaka vodene pare izmedu dvije strana filma (Pa).
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Takoder, odredena je i brzina prijenosa vodene pare kroz uzorak (WVTR, g m? s, koja je

izraCunata prema sljede¢em izrazu [6]:

_ Am 2 o1
WVTR = — (@m<s) [6]

3.3.7. Mijerenje propusnosti na plinove

Za mjerenje propusnosti filmova na plinove, Oz i CO,, koriSten je uredaj za mjerenje
propusnosti Brugger tip GDP - C (Brugger Feinmechanik GmbH, Njemacka). Metoda je
manometrijska, $to zna¢i da se mjeri razlika u tlakovima s dvije strane membrane, a membranu
predstavlja mjerni uzorak (film). Filmovi se postavljaju na za to predvideno mjesto u uredaju,
izmedu gornjeg i1 donjeg dijela permeacijske Celije, to¢no poznatog volumena. Prije svakog
mjerenja vakuum pumpom se evakuira zrak iz gornjeg 1 donjeg dijela ¢elije, a zatim se kroz jednu
stranu uzorka (gornja ¢elija) propusta mjerni plin pod tlakom od 5 bara i protoka 80 mL/min.
Razlika u tlakovima uvjetuje difuziju plina kroz film i samim time porast tlaka u donjem dijelu
¢elije. Uredaj automatski ocitava, registrira 1 biljezi porast tlaka na ra¢unalu, a dobivena vrijednost
naziva se permeacija (cm® m? d * bar?® ). Koeficijent propusnosti kisika (OTR) izrazen je u cm®
m~' dan™' Pa”', a izradunat je kao aritmeticki produkt permeacije i debljine filma, prema

sljede¢em izrazu [7]:

OTR=q+d [7]
gdje je:
q - permeacija (cm®* m~2d ~" bar™');

d - debljina filma (u«m).

3.3.8. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda koriStena za odredivanje koli¢ine
ukupnih polifenola temelji se na sposobnosti antioksidativnih spojeva da reduciraju Zeljezo (I1I)-
tripiridil-triazin u zeljezo (II)-tripiridil triazin. Reakcija je popracena smanjenjem intenziteta

obojenja koje je proporcionalno koncentraciji antioksidansa.
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FRAP reagens je pripremljen na nacin da se u staklenoj ¢asi volumena 50 ml pomijesa 25 ml
acetatnog pufera (0,3M), 2,5 ml TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) reagensa i 2,5 ml zeljezovog (III)
klorida u omjeru 10:1:1.

Uzorci filmova najprije su otopljeni u destiliranoj vodi. U staklene epruvete otpipetira se 300
uL ekstrakta i 2250 uL. FRAP reagensa, promijesa i termostatira 10 minuta na temperaturi od 30
°C u vodenoj kupelji. Nakon provedene reakcije, mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 593

nm. Slijepa proba sadrzavala je samo FRAP reagens i destiliranu vodu.

3.3.9. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

DPPH (1,1-difenil-2-pirihidrazil) metoda je metoda koja se temelji na hvatanju slobodnih
radikala pri procjeni antioksidativnosti nekog spoja. Uzorci su stavljeni u staklene epruvete i
uronjeni u 0,004 % otopinu DPPH tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi bez dotoka svjetlosti.
DPPH radikali postaju stabilne molekule nakon sto se odvije reakcija s antioksidansom i to rezultira
promjenom boje od tamnoljubicaste do blijedozute. Intenzitet ljubiastog obojenja DPPH je
obrnuto proporcionalan antioksidativnoj aktivnosti uzoraka. Inicijalnu probu predstavljala je sama
otopina DPPH. Nakon 30 minuta, izmjerena je apsorbancija na 517 nm. Postotak inhibicije mjeri
se prema izrazu [8]:

% inhibicije = ——

X 100% [8]

gdje je:
1., - apsorbanca kontrole;

1., - apsorbanca uzorka.

3.3.10. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Udio ukupnih fenola u filmovima odreden je metodom koja se temelji na kolorimetrijskoj
reakciji s Folin-Ciocalteu (FC) reagensom. Princip same metode je kolorimetrijska reakcija
reducirajuéeg reagensa odnosno fenola s FC reagensom koji je smjesa fosfovolframove i
fosfomolibdenske kiseline. Tijekom reakcije nastaje plavo obojenje koje je proporcionalno
koncentraciji fenola koji se mjeri pri 765 nm.

U staklene epruvete otpipetira se 200 pL FC reagensa, 2 ml deionizirane vode i 20 pL ekstrakta
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otopljenih filmova. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine Na,CO5; i uzorci se
vorteksiraju. Prije mjerenja apsorbancije na 765 nm uzorci se termostatiraju u vodenoj kupelji
tijekom 30 minuta na 50 °C. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin kao iuzorci, a jedina razlika
je Sto se umjesto ekstrakta nalazi ista koli¢ina otapala za ekstrakciju, destilirane vode. Slijepa proba

sluzi kao kontrola. Udio ukupnih fenola racuna se pomocu krivulje bazdarnog pravca.

3.3.11. Biorazgradivost filmova

Uzorci pripremljenih filmova izrezani su na komade dimenzija 2 x 2 cm, odvagnuti (m) i
stavljeni na aluminijsku mrezicu te potom zakopani na 6 cm dubine u plasti¢ne ¢ase koje sadrze
zemlju, na sobnoj temperaturi (23 + 2 °C). Filmovi su iskopani 2 puta, nakon 4 tjedna i nakon 9
tjedana od dana ukopa. Po potrebi, sakupljeni filmovi ispiru se u destiliranoj vodi kako bi se uklonio
viSak zemlje te se suse na 105 °C tijekom 24 h. Tako osuSeni filmovi se vazu te se dobiva masa
(m2) filma nakon biorazgradnje u zemlji. Udio razgradnje (%) izratunava se prema sljede¢em

izrazu [9]:

% biorazgradnje = mlﬂ:mz x 100 % [9]
1
gdje je:
M- pocetna masa filma (g);

my- masa nakon razgradnje (Q).

3.4.  STATISTICKA OBRADA PODATAKA

StatistiC¢ka obrada podataka napravljena je u programu Xlstat 2023.1.6. (1410) (Addinsoft,
SAD) analizom varijance (ANOVA). Podaci su rangirani 1 statisticke razlike su ocijenjene u
redovima s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukey-ovim visestrukim usporednim

testovima. U svim slucajevima vrijednost p < 0,05 se smatra statisti¢ki znac¢ajnom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

41. PARAMETRI BOJE | TRANSPARENTNOST

Parametri boje, veli¢ine L*, a* i b*, ukupna razlika u obojenosti (4E) i transparentnost pri valnoj
duljini od 600 nm (14,,) mjereni u filmovima na bazi kitozana i Zelatine s dodatkom galne kiseline

ili etericnog ulja narance, te dodatkom oba aditiva prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Parametri boje (a* b* L* AE) u pripremljenim filmovima i transparentnost mjerena

pri valnoj duljini od 600 nm (Teoo)

Uzorak L* a* b* AE Te00

CSGEL 90,24 + 1,93¢ 1,19 + 0,23¢ -3,51 + 0,76¢ 0,00 + 0,00¢ 4,90

CSGELGA 82,48 + 2,60°¢ 3,72 + 0,50¢ 2,02 + 1,56° 9,86 + 2,82° 0,94

CSGELOEO 86,79 + 1,67° —0,44 + 0,85¢ 10,56 + 4,31? 8,29 + 4,33? 4,09

CSGELOEOGA 77,26 + 3,844 2,22 + 0,74P 10,56 + 4,68* 19,17 + 548% 3,37

CSGEL - filmovi od kitozana i1 Zelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana 1 Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom etericnog ulja narance,
CSGELOEOGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom galne kiseline i eteri¢nog ulja narance

Razli¢iti eksponenti (2 %) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p <

0,05)

Vizualno promatrajuéi filmove, uoéeno je da se filmovi razlikuju u boji ovisno o dodatku,
a koriStenjem glicerola postiglo se da su filmovi bili ujednaceni, bez nepravilnosti na povrSinama
(Jeya i sur., 2020). Boja filma kretala se od prozirne za CSGEL filmove, koji su bez dodataka te
koriSteni kao referentna vrijednost, svijetloZzuto do izrazito svijetlozelene boje za CSGELOEO
filmove s dodatkom etericnog ulja narance. Filmovi s dodatkom galne kiseline CSGELGA, bili su
svjetlije smede te filmovi s oba dodatka, CSGELOEOGA, tamnije smede boje (slika 7). Shodno
tome, iz instrumentalnih rezultata (tablica 3), uo€eno je da se L* vrijednost koja oznacava svjetlinu
uzorka krece u rasponu od 77,26 + 3,84 za najtamniji CSGELOEOGA uzorak do 90,24 + 1,93 za
najsvjetliji CSGEL uzorak. 1z navedenog se moze zakljuciti da galna kiselina uzrokuje smanjenje

svjetline, odnosno nize L* vrijednosti. Vrijednost parametra b* je negativha kod CSGEL uzorka,
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dok su izmjerene vrijednosti za ostale filmove pozitivne. Vrijednosti u filmovima s eteri¢nim ulje
narance su znacajnije vece Sto znaci da su se tonovi plave boje (negativne vrijednosti) mijenjali u
tonove zute boje (pozitivne vrijednosti). Pozitivne a* vrijednosti kod filmova ukazuju na crvene
tonove, a negativne na prisustvo zelenih tonova konkretno u CSGELOEO. Statisticki gledano,
filmovi se razlikuju u svjetlini i nijansama boje. Ukupna razlika u obojenosti, 4E prikazuje
odstupanja u boji od originala. Kao referentni uzorak, koristen je film na bazi kitozana i Zelatine,
odnosno CSGEL te su ostali filmovi usporedivani s njim. Prema Luo i sur. (2019), vidljiva razlika
golim oko uocljiva je ukoliko je 4E veca od 3 §to je slucaj kod svih pripremljenih filmova o ovome

radu. Najvecu AE vrijednost ima CSGELOEOGA film, a najmanju CSGELOEO (tablica 3).

Obzirom da filmovi trebaju biti odobreni od strane potrosaca, posebno kada je rije¢ o
filmovima koji oblazu proizvode i trebaju poboljSavati izgled, od izuzetne je vaznosti mjerenje
transparentnosti filma (Benbettaieb i sur., 2014). Kod mjerenja transparentnosti vrijednosti bi
trebale biti §to nize, jer Sto je vrijednost niza uzorak je transparentniji (Jridi 1 sur., 2014). Vrijednost
Teo0 za CSGELGA film se znacajnije razlikuje od preostale 3 vrijednosti za filmove, pa bi se moglo
zakljuciti da su dodatkom samo galne kiseline filmovi transparentniji, obzirom da se u prisustvu

etericna ulja narance u filmu koji sadrzi i galnu kiselinu vrijednost znacajnije povecala.

Apsorbanca

N

200 300 400 500 600 700 800
Valna duljina / nm

CSGELOEOGA CSGELOEO =———CSGEL -——CSGELGA

Slika 9. Apsorbance filmova na valnim duljinama od 200 do 800 nm
CSGEL - filmovi od kitozana i zZelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,

CSGELOEOGA - filmovi od kitozana 1 Zelatine s dodatkom galne kiseline i eteriénog ulja narance
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Apsorbnacija UV svjetla i vidljivog dijela spektra na valnim duljinama izmedu 200 i 800
nm prikazana je na slici 9. Zbog visokog sadrzaja aminokiselina s aromatskim prstenovima koji
mogu apsorbirati UV zracenje filmovi na bazi Zelatine pokazuju dobra barijerna svojstva na UV
pri valnim duljinama do 280 nm (Jridi i sur., 2014). Dodatkom galne kiseline smanjena je
propusnost UV zracenja, pa filmovi CSGELGA i CSGELOEOGA pokazuju dobra barijerna
svojstva izmedu 200 i 350 nm. Dodatkom eteri¢nog ulja naran¢e (CSGELOEO) apsorbancija se
povecala na pocetnim valnim duljinama u odnosu na CSGEL film, ali ve¢ pri 280 nm propusnost
je sli¢na kao kod CSGEL filma. Zbog dobivenih rezultata, a 1 pretraZivanjem literature Ahmed 1
Ikram (2016) moze se uvidjeti kako ovako pripremljeni filmovi pokazuju korisna svojstva zastite
od UV pa bi se mogli vrlo vjerojatno koristiti u buduénosti i na taj nain smanjiti oksidacijske

promjene i produljiti rok trajnosti proizvoda.

4.2, UDIO VODE, SUHE TVARI, TOPLJIVOST | BUBRENJE

Udio vode, suhe tvari, topljivosti i postotka bubrenja prikazan je u tablici 4. Topljivost filma
je vazan parametar jer ukazuje na to kako ¢e se film ponasati u doticaju s hranom stoga je vazno

da film bude netopiv odnosno otporan na vlagu i time stvori epitet dobrog ambalaznog materijala.

Tablica 4. Udio vode, udio suhe tvari, topljivost i postotak bubrenja (SW) pripremljenih filmova

od kitozana 1 zelatine

Udio suhe tvari

Uzorak Udio vode (%) (%)

Topljivost (%) SW (%)

CSGEL 15,06 + 093¢ 8494 + 093¢ 4542 + 1,13 7,66 + 2,40¢

CSGELGA 11,46 + 4,14¢ 88,54 + 4,14* 41,65 + 2,72¢ 9,75 £+ 3,36“

CSGELOEO 12,25 + 1,714 87,75 + 1,71¢ 3825 + 7,61¢ 7,44 £+ 2,07¢

CSGELOEOGA 12,68 + 0,34¢ 87,32 + 0,34* 37,69 + 7,50* 7,29 + 2,29¢

CSGEL - filmovi od kitozana i zZelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,
CSGELOEOGA - filmovi od kitozana 1 Zelatine s dodatkom galne kiseline i eteri¢nog ulja narance

Eksponent ? unutar stupca ukazuju da nema statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05)
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Zbog topljivosti Zelatine u vodi, filmovi na bazi Zelatine ¢e takoder biti topivi u vodi, a
dodatkom kitozana u Zelatinske filmove ta se topljivost smanjuje (Ahmed i Ikram, 2016).
Topljivost se smanjuje zahvaljujuci vezama koje nastaju izmedu kitozana i zelatine pa je samim
time manji broj slobodnih grupa za vezivanje s vodom. Shodno tome, manja je i mogucénost
bubrenja. Udio vode pripremljenih filmova krece se u rasponu od 11,46 + 4,14 % za CSGELGA
do 15,06 = 0,93 % za CSGEL film. Dodatkom galne kiseline udio vode se smanjio §to je u skladu
s rezultatima istrazivanja Pacheco i sur. (2018), gdje su autori pokazali da se dodatkom galne
kiseline smanjuje udio vode, odnosno povecavanjem njezine koncentracije taj udio je sve manji.
Dodatkom eteri¢nog ulja narance, udio vode se takoder smanjio, ali manje u usporedbi s dodatkom
galne kiseline. Najmanju topljivost pokazuje film s najvise komponentni, odnosno CSGELOEOGA
Sto je 1 za ocekivati jer broj slobodnih grupa za vezanje s vodom je u ovom polimernom matriksu
najmanji. Najmanja topljivost moze biti i rezultat hidrofobnog karaktera ujinih komponenti
(Jancikova i sur. 2019). Nadalje, topljivost filmova mozZe se smanjiti i zbog interakcije izmedu
polifenola koji sadrze hidrofobne i hidroksilne skupine koje mogu reagirati s aminokiselinama
hidrofobnim interakcijama i vodikovim vezama (Jancikova i sur., 2019). Kapacitet bubrenja
smanjio se dodatkom aktivne komponente, etericnog ulja narance, ali je zanimljivo da se povecao

dodatkom galne kiseline, svakako ovo je potrebno detaljnije prouditi i istraziti.

4.3. DEBLJINA, PROPUSNOST NA VODENU PARU (WVP) | BRZINA PRIJENOSA
VODENE PARE (WVTR) FILMOVA

Rezultati mjerenja debljine, propusnosti na vodenu paru i brzine prijenosa vodene pare
prikazani su u tablici 5. Prema statistickoj obradi podataka, nema znaCajne razlike u debljini
filmova, odnosno dodatak aktivnih komponenti nije imao utjecaja na debljinu $to je u skladu s

Pacheco i sur. (2018) gdje se dodatkom polifenola debljina znacajnije ne mijenja.

Brzina prijenosa vodene pare je otprilike ista kod svake vrste filma iznosi oko 1 x

2571, Na prijenos vodene pare kroz materijal utjeGu omjer hidrofilnih/hidrofobnih

1072gm~
komponenti filma, kristalicnosti filma, vijugavosti puta i prisutnosti povrSinskih ili strukturnih
nedostataka (Luduefa i sur., 2012.). Iz podataka u tablici 5, vidljivo je da u filmovima s dodatkom
galne kiseline ili eteri¢nog ulja naranée dolazi do smanjenja propusnosti na vodenu paru, dok
kombinacijom oba dodatka i etericnog ulja narance i galne kiseline (CSGELOEOGA film)

propusnost na vodenu paru se povecala i taj se rezultat statisticki jedino razlikuje od ostalih. Do
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smanjenja je moglo do¢i zbog promjena u strukturi polimera otezavajuéi difuziju molekula vode
kao i hidrofobnih reakcija i vodikovih veza koje mogu stvarati polifenoli s polarnim grupama
biopolimera. Prema istrazivanjima koje su proveli Pifieros-Hernandez i suradnici (2017) moze se
zakljuciti da se povecavanjem hidrofilnog sadrzaja povecava i osjetljivost filmova na vodenu paru.
Prema Khalil i sur. (2019) razli¢iti su ¢imbenici koji utje¢u na barijerna svojstva filmova na vodenu
paru poput debljine, kontakt filma s proizvodom, sastav i uniformnost filma. Uz te unutarnje
¢imbenike, od velike su vaznosti i vanjski ¢imbenici temperatura i relativna vlaznost. Da se sprijeci
gubitak vlage u okolinu vrijednosti WVP bi trebale biti §to nize Sto moze dovesti do susenja i
narusene strukture 1 kvalitete proizvoda. Suprotno tome, niska propusnost dovodi do kondenzacije
s unutarnje strane filma 1 mogucéeg mikrobioloskog kvarenja. Zbog prije navedenih razloga, svaki

proizvod se treba tretirati na njemu svojstven nacin kako bi njegova kvaliteta bila na visokoj razini.

Tablica 5. Debljina filma, propusnost na vodenu paru (WVP) i brzina prijenosa vodene pare
(WVTR) pri razlici relativne vlaznosti od 70 %

WVP 2 1
Uzorak Debljina (um) (@gm™ts™ ! Pa1) x AR (€ 7112 s7)
—10 x 10
10
CSGEL 73,67 + 15,81¢ 3,69 + 0,167 1,10 + 0,05¢
CSGELGA 62,57 + 16,59 ¢ 3,23 + 0,78? 1,12 + 0,27¢
CSGELOEO 60,29 + 20,37¢ 2,90 + 0,15% 1,06 + 0,06%
CSGELOEOGA 68,57 + 13,30¢ 5,98 + 0,637 0,99 + 0,017

CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana 1 Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,
CSGELOEOGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom galne kiseline i etericnog ulja narance.

Razli¢iti eksponenti (3~°) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki zna¢ajne razlike medu uzorcima (p <

0,05)

4.4, PROPUSNOST FILMOVA NA PLINOVE (0, | €0,)

Rezultati mjerenja propusnosti na kisik i ugljikov dioksid prikazani su na slici 10. Opcenito,
filmovi kojima je glavna komponenta Zelatina pokazuju loSa barijerna svojstva, dok s druge strane,
kitozanski filmovi dobra te se smatra da je upravo kitozan u visekomponentnim filmovima
odgovoran za dobra barijerna svojstva. Vrijednosti propusnosti na 0, kod svih su uzoraka vece,

nego vrijednosti za CO,. Oc¢ekivanja da ¢e topljivost €O, biti visa u odnosu na O, jer se filmovi na
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bazi kitozana pripremaju u kiselom mediju (Kurek i sur., 2014). Znacajnija razlika izmedu
propusnosti kod dvaju plinova vidljiva je kod filma s dodatkom dvije aktivne komponente i galne
kiseline 1 etericnog ulja narance, gdje je moguce da je doslo do naruSavanja strukture materijala.
Dodatkom galne kiseline, barijerna svojstva su se poboljsala $to je u skladu s rezultatima Zhang i
sur. (2021). Razlog zbog kojeg to povecanje nije znacajnije je zbog vjerojatnosti dodatka male
koncentracije galne kiseline. Filmovi koji sadrzavaju etericno ulje narance pokazali su najlosija

svojstva propusnosti na kisik, ali i najbolja svojstva propusnosti na ugljikov dioksid.

=
o
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HH

Koeficijent propusnosti
(x 105 cm3m-id-lbar?)

O P N W b 01 OO NN 00 ©
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Uzorak

Slika 10. Kaoeficijent propusnosti materijala na kisik (PO2) i ugljikov dioksid (PCO>)
CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana 1 Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,
CSGELOEOGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom galne kiseline 1 eteri¢nog ulja narance.

Eksponent (?) iznad stupca ukazuju da nema statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05)

Kontrola vanjskih ¢imbenika kao $to su temperatura irelativna vlaznost igraju veliku ulogu
za ocuvanje jestivih filmova jer nepovoljno utjecu na barijerna i mehanicka svojstva istih (Arboleya
i sur., 2008). U nekontroliranim uvjetima pojave kisika moguée su oksidacijske promjene koje
dovode do naruSavanja organoleptiCkih svojstava namirnice (izgled, miris, okus), ali 1 pojavu
aerobnih mikroorganizama koji takvu namirnicu ¢ine potpuno neprihvatljivom za koristenje (Wang
i sur., 2021). Ovisno o vrsti upakiranog materijala mijenja se i uloga kisika pa tako kod pakiranja

voca i povréa , kisik ima vazno svojstvo o¢uvanja svjezine i produljenja trajnosti kada se uspostavi
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optimalna brzina respiracije.

45. UDIO UKUPNIH FENOLA | ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

U karakterizaciji aktivnih filmova, antioksidacijska aktivnost je jedan od vaznijih
parametara jer sprjecava oksidaciju tvari i na taj na¢in produljuje rok trajnosti proizvoda (Wang i
sur., 2019). Udio ukupnih fenola u pripremljenim filmovima prikazan je na slici 11, a
antioksidacijska aktivnost mjerena FRAP i DPPH metodama na slikama 12 i 13.
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Slika 11. Ukupni udio polifenola u pripremljenim filmovima

CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana 1 Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,
CSGELOEOGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom galne kiseline i etericnog ulja narance.
Razli¢iti eksponenti (*~€) iznad stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p <
0,05)

Filmovi na bazi kitozana i Zelatine te kitozana i zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,
CSGEL 1 CSGELOEO filmovi, pokazuju znatno nize vrijednosti u odnosu na filmove koji sadrze
galnu kiselinu. Tako ni kitozan ni Zelatina ne sadrze fenole, mjerljive vrijednosti ukupnih fenola u
CSGEL uzorku povezuju se s reakcijom FC reagensa s amino skupinom kitozana (Baji¢ i sur.,
2019). U uzorku CSGELGA izmjerena je najveca koli¢inu ukupnih fenola (slika 12) 1 ovaj uzorak
samim time pokazuje najvecu antioksidacijsku aktivnost (slika 13). Spojevi bogati fenolima

pokazuju antioksidacijski uc¢inak na nacin da reagiraju sa slobodnim radikalima, apsorbiraju UV
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svjetlo na valnim duljinama izmedu 100 i 400 nm te stvaraju prijelazne metale (Benbettaieb i sur.,
2020). Prema Wang i sur. (2019) znac¢ajno se poboljsala koli¢ina ukupnih fenola dodatkom galne

kiseline §to je u korelaciji ovim rezultatima.
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Slika 12. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,
CSGELOEOGA - filmovi od kitozana i zelatine s dodatkom galne kiseline i etericnog ulja narance.

Razli¢iti eksponenti (*~€) iznad stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p <

0,05)

Usporedujuc¢i dobivene vrijednosti iz DPPH testa (slika 14), vidljivo je da uzorak
CSGELOEOGA najvise izblijedi DPPH reagens, odnosno postize najvecu inhibiciju Sto je 1 za
oc¢ekivati budu¢i su u toj formulaciji dodana dva snazna antioksidansa galna kiselina 1 etericno ulje
naran¢e. Mjerenjem antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom (slika 13) dobiveni su rezultati
gdje CSGELGA uzorak pokazuje najvecu antioksidacijsku aktivnost, Sto je u korelaciji sa

koli¢inom ukupnih fenola za isti uzorak (slika 12).
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Slika 13. Postotak inhibicije DPPH u mjerenim filmovima
CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,

CSGELOEOGA - filmovi od kitozana i zelatine s dodatkom galne kiseline i etericnog ulja narance

Slika 14. Promjena boje uzoraka nakon uranjanja filma u otopinu DPPH s lijeva na desno 4-
CSGELOEOGA, 3 - CSGELOEOQO, 2 - CSGELGA, 1 - CSGEL
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4.6. BIORAZGRADIVOST FILMOVA

Ovisnost postotka razgradnje o vremenu prikazan je na slici 15. 1z dobivenih rezultata
vidljivo je da filmovi Kkoji nisu obogaceni galnom kiselinom CSGEL i CSGELOEO imaju
znacajniji postotak razgradnje nakon 9 tjedana u odnosu na filmove CSGELGA i CSGELOEOGA,
filmove s galnom kiselinom za isti vremenski period. Nakon vremenskog razdoblja od 4 tjedna
filmovi CSGEL, CSGELGA i CSGELOEOGA pokazuju sli¢ne vrijednosti postotka razgradnje sto
je potkrijepljeno statistickom obradom podataka. CSGELOEOGA uzorak pokazuje veci postotak
razgradnje nakon 4 tjedna u odnosu na vremenski period od 9 tjedana. Takav ishod moze se
pripasati pogresci prilikom eksperimentalnih mjerenja, mogucem zaostatku zemlje na uzorku koja
je prouzrocila povecanje mase. Prema rezultatima Riaz i sur. (2020) povecanje biorazgradivosti
dogada se povecanjem udjela ukupnih fenola, pa se tako kitozanski filmovi nakon zakopavanja u
zemlju razgrade 26,98 %, a kitozanski filmovi obogaceni ekstraktom korijena kineskog vlasca
(Allium tuberosum) ¢ak 47 %. S druge strane prema Pifieros-Hernandez i sur. (2016) filmovi koji
su sadrzavali ekstrakt ruzmarina pokazali su bolju o¢uvanost, odnosno manju razgradnju u odnosu
na filmove bazirane samo na komponentama kasave i $kroba. Uvjete biorazgradnje moguce je
poboljsati povecavanjem udjela vlage zemlje u kojoj su uzorci zakopani. Vlaga i prisutnost
mikroorganizama uvelike mogu pomoci pri biorazgradnji filmova. Jedan od glavnih ¢imbenika
biorazgradivih filmova je spontana razgradnja bez kontaminacija okolisa koju film mora postici
kako bi bio prihvatljiv za koristenje (Yaradoddi i sur., 2020). Unato¢ razlikama u postotku
biorazgradivosti koje se mogu pripisati razli¢itim formulacijama filmova, svi filmovi na bazi

polisaharida imaju sposobnost biorazgradnje (Zhu, 2021).
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Slika 15. Postotak razgradnje filmova u komercijalnoj zemlji nakon 4 i 9 tjedana

CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGA - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom
galne kiseline, CSGELOEO - filmovi od kitozana i Zelatine s dodatkom eteri¢nog ulja narance,
CSGELOEOGA - filmovi od kitozana i zelatine s dodatkom galne kiseline i eteri¢nog ulja narance.
Razli¢iti eksponenti (* ) iznad stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p <
0,05).
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5. ZAKLJUCCI

U ovom istrazivanju uspjesno su pripremljeni biorazgradivi filmovi na bazi kitozana i zelatine

s dodatkom aktivnih komponenti galne kiseline i eterinog ulja narance.

1. Filmovi koji su sadrzavali obje aktivne komponente, galnu kiselinu i etericno ulje
narance bili su najtamniji (smede boje), dok je referentni film bez dodataka bio gotovo
proziran. Galna kiselina uzrokuje smanjenje svjetline, odnosno nize L* vrijednosti. Svi
filmovi imali su glatku povrSinu bez nepravilnosti.

2. Pripremljeni filmovi pokazuju korisna svojstva zastite od UV zraéenja, posebice filmovi
koji sadrzavaju galnu kiselinu.

3. Dodatkom aktivnih komponenti doslo je do smanjenja topivosti, a najmanju topljivost
pokazuje CSGELOEOGA film. Sto se ti¢e kapaciteta bubrenja, on se smanjio u
CSGELOEO 1 CSGELOEOGA filmovima, dok je u filmu koji sadrzi samo galnu
kiselinu doslo do povecanja Sto se treba detaljnije istraziti.

4. Nema statisticki znacajne razlike u debljini filmova, odnosno dodatak aktivnih
komponentni nije imao utjecaja na istu.

5. Dodatkom galne kiseline i eteri¢nog ulja naranc¢e dolazi do smanjenja propusnosti na
vodenu paru, dok kombinacijom etericnog ulja narance 1 galne kiseline,
CSGELOEOGA film, propusnost na vodenu paru se statisti¢ki znacajno povecala.

6. Svi filmovi pokazuju visu propusnost na ugljikov dioksid u odnosu na Kisik.

7. Najvecu antioksidacijsku aktivnost i ukupnu koli¢inu fenola ima CSGELGA film.

8. Najveci postotak inhibicije DPPH metodom ima film s 2 aktivne komponentne,
CSGELOEOGA.

9. Filmovi obogaceni galnom kiselinom (CSGELGA i CSGELOEOGA) pokazuju bolju
o¢uvanost, odnosno manji postotak razgradnje, dok filmovi koji su sadrzavali eteri¢no
ulje naran¢e CSGELOEO kao i film bez dodataka CSGEL pokazali najvec¢i postotak

razgradnje.
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