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1. UVOD

Pakiranje hrane, iako posljednji, jedan je od najbitnijih koraka u procesu proizvodnje hrane.
Pakiranjem hranu osiguravamo od mikrobioloskog zagadenja i mehanickih oStecenja, od
nepozeljnog utjecaja vlage, kisika i svjetlosti te joj tako produljujemo rok trajnosti i osiguravamo

da zdravstveno sigurna i senzorski ispravna hrana stigne do krajnjeg potrosaca.

Ambalazni materijali za pakiranje hrane mogu biti: staklo, papir, metal, keramika, plastika te
slozeni (kombinirani) materijali. Zbog izuzetno dobrih svojstava poput lakog oblikovanja,
nepropusnosti na plinove, vodenu paru, svjetlost, arome i masnoce, postojanosti na visokim
odnosno niskim temperaturama i vrlo lakog oblikovanja te izrazito niske cijene, plastika je
najzastupljenija vrsta ambalaznog materijala. Danas na trziStu postoji vise od 900 vrsta plasti¢nih
masa (Fuk, 2019). Iako je plastika izvrstan ambalazni materijal, s druge strane ona zbog
neracionalnog Koristenja i nepropisnog odlaganja zagaduje okoli§. Razgradnja plastike traje
nekoliko stotina pa i1 do tisucu godina. Nakon §to zavrsi u prirodi, plastika podlijeze razlic¢itim
procesima degradacije te dolazi do njezinog usitnjavanja, ¢ime nastaje mikroplastika koju
organizmi poput riba unose u prehrambeni lanac i koja u konacnici zavrsava u tijelu covjeka (Bule
i sur., 2020). Takoder, pretpostavlja se da ¢e se do 2050. godine u morima i oceanima nalaziti vise

plastike nego ribe (Wang i sur., 2019).

To sveukupno predstavlja veliki globalni i ekoloski problem. Stoga pojava jestive ambalaze na
trziStu predstavlja alternativu plasti¢énoj ambalazi. Jestiva ambalaza se proizvodi od prirodnih
materijala 1 Stiti proizvod od nepozeljnog utjecaja vlage 1 plinova, mikrobioloSkog zagadenja te
istovremeno produZava rok trajnosti prehrambenih proizvoda. Najveca prednost jestive ambalazZe
je ta Sto se ona zajedno s proizvodom jede te se na taj nacin smanjuje koli¢ina otpada koja bi
nastala kada bi proizvod pakirali u plasticnu ambalazu. Osim toga, razvoj jestive ambalaze
motiviran je s viSe drugih aspekata: (i) nutritivni (smanjuje se transfer vlage kod heterogenih
proizvoda); (ii) ekonomski (smanjuju se ukupni troSkovi pakiranja); (iii) marketinski (stvaraju se
novi proizvodi - “razli¢iti” od drugih) (Hun i Gennadios, 2005). Jestivi se filmovi mogu obogatiti
razli¢itim bioaktivnim tvarima te tako dobivaju obiljezja funkcionalne hrane. Bogat izvor
bioaktivnih tvari je komina grozda, odnosno ekstrakt sjemenki grozda. Ekstrakt sjemenki grozda
ima antioksidacijsko, antimikrobno, antiupalno i antibakterijsko djelovanje zbog sadrzaja

bioaktivnih tvari - polifenola.



Ciljevi ovog diplomskog rada bili su:

» Priprema jestivih kompozitnih biofilmova upotrebom kitozana i gume arabike
» Dodatak ekstrakta sjemenki grozda u biofilmove
» Karakterizacija i usporedba fizikalno—kemijskih svojstva pripravljenih biofilmova

s 1 bez ekstrakta sjemenki grozda



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JESTIVA AMBALAZA

Danasnji potrosa¢ zahtjeva minimalno procesiranu hranu, bez umjetnih aditiva i konzervanasa,
sa §to duljim rokom trajanja i pozeljnih senzorskih karakteristika. Takoder, zbog sve vece
osvijeStenosti potrosaca o Stetnosti plastike na okoli$, porasla je potraznja za biorazgradivim i
ekoloskim materijalima. To je utjecalo na pojavu inovativnih tehnika pakiranja u prehrambenoj
industriji pa tako danas postoji jestiva i biorazgradiva ambalaza. lako je postupak prevlacenja
hrane bilo voskovima ili Zelatinom patentiran daleke 1800. godine (Gali¢, 2009), jestivi se
biofilmovi rijetko nalaze u komercijalnoj primjeni. Razlog tomu je $to nejestiva ambalaza pruza

bolju zastitu proizvodu u odnosu na jestivu.

Jestiva se ambalaza proizvodi od jestivih komponenti koje moraju biti odobrene za ljudsku
konzumaciju od strane sluzbenih institucija za sigurnost hrane i materijala u dodiru s hranom; u
Europskoj uniji tu funkciju obavlja Europska agencija za sigurnost hrane (eng. European Food
Safety Authority), a u Americi Agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration).

Moguce komponente jestivih filmova i prevlaka prikazane su na slici 1.

KOMPONENTE JESTIVIH FILMOVA I PREVLAKA

Otapala Aditivi

Voda i etanol I

| |

i i : Za modifikaciju Za pobolj3anje
Biopolimeri T ﬁfm e kvalitete, stabilnosti i
sigurnosti pakirane
| Antioksidansi,
| ] | Plastifikatori i antimikrobna
emulgatori sredstva,
Polisaharidi Proteini Lipidi baojila, arome,
nutraceutici
Derivati Proteini soje, Voskovi,
celuloze, pEeniéni gluten, trigliceridi,
Skrobovi, zein, proteini acetilirani
alginati, pektini, suncokreta, monogliceridi,
kitozani, Zelatine, slobodne masne
karaganani, sirutka, kazein, kiseline, esteri
gume, vlakna keratin saharoze, smola

Selaka

Slika 1. Komponente jestivih filmova i prevlaka (Salgado i sur., 2015)



Razlikujemo dvije vrste jestive ambalaze: jestivi premazi i jestivi biofilmovi. Glavna razlika
izmedu jestivog premaza i biofilma je u nacinu nanoSenja na proizvod. Jestivi premaz nastaje
izravnim nano$enjem otopine na proizvod postupkom uranjanja, prskanja ili premazivanja, te se
zatim susi pri ¢emu nastaje tanki sloj premaza na povrsini proizvoda. Pod pojmom jestivi biofilm
podrazumijevamo suhi film koji nastaje suSenjem otopine na supstratu. Nakon suSenja se film
odvaja od supstrata i nanosi na proizvod kojeg zelimo zastititi. Shematski prikaz nastajanja

jestivog filma i jestivog premaza prikazan je na slici 2.

Filmogena Homogenizacija Otplinjavanje
otopina

&> @8
GRS

Lijevane [ ] - J
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Slika 2. Shematski prikaz nastajanja jestivog filma i jestivog premaza (Otoni i sur., 2017)

Usanjanje (iti
gsm'iivmie‘) i

Temeljeno prema materijalu od kojega je izgraden, jestivi filmovi se dijele na (prema Skurtys i
sur., 2010):

» Hidrokoloide koji se rade iz proteina i polisaharida
* Lipide

» Kompozite, tj. kombinacije razli¢itih materijala, npr. hidrokoloida i lipida



2.1.1. Hidrokoloidi

Hidrokoloidni materijali koriSteni u proizvodnji jestivih filmova definirani su kao hidrofilni
polimeri biljnog, Zivotinjskog, mikrobnog ili sintetskog podrijetla (Dhapanal i sur., 2012).
Zajednicko svojstvo svih hidrokoloida je veliki afinitet vezanja vode zbog prisutnosti hidroksilnih
skupina. Hidrokoloidi su dispergirani u prisutnosti vode te formiraju sustav koji nije niti prava
otopina niti suspenzija, nego nesto izmedu toga, a pokazuje svojstva koloida (Milani i Maleki,
2012). Hidrokoloide dijelimo na proteinske i polisaharidne filmove, a materijali od kojih se

proizvode su navedeni u tablici 1.

Ovakvi filmovi pokazuju dobru zastitu protiv oksidacije lipida i drugih osjetljivih sastojaka
hrane, dok im je svojstvo zastite od vlage ograni¢eno (Milani i Maleki, 2012). Kako bi se taj
nedostatak izbjegao, svojstva proteina se poboljSavaju kemijskim, fizikalnim i enzimskim

procesima te kombiniranjem s hidrofobnijim materijalima (Bourtoom, 2009).

2.1.2. Voskovi, lipidi i derivati

Lipidi koji se mogu koristiti za jestive premaze i filmove su trigliceridi, acetilirani
monogliceridi, masni alkoholi, saharozni esteri masnih kiselina, masne kiseline (Schellhammer i
Krochta, 1997; Martin-Polo i sur., 1992) i ulja (biljna, zivotinjska i mineralna) (Baldwin i sur.,
1995 a,b). Lipidni jestivi premazi i filmovi su hidrofobni, a u usporedbi s ostalim jestivim
prevlakama i filmovima pruzaju bolju zastitu od utjecaja vlage. Tako npr. navodi se da je
permeacija vode kroz film od pcelinjeg voska deseterostruko manja u odnosu na permeaciju vode
kroz lecitinske ili acetostearinske filmove, odnosno 25 puta manja u odnosu na uljne i 100-200
puta manja od propusnosti kroz kazeinske ili pektinske filmove (Gali¢, 2009). Dodatak lipida u
proteinske ili polisaharidne emulzije moze poboljsati njihova fizikalna svojstva (Galus i
Kadzinska, 2016). Glavni nedostatak masnih prevlaka je sklonost uzeglosti 1 masna povrS§ina

(Gali¢, 2009) te posjeduju losa organolepticka svojstva (vostani okus).

2.1.3. Kompoziti

Kompoziti su slozeni filmovi proizvedeni od dvije ili viSe razli¢itih komponenti s ciljem
uklanjanja ili smanjivanja negativnih svojstava pojedina¢nih materijala. Neke od kombinacija koje
se ispituju su Skrob i alginati, Skrob i guma, dekstrin i polisaharidne Zelatine, pektin i Zelatina, itd.
Primjerice, kombinacijom lipidnog s hidrofilnijim materijalom mogu se smanjiti losa mehanicka

I organolepticka svojstva lipida, a poboljsati slaba barijera hidrofilnih materijala prema vlazi.



Tablica 1. Materijali za izradu jestivih filmova i premaza (Gali¢, 2009)

Funkcionalni sastav  Materijali

Materijali za izradu Proteini
filmova
Polisaharidi
Voskovi, lipidi

Plastifikatori (omeksavala)

Funkcionalni aditivi

Ostali aditivi

Kolagen, Zelatina, kazein, proteini sirutke,
zein, pSeni¢ni gluten, proteini bjelanjka
Skrob, modificirani $krob, modificirana
celuloza (CMC, MC, HPC, HPMC)*, alginat,
karagenan, pektin, pululan, kitozan, gelan
guma, ksantan guma

Voskovi (pcelinji vosak, parafin, karnauba
vosak), smole (Selak), acetogliceridi

Glicerin, propilen glikol, sorbitol, saharoza,
polietilen glikol, kukuruzni sirup, voda
Antioksidansi, antimikrobne tvari, nutrijenti,
nutraceutici, tvari okusa i boje

Emulgatori (lecitin), teku¢e emulzije (jestivi

voskovi, masne kiseline)

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

hidroksipropilmetil-celuloza

2.2. OBLIKOVANJE FILMOVA

lako postoji veliki broj razli¢itih kombinacija biopolimera, s razli¢itim fizikalno-kemijskim i

mehani¢kim svojstvima te raznovrsnim dodacima, jestivi se filmovi mogu nanijeti na proizvod

pomocu nekoliko razli¢itih tehnika. U takvim sustavima, hrana — jestivi film, djeluju dvije vrste

sila. To su sile kohezije 1 sile adhezije. Sile kohezije djeluju medu polimernim molekulama od

kojih je sacinjen film, a sile adhezije djeluju izmedu filma i supstrata odnosno hrane. Sile kohezije

i adhezije ovise o strukturi i kemijskoj gradi polimera (molekulska masa, pravilnost lancane

strukture, razgranatost strukture, polarnost i raspodjela polarnih skupina uzduz polimernog lanca)

(Gali¢, 2009). Sto je stupanj uredenosti polimernog lanca veéi, to ée krutost i kohezivnost filma

biti bolja. Prilikom izrade filma preporuca se upotreba toplih otopina, ali vazno je paziti na

temperaturu otopine. Previsoka ili preniska temperatura otopine moze uzrokovati nastanak



nekohezivnog i rupicastog filma ili moze dovesti do ljustenja filma. Odabir tehnike za izradu filma

ovisit ¢e o vrsti filma, ali i 0 svojstva filma koje Zelimo dobiti.
Tehnike koje se primjenjuju za izradu jestivih filmova su:

Ekstruzija
Lijevanje otopine jestivog filma
Premazivanje

Prskanje

A A

Uranjanje
2.2.1. Ekstruzija

Ekstruzija je kontinuirani, u¢inkovit i ekonomski prihvatljiv proces, pogodan za proizvodnju
vecih koli¢ina jestivih filmova (Garcia i sur., 2016). Postupak se temelji na termoplasti¢nim
svojstvima polimera. U polimer se dodaju plastifikatori, punila, stabilizatori, maziva i drugi aditivi
kako bi dobili proizvod s zeljenim svojstvima. Sastojci se pomocu jednog ili dva vijka postavljenih
u cijevi guraju prema naprijed u kuciste ekstrudera. Uslijed rotacije vijaka dolazi do postupnog
povecanja tlaka i temperature te tako dolazi do sabijanja i mijeSanja sastojaka. Prilikom izlaska
proizvoda dolazi do ekspanzije. U ovom je postupku vazno kontrolirati klju¢ne parametre poput
brzine uvlacenja, brzine vrtnje, konfiguracije vijka, omjera duljine i promjera vijka, temperatura i
oblik cijevi, itd. Filmovi proizvedeni postupkom ekstruzije pokazuju bolja mehanicka, barijerna i
mikrostrukturalna svojstva u odnosu na filmove dobiveni lijevanjem (Hernandez-Izquierdo i sur.,
2008).

2.2.2. Lijevanje otopine jestivog filma

Lijevanje je najCes¢i postupak proizvodnje hidrokoloidnih filmova. Postupak se temelji na
lijevanju otopine filma na prikladnu podlogu te se zatim suse u konvekcijskoj pe¢nici na odredenoj
temperaturi kroz odredeno vrijeme. SuSenjem otapalo isparava i dobivamo film u krutom obliku.
Pozeljno je susiti film do udjela vlage 5-10 % m/v. U ovom postupku vazno je odabrati prikladni
supstrat kako bi se film nakon susenja mogao odvojiti od podloge bez ostecenja. Konacan izgled i
svojstva filma ne ovise samo o uvjetima susenja (relativna temperatura i vlaznost zraka) ve¢ ovise

I 0 sastavu otopine za lijevanje te debljini mokrog lijevanja.



2.2.3. Premazivanje

Premazivanje je postupak ru¢nog nanosSenja otopine filma pomocu cetke na zeljeni proizvod.
Film nastaje skru¢ivanjem na sobnoj temperaturi ili suSenjem na poviSenoj temperaturi.
Premazivanje se pokazalo boljim od postupka uranjanja ili omatanja u smislu smanjenja gubitka

vlage u proizvodu koji se zeli zastititi (Pamukovié, 2017).
2.2.4. Prskanje

Prskanje ili rasprSivanje je najc¢esc¢a tehnika koja se koristi za oblikovanje jestivog premaza
(Skurtys i sur., 2010). Definira se kao postupak jednolikog nanoSenja otopine filma sustavom
rasprsivanja na proizvod velike povrSine. Ovaj postupak nije pogodan za viskozne otopine jer se
one tesko ili uopce ne rasprsuju. Sprej izlazi iz mlaznice kao dvodimenzionalni list tekucine koji
se razbija u seriju cilindri¢nih vrpci (Novak, 2015) te tako nastaje tanki sloj filma s minimalnom
koli¢inom vode na proizvodu. Ova tehnika zahtjeva okretanje proizvoda kako bi se film nanio sa

svih strana proizvoda.
2.2.5. Uranjanje

Uranjanje je postupak u kojem jestivi premaz nastaje potapanjem proizvoda u jestivu otopinu
te naknadnim cijedenjem. Postupak potapanja traje 5-30 sekundi, a obi¢no se primjenjuje za
namirnice nepravilnog oblika i kada je otopina filma vrlo viskozna. Kod ovakvog nacina nano$enja
filma debljina i pokrivenost filmom mogu biti manje jednoli¢ni nego kod ostalih postupaka

(Pamukovi¢, 2017).

2.3. JESTIVI BIOFILMOVI

Jestivi zastitni filmovi mogu se definirati kao tanki sloj materijala koji potrosa¢ moze
konzumirati, a koji osigurava barijeru prema plinovima i vodenoj pari (Gali¢, 2009; Robertson,
2006; Laohakunjit i Noomhorm, 2004; Park i Chinnan, 1995; Gennadios i sur., 1994a, 1994b;

Gennadios i sur., 1993; Greener i Fennema, 1989).

Jestivi filmovi osim zaStitne uloge, mogu poboljsati kvalitetu hrane, njenu trajnost i
funkcionalnost. Mogu se koristiti kao sloj izmedu komponenti hrane ukoliko se radi o heterogenoj
hrani ili se filmom moze u potpunosti prekriti cijeli proizvod. Od suvremenih zastitnih filmova

zahtijeva se: (i) odgovarajuca barijera prema vlazi; (ii) dobra barijera na kisik; i (iii) dobra
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mehanicka i organolepticka svojstva (Gali¢, 2009). Vazno je osigurati da film tijekom prerade i
skladiStenja zadrzi Zeljena svojstva. Kako bi se to osiguralo, u filmove se mogu dodati
plastifikatori, arome, antimikotne tvari ili antioksidansi. Pozeljno je da oni u medusobnim
interakcijama ne mijenjaju organolepticka svojstva samog proizvoda, a budu¢i se uglavnom
koriste u malim koncentracijama, smatra se da je taj utjecaj uglavhom zanemariv (Zhao i
McDaniel, 2005).

Primjena jestivih filmova uglavnom je ograni¢ena na prehrambene proizvode s niskim ili
srednjim udjelom vlage, kao i na smrznute proizvode (Gali¢, 2009). Proizvode koji su pakirani u
jestivu ambalazu je potrebno zastititi nejestivim ambalaznim slojem kako bi se oCuvala svojstva
zastitnog filma i kvaliteta samog upakiranog proizvoda. Primjena jestivih filmova mora biti
odabrana prema specificnoj namirnici, vrsti prehrambenog proizvoda i glavnom mehanizmu
smanjenja kvalitete proizvoda (Peterson i sur., 1999). Neki od primjera primjene jestivih filmova
prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Primjena jestivih filmova (Gali¢, 2009)

Svrha

Zastita od vlage i kisika

Usporavanje mikrobnog
kvarenja izvana
Kontrola ravnoteze vlage

unutar heterogenih proizvoda

Kontrola migracije otopine,

boja, arome unutar

heterogenih proizvoda

Zeljena kvaliteta

Dobra svojstva prevlacenja,
niska propusnost na vodenu
paru 1 kisik (moguc¢i dodatak

antioksidansa)

Dodatak antimikrobnih
agenasa
Dobra barijerna svojstva na

vodu

Dobra barijerna svojstva na

vodu i otapala

Primjene
Svjeza riba, sir, meso, mesni
proizvodi; hrana srednjeg
sadrzaja vlage; suha hrana,
orasi, suhi pekarski proizvodi,
grickalice

Hrana srednjeg sadrzaja vlage
Heterogeni proizvodi
kolaci),

heterogeni smrznuti proizvodi

(pite,
pizze, sendvici,
Usalamureni smrznuti
proizvodi (Skampi, rakovi i

sl.)



Poboljsanje mehanickih

svojstava tijekom rukovanja

Osiguranje adhezivnosti
smjese za paniranje tijekom
przenja

Spre¢avanje migracije vlage
pri  nanoSenju  prevlake
maslaca i krusnih mrvica u

procesu paniranja

Zastita veceg broja manjih

Dobra adhezivnost i

kohezivnost

Dobra adhezivnost

Dobra adhezivnost i niska

propusnost na vodu

Niska propusnost na vodu; ne

Restrukturirani mesni i riblji
proizvodi, mehanicki
otkoSteno meso; liofilzirane
porcije hrane ili porcije suhe
hrane

Panirana hrana, smrznuta
hrana (riblji fileti, hamburgeri,

narezani luk i dr.)

Panirana hrana, smrznuta
hrana
(riblji ~ fileti, hamburgeri,
narezani

luk idr.)

Sir, procesirane kockice sira,

komada hrane (pakiranih u smije biti ljepljiv voce srednjeg sadrzaja vlage;

vreéice ili Salice) smrznuta hrana; sladoled:;
proizvodi veli¢ine jednog
zalogaja

2.3.1. Kitozan

Kitozan (poli[af(1-4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoza) je linearni kopolimer. Izgraden je
od dvije wvrste ponavljaju¢ih monomernih podjedinica N-acetil-2-amino-2-deoksi-D-
glukopiranoza (acetilirana podjedinica) i 2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoza (deacetilirana
podjedinica) (Carneiro-da-Cunha i sur., 2010) koje su medusobno povezane a-(1—4) glikozidnim
vezama. Kitozan je derivat hitina koji se dobiva kemijskim putem, reakcijom N-deacetilacije hitina
uz prisutnost luzine. Reakcija dobivanja kitozana prikazana je naslici 3. Kitozan je otkriven 1859.
godine (Martinac i Filipovi¢-Gréi¢, 2002) kada je francuski kemicar Charles Rouget kuhaju¢i hitin
u koncentriranom kalijevu hidroksidu dobio tvar koja je bila topljiva u razrijedenim kiselim

otopinama.
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Za razliku od hitina, kitozan je pogodan za tvorbu biofilmova, biorazgradiv i biokompatibilan
(Vuillemin i sur, 2019). Osim toga, kitozan posjeduje antioksidativnu (Ngo i Kim, 2014; Ojagh i
sur., 2010) i antimikrobnu aktivnost prema velikom broju patogenih mikroorganizama, ukljucujuci
gljive (kvasce i plijesni), Gram pozitivne i Gram negativne bakterije (van den Broek i sur., 2015;
Friedman i Juneja, 2010; Kong i sur., 2010). Zbog svega navedenoga, kitozan je prepoznat kao

potencijalni prirodni konzervans.

OH

OH OH OH
Lo 0 o] NaOH o o] o)
H Ho m —
N o ™ OH HO ™ Po ~\_OH
AcJ n Ac n Ac

HITIN KITOZAN

Slika 3. Dobivanje kitozana iz hitina (Rabea, 2003)

Postoji nekoliko teorija s kojima se nastoji objasniti mehanizam antimikrobnog djelovanja
kitozana. Najprihvacenija teorija govori o elektrostatskoj interakciji izmedu protonskih amino
grupa (NH") glukozamina na okosnici kitozana i staniéne membrane mikroorganizama koja ima
negativni naboj zbog fosfatnih skupina u fofolipidima, aminokiselina i razli¢itih lipopolisaharida
(Mousavi Khaneghah i sur., 2018; Elsabee i Abdou, 2013). Interakcija uzrokuje promjene u
permeabilnosti membrane §to dovodi do poremecaja u transportu nutrijenata i proteina $to u
konacnici dovodi do smrti stanice mikroorganizma. Druga teorija obja$njava da kitozan reagira sa
stanicnom DNA mikroorganizma te tako sprjecava DNA transkripciju, RNA translaciju i sintezu
proteina (Sharif i sur., 2018; Verlee i sur., 2017; Raafat i Shal, 2009). Zapravo, kitozan je
zajednic¢ki naziv za sve deacetilirane oblike hitina, koji se medusobno razlikuju po stupnju
deacetilacije i molnoj masi, a gotovo sva funkcionalna svojstva kitozana ovise upravo o duljini
polimernog lanca te o gustoc¢i i raspodjeli naboja (Martinac i1 Filipovi¢-Gréi¢, 2002). Na trzistu ga
mozemo prona¢i u obliku otopine, praska, kuglica ili vlakana, a koristi se u biomedicini,

prehrambenoj i kemijskoj industriji.

Cisti kitozanski filmovi su obi¢no kohezivni i kompaktni, dok im je povrsina glatka, bez pora

i pukotina (Skurtys i sur., 2010), ali su slabo propusni za plinove (CO2 i O) i imaju veliku
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propusnost vodene pare. Kako bi se poboljsala zastitna svojstva propusnosti vode u kitozanske

filmove se Cesto inkorporiraju razlic¢ite hidrofobne komponente (Bourbon i sur., 2011).

2.3.1. Guma arabika

Guma arabika je prirodni polisaharid koji se dobiva iz stabljike i grana akacija drveca (Acacia
Senegal i Acacia Seyal), a sastoji se od polisaharida i glikoproteina. Guma arabika sadrzi tri
razlicite frakcije: 85-90 % Cini arabinogalaktan, 10 % arabinogalaktan - protein kompleks i 2 %
¢ini jedan ili dva glikoproteina (Lopez-Torrez i sur., 2015). Frakcije gume arabike s veéim
sadrzajem proteina koji su odgovorni za povrSinsku aktivnost gume arabike, prisutne su u vecoj
koli¢ini u gumi arabici izoliranoj iz Acacia Senegal u odnosu na gumu arabiku dobivenu iz Acacia
Seyal (Lopez-Torrez i sur., 2015). Na sastav gume arabike utjece puno ¢imbenika poput: podrijetla,

klime, sezoni Zetve, starosti stabla i uvjetima proizvodnje (npr. susenje) (Mariod, 2018).

Guma arabika ima Siroku primjenu zbog visoke topljivosti 1 niske viskoznosti pri visokim
koncentracijama (Sakloestsakun i sur., 2015) te djeluje kao ulje-voda emulgator (Vuillemin i sur.,
(Chranioti i Tzia, 2014; Nie i sur., 2013; Desplanques i sur., 2012). U prehrambenoj se industriji
guma arabika koristi kao stabilizator, a dodijeljen joj je E broj 414. Koristi se u proizvodnji sokova
za razrjedivanje, gumenih slatkiSa poput gumenih bombona, i sljezovih kolaci¢a, ¢okoladnih
slatki$a i jestivih $ljokica (Mariod, 2018). Nadalje, guma arabika se Kkoristi kao emulgator i
sredstvo za zguSnjavanje glazure, punila, Zvakac¢ih guma i drugih slasticarskih proizvoda (Rinsky
i Rinsky, 2009). Chung i suradnici (2016) su proveli istrazivanje o utjecaju gume arabike na
stabilnost antocijana u komercijalnim pi¢ima. Ispitivali su degradaciju koncentracije antocijana u
pi¢ima s a-askorbinskom kiselinom tijekom skladistenja na svjetlu kroz 5 dana pri 40 °C (reakcija
prvog reda). Rezultati su pokazali da dodatak gume arabike znacajno povecava stabilnost
antocijana. Drugo istrazivanje su proveli ldham i suradnici (2012), koji su mikroinkapsulirali
antocijane u kombinaciji s maltodekstrinom i gumom arabikom te promatrali degradaciju
pigmenta. Rezultati ovog istrazivanja su pokazala da kombinacija navedenih materijala osigurava
najmanje promjene u pigmentu boje tijekom skladistenja. Stoga mozemo zakljuciti da se guma
arabika moze koristiti kao stabilizator boje. Novija istrazivanja pokazuju da se guma arabika moze

koristiti kao antikorozivni materijal, posebice u vodenim elektrolitima. Zbog sadrzaja razli¢itih
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polarnih grupa bogatih elektronima, guma arabika se lako adsorbira na povrSinu metala i ponasa

kao ucinkoviti antikorozivni materijal (Verma i Quarashi, 2021).

2.3.3. Kompozitni film pripremljen od kitozana i gume arabike

Kako bi se smanjili nedostaci filmova napravljenih od pojedina¢nih komponenti, doslo je do
razvoja kompozitnih filmova. Kompozitni film sacinjen od kitozana i gume arabike posjeduje
pozeljna ambalazna svojstva (Rao i sur., 2010). Kitozan je pozitivno nabijeni polisaharid dok je
guma arabika negativno nabijen polisaharid-protein kompleks s izvrsnim emulgiraju¢im
svojstvima (Shi i sur., 2017). Kompozitni film nastaje zbog vodikovih veza, elektrostatskih i
hidrofobnih interakcija izmedu kitozana i gume arabike uslijed suprotno nabijenih polova. Tehnika
kojim film nastaje naziva se ionsko geliranje. U postupku ionskog geliranja polisaharidi (alginat,
gelan i pektin) se otapaju u vodi ili u slabo kiselom mediju, pri ¢emu se otopina polisaharida zatim
ukapava uz konstantno mijesanje u otopinu koja sadrzi ione, najces¢e katione suprotnog naboja
(Blazanin, 2015) te nastaje polielektrolitni kompleks. Glavna prednost ionskog geliranja je visok
stupanj zastite inkapsulirane tvari u sustav nosaca i duze zadrzavanje njene aktivnosti u formiranoj
Cestici (Vugrinec, 2018). Faktori koji utjeCu na ucinkovitost inkapsulacije te veli¢inu i oblik
hidrogel Cestica su koncentracija polimera 1 otopine iona, temperatura, pH otopine za geliranje 1

koncentracija otopine bioaktivnog sastojka (Racovita i sur., 2009).

2.4. AKTIVNO PAKIRANJE | FUNKCIONALNI JESTIVI FILMOVI

Izraz aktivnog pakiranja prvi put je primijenjen 1987. godine (Jakupi¢ i sur., 2019), a
podrazumijeva ambalazni materijal koji otpusta aktivne komponente u hranu ili ih apsorbira u cilju
produljenja roka trajnosti ili odrZavanja odnosno poboljSavanja uvjeta pakiranja. Aktivna
ambalaza, uz inteligentnu, pripada pametnoj ambalazi. Pametna ambalaza je ona ambalaza koja
osim temeljne zastite proizvoda obavlja i druge zadace (Jakupi¢ i sur., 2019). Aktivna ambalaza
ulazi u aktivnu interakciju sa zapakiranim proizvodom te ju zbog toga nazivamo jo$ interaktivna
ambalaza. Aktivna tvar moze biti (i) umijeSana u polimerni materijal, (ii) kao premaz na
polimernom materijalu, (ii1) u posebnom spremniku unutar pakiranja (npr. vrecéica), a ovisno o
funkciji koju obavlja razlikujemo: apsorbere kisika, apsorbere ili izracivace ugljikovog dioksida,
adsorbere i regulatore vlage, apsorbere etilena, apsorbere UV zracenja, izraCivace etanola i

antimikrobne tvari. Aktivni materijali koji se koriste ne smiju mijenjati prekrivati proces kvarenja
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ve¢ ga trebaju sprijeciti. Osim u prehrambenoj industriji, aktivna se ambalaza primjenjuje u

farmaceutskoj, cvjetnoj te elektroindustriji.

Jestivi filmovi takoder mogu biti nosioci bioaktivnih tvari te tako pridonose funkcionalnim
svojstvima hrane. Odnosno, zbog sadrzaja jedne ili viSe bioaktivnih komponenti jestivi filmovi
djeluju pozitivno na jednu ili vise ciljanih funkcija u tijelu pa ih mozemo nazvati funkcionalni
jestivi filmovi. Najc¢e$¢e koriSteni bioaktivni spojevi su antioksidansi, antimikrobne tvari,
probiotici i arome (Muranyi, 2013; Ayala-Zavala i sur., 2011). Nekoliko je studija pokazalo da
ugradnja bioaktivnih komponenti u jestive filmove, poput antimikrobnih sastojaka, antioksidanasa
ili nutraceutika, moze poboljsati sigurnost proizvoda, produljiti rok trajnosti te osigurati kvalitetu
proizvoda tijekom skladistenja (Angelo i sur., 2016). Jestivi filmovi predstavljaju funkcionalnu
barijeru jer kontrolirano otpusStaju odnosno dozvoljavaju migraciju komponenti s povrsine,
omogucujuci da se odrzi to¢no odredena koncentracija bioaktivnih sastojaka upravo tamo gdje je

to potrebno.

2.4.1. Ugradnja bioaktivnih komponenti u jestive filmove

Nedostatak bioaktivnih komponenti je manjkavost okusa, brza razgradnja i interakcija s
drugim sastojcima hrane $to dovodi do gubitka funkcionalnih svojstava. Kako bi se umanjili takvi
nedostaci, bioaktivne komponente se ugraduju u jestive filmove. Ovisno o prirodi i svrsi bioaktivne
tvari mogu se primijeniti Cetiri razliite tehnike ugradnje. Bioaktivna se tvar moze ugraditi 1) s
vanjske strane jestivog filma, ii) na granici sustava hrana - jestivi film, iii) izmedu vise slojeva
filma, iiii) rasprSeno izmedu razli¢itih slojeva filma. Shematski prikaz ugradnje bioaktivne tvari

prikazan je naslici 4.
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Slika 4. Nacini ugradnje bioaktive komponente u film: a) ugradnja na vanjsku povrsinu
filma, b) u meduprostor izmedu filma i hrane, c) izmedu vise slojeva jestivog filma, d) rasprSena

izmedu razlicitih dijelova filma (Quiros-Sauceda i sur., 2014)

2.4.2. Ekstrakt sjemenki grozda kao izvor funkcionalnih svojstava

U procesu proizvodnje vina kod prerade grozda zaostaje velika koli¢ina komine (nusproizvod)
¢ije nepropisno odlaganje predstavlja rizik za okoli§ kao povrSinska i dubinska zagadenja, stoga
zbrinjavanje vinarima predstavlja dodatno ekonomsko opterecenje (Moslavac i sur., 2019). Na
godisnjoj razini proizvede se oko milijun tona grozda (lat. Vitis vinifera L.), odnosno 20 - 30 % od
te koli¢ine ¢ini komina. Organski otpad odnosno vinska komina sadrzi sjemenke (oko 35 %), pulpu
i pokozicu, peteljke te lis¢e (Teixeira i sur., 2014). Komina je dobar izvor antioksidanasa zbog
visokog sadrzaja polifenola (Negro i sur., 2003) i bogat izvor dijetalnih vlakana; sadrzi visok udio
celuloze i nesto manji udio pektina i hemiceluloze (Gonzalez-Centeno i sur., 2010, Kammerer i
sur., 2005). Danas se sve viSe traze rjeSenja o kvalitetnom koristenju takvog otpada radi dodatnog
porasta ekonomic¢nosti proizvodnje, stvaranja dodatne vrijednosti kroz razvoj novih proizvoda i da
bi se smanjila koli¢ina otpada ove vrste (Baydar i Akkurt, 2001). Tako se prerada vinske komine
usmjerava u pravcu separacije kostice (20-30 %) te dobivanja bioloski aktivnih sastojaka iz ljuske

1 pogace kostice (Moslavac i sur., 2019).
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Ekstrakt sjemenki grozda i njegova bioloSka aktivnost su privukle veliku paznju znanstvenika
u cilju pronalaska na¢ina kako da se iskoriste ti vrijedni izvori (Unusan, 2020). Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da ekstrakt sjemenki grozda sadrzi 15 polifenolnih komponenti, od ¢ega
je 11 flavan-3-alkohola kao Sto su: (+)-katehin, epigalokatehin galat, (-)-epikatehin,
proantocijanidini B1, proantocijanidini B2, proantocijanidini B3, proantocijanidini B4, B1-3-O-
galat, B2-3-O-galat, B2-3'-O-galat i galat C1), 3 flavonola (kaempferol, miristin i kvercetin) i
fenolnu kiselinu (galna kiselina) (Rodriguez-Pérez i sur., 2019; Zhao i Lou, 2001). Polifenoli su
bioloski aktivne tvari koje djeluju blagotvorno na zdravlje i Stite od razvoja bolesti, Siroko su
rasprostranjeni u prirodi, a djelotvorni su i u vrlo malim koli¢inama. Imaju znatan utjecaj na boju,
okus i miris hrane, a njihov udio i sastav ovisi 0 svjetlosti, temperaturi, agrotehni¢kim mjerama,
uvjetima dozrijevanja i skladiStenja te postupcima obrade i prerade hrane. Aktivni sastojci
ekstrakta sjemenki grozda posjeduju antioksidativno, antiupalno, antikancerogeno, bakteriostatsko
i neuroprotektivno djelovanje, snizavaju udio masnoce te djeluju na hipotenziju (Chen i sur.,
2020), a pokazuju i inhibicijsko djelovanje prema bakterijama Pseudomonas, Staphylococcus
aureus i Salmonella (Moradi i sur., 2012; Perumalla i Hettiarachchy, 2011; Bagchi i sur., 2000).
Ekstrakt sjemenki grozda posjeduje GRAS status (eng. Generally Recognized As Safe), a na trziStu
ga mozemo pronac¢i u obliku suplementa i aditiva. Jedno novije istrazivanje, provedeno na
Stakorima, pokazalo je da suplementacija s ekstraktom sjemenki grozda znacajno smanjuje
oksidativni stres i oSte¢enja DNA uzrokovana PhIP-om. PhIP (2-amino-1-metil-6-fenilimidazo
[4,5-b] piridin) je Cesti kancerogen koji nastaje termickom obradom hrane bogate proteinima (Zhao
i sur., 2021). Naime, cilj istrazivanja bio je istraziti zastitne u¢inke ekstrakta sjemenki grozda na
oSteCenja crijeva uzrokovana kratkotrajnim izlaganjem PhIP-u. Dobiveni rezultati ukazuju da
ekstrakt sjemenki grozda poboljsava poremecaje intestinalne mikroflore i poremecaje
metabolizma lipida uzrokovane s PhIP-om (Zhao i sur., 2021). Osim toga, istraZivanja su pokazala
da ekstrakt sjemenki grozda ima jace antioksidacijsko djelovanje i bolju sposobnost uklanjanja
slobodnih radikala u odnosu na vitamine C i E. U usporedbi s uobi¢ajenim pakiranjem, dodatak
0,5 % ekstrakta sjemenki grozda u kombinaciji s modificiranom atmosferom znacajno utjece na
smanjenje rasta aerobnih bakterija, Pseudomonas spp., plijesni i kvasaca, smanjuje oksidaciju

lipida u pecenim pili¢ima te odrzava stabilnost boje istih (Guo i sur., 2020).

Brojna su istrazivanja provedena o utjecaju ekstrakta na svojstva jestivih filmova i pakirani

proizvod, pa su tako Munir i suradnici (2019) u svom istrazivanju dosli do zakljucka da dodatak
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ckstrakta kore nara ili ekstrakt sjemenki grozda u surimi jestive filmove, pri kiselom pH,
poboljsava mehanicka svojstva, barijerna svojstva na vodu i pobolj$ava termostabilnost proizvoda.
Inkorporiranjem ekstrakta sjemenki grozda i karvakola u kitozanske filmove produzen je rok
trajnosti lososa za 4 - 7 dana (Alves i sur., 2018). Istrazivanje provedeno na filetima pile¢ih prsa
(pakirani u vakuumu i skladisteni pri temperaturi hladnjaka) je pokazalo da jestivi film kitozana s
ugradenim ekstraktom sjemenki grozda utjeCe na produljenje roka trajnosti proizvoda, a
poveéanjem koncentracije ekstrakta u filmu postize se bolji antimikrobni u¢inak. Stoga je dodatak
ekstrakta sjemenki grozda, zbog sposobnosti da sprijeci oksidaciju i mikrobiolosko kvarenje kroz
antioksidativni i antimikrobni uéinak, u jestive filmove kitozana najbolji izbor kako bi se

poboljsala kvaliteta 1 produljio rok trajnosti razlicitih vrsta hrane (Sogut i Seydim, 2018).

2.5. SVOJSTVA JESTIVIH FILMOVA

Karakteristike i funkcionalnost jestivih filmova ovise o njegovim fizikalno-kemijskim,
mehani¢kim, optickim i barijernim svojstvima. Karakteristike jestivih filmova usko su vezane za
mehanicka svojstva filma: obi¢no su krhkiji i zahtijevaju pazljivije rukovanje u odnosu na plasti¢ne
materijale, a zbog osjetljivosti posebnu paznju treba obratiti na relativnu vlaznost i temperaturu
(Guillard i sur., 2016).

2.5.1. Fizikalno-kemijska svojstva

2.5.1.1. Debljina jestivih filmova

Debljina jestivih filmova je vazan parametar jer izravno utjeCe na barijerna i mehanicka
svojstva filma te rok trajanja obloZene hrane. Debljina je kontrolirana koncentracijom ¢vrste faze
i koli¢inom otopine (Liu, 2005) te ovisi o0 tehnici primjene i viskoznosti otopine. Kad je otopina
vrlo viskozna, ona se tesko razlijeva po podlozi i uzrokuje neravnomjernu raspodjelu i time visoku
debljinu jestivog filma. Pozeljno je da vrijednost debljine filma bude manja od 0,25 mm. Postoje
dvije metode mjerenja debljine filma: kontaktna i ne-kontaktna metoda. Kontaktna metoda je
jednostavnija i najéeS$¢e podrazumijeva mjerenje filma pomoc¢u mikrometra. Ne-kontaktna metoda
je djelotvornija, ali i slozenija. Prednost ne-kontaktne metode u odnosu na kontaktnu je ta da kod

nje ne moze do¢i do oStecenja filma.
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2.5.1.2. Topljivost i udio vode jestivih filmova

Topljivost odnosno netopljivost filma u vodi vazna je karakteristika koja daje uvid u ponasanje
i stabilnost filma u vodenom okruZenju. Ovisno od kojih je komponenti film sacinjen, film moze
biti hidrofilan, odnosno topljiv ili hidrofoban odnosno netopljiv u vodi. Odabir vrste filma ovisit
¢e o kemijskom sastavu hrane koja se Zeli zastiti. Za namirnice koje su osjetljive na migraciju
vode, pozeljno je koristiti hidrofobne jestive filmove jer oni pruzaju bolju zastitu od utjecaja vlage.
Hidrofilni filmovi stite proizvod na nacin da sprjecavaju oksidaciju lipida i drugih osjetljivih

sastojaka.

Udio vode je parametar koji predstavlja ukupni volumen vode umrezen u polimernoj strukturi

filma (Buljan, 2020).

2.5.2. Mehanicka svojstva

Mehanicka otpornost i deformabilnost jestivih filmova mora se utvrditi kako bi se procijenila
odrzivost integriteta filma tijekom rukovanja, pakiranja i ostalih daljnjih procesa (Debeaufort i
sur., 1998). Od mehanickih svojstava filma od velike vaznosti su: savojna zilavost (eng. impact
strength), savojna ¢vrstoca (eng. flexural strength), ¢vrstoca na odljepljivanje (eng. peel strength),
fleksibilnost (eng. flexibility), stabilnost na temperaturne promjene te otpornost na utjecaj
¢imbenika iz okoline i na fizicke stresove (Gali¢, 2009). Mehanicka su svojstva posljedica
strukturnog stanja materijala odnosno tehnoloskog postupka pripreme, a obzirom da jestivi filmovi
imaju slabija mehani¢ka svojstva u odnosu na sinteticke materijale, dodatkom stabilizatora,
aditiva, plastifikatora i/ili emulgatora se moze utjecati na njihovo poboljsanje. U teoriji, bio
materijali mogu imati sli¢nu ¢vrstocu kao polimeri koje danas koristimo (Iguchi i sur, 2000), ali
da bi se to ostvarilo u praksi potrebna su dodatna istrazivanja. Mehanicka svojstva definiraju 3

parametra: Young-ov modul elasti¢nosti, vlacna ¢vrstoca i1 postotak produljenja prije pucanja.

2.5.3. Opticka svojstva

Opticka svojstva jestivog filma su sjaj, boja i prozirnost, a ovise 0 sastavu filma i postupku
izrade. Vizualni izgled proizvoda je karakteristika koja ¢e odbiti ili privuc¢i kupca. Pozeljno je da
jestivi film ima sjaj te da ga ne karakterizira mutnoca, a intenzitet obojenja filma ovisit ¢e o
koncentraciji prisutnih pigmenata. Zastita od svjetla koju nude jestivi filmovi ovisi o brojnim
¢imbenicima, ukljucujuéi: prirodne apsorpcijske osobine materijala koji saCinjava film, debljinu

filma, uvjete obrade filma i obojenje kona¢nog filma (Singh i Singh, 2005).
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2.5.4. Barijerna svojstva

Barijerna svojstva definiramo kao sposobnost filma da sprije¢i izmjenu vodene pare, plinova,
aroma i masnoc¢e izmedu proizvoda i okoline, a ovise 0 kemijskom sastavu i strukturi polimera
upotrijebljenih za proizvodnju filma, debljini filma, karakteristikama proizvoda i uvjetima
skladiStenja. Barijerna svojstva jestivog filma utjeCu na rok trajnosti oblozenog proizvoda. Neke
namirnice (npr. sol i Secer) ne zahtijevaju prisutnost kisika ili njegova prisutnost ne utje¢e na
njihova svojstva, dok primjerice meso i mesni proizvodi te voce i povrée zahtijevaju ambalazu
koja ¢e omoguciti propusnost kisika. Stoga pri odabiru jestivog filma valja uzeti u obzir svojstva

proizvoda te tako odabrati viSe ili manje propustljiv film.

2.5.4.1. Propusnost plinova i vodene pare

Prijelaz plinova i tekucina u sustavu naziva se permeacija ili propusnost, a plin ili tekuc¢ina
koja migrira naziva se permeat. Prijelaz plinovitih komponenti kroz ambalazni materijal odvija se
molekulskom difuzijom. Molekule se gibaju uslijed gradijenta koncentracije, a pri konstantnom
tlaku i temperaturi pokoravaju se Fickovom zakonu. Transport plinova u jestivim filmovima se
odvija u 3 koraka: 1) adsorpcija plina na povrSinu jestivog filma ii) difuzija adsorbiranih ¢estica od
jedne do druge strane filma iii) desorpcija Cestica plina iz filma. Adsorpcija ovisi 0 molekulama
koje se kondenziraju u polimeru, difuzija je uvjetovana veli¢inom i oblikom permeata te brojem

difundiraju¢ih mjesta, a desorpcija ovisi o silama na granici faza.

Jednadzba Fickovog zakona je [1] i [2]:

J=-D"(3) [1] (2)
gdje su:

J - tok, neto koli¢ina otopljene tvari koja difundira kroz jedinicu povrSine u jedinici

vremena (g m2 ili mL m2 s?)

D - koeficijent difuzije ili difuzivnost (m? s)

C - koncentracija tvari koja difundira (g m= ili mL m)
X - debljina filma (m)
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-  [2@
gdje su:

Q - kolic¢ina plina koji difundira kroz film (g ili mL)
A - povrsina filma (m?)
t - vrijeme (s)

(1) stacionarna difuzija

(2) pri konstantnom koeficijentu difuzije

Primjenom Henryevog zakona i preraspodjelom navedenih jednadzbi dobiva se jednadzba za
odredivanje propusnosti [3]:
p2—-pl  Ap

X Prx 3]

Q
—_=D-S
A-t

gdje su:
S - Henryjeva konstanta topljivosti (mol atm™)
Ap - razlika parcijalnog pritiska plina kroz film (Pa)

P - propusnost (mL ilig m m? s Pa)

Prema Park i1 Chinnan (1995) propusnost kisika, ugljikovog dioksida i vodene pare moze se

izraCunati pomocu jednadzbe [4]:

__9x
T At Ap

[4]
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gdje su:
P - propusnost (mL ili g m m? s Pa)
Q - kolic¢ina plina koji difundira kroz film (g ili mL)
X - debljina filma (m)
A - povrsina filma (m?)
t - vrijeme (s)

Ap - razlika parcijalnog pritiska plina kroz film (Pa)

2.6. ZAKONSKA REGULATIVA O JESTIVIM FILMOVIMA | PREMAZIMA

Sa zakonodavnog stajaliSta jestivi filmovi i1 prevlake mogli bi se klasificirati kao: prehrambeni
proizvod, dodatak hrani, sastojci hrane, tvari u dodiru s hranom ili materijali u dodiru s hranom
(Gali¢, 2009). Svi prehrambeni proizvodi koji se nalaze na trzistu Republike Hrvatske, odnosno
Europske unije moraju biti u skladu s Uredbom (EZ) br. 178/2002 Europskog parlamenta i Vijeca
kojom su definirana opéa nacela i uvjeti zakona o hrani,. Takoder, osnovana je Europska agencija
za sigurnost hrane te su utvrdeni postupci u podru¢jima sigurnosti hrane. U posljednje vrijeme
popularna je strategija ,,od polja do stola* kojom se zeli uspostaviti odrzivi prehrambeni sustav
koji ¢e imati povoljan utjecaj na okolis, zdravlje i drustvo. Hrana je neophodna svim ljudima i bez
nje nema zivota, stoga se zakonskim regulativama nastoji osigurati da sva dostupna hrana bude u
prvom redu odobrena i zdravstveno sigurna za ljudsku konzumaciju. Da bi se to osiguralo, hrana
se proizvodi u skladu s HACCP sustavom i preduvjetnim programima: dobra proizvodacka praksa
DPP (eng. Good manufacturing practices), dobra higijenska praksa GHP (eng. Good hygiene
practices), standardni operativni postupci SOP te sanitacijski standardni operativni postupci
SSOP. Nadalje, Uredbom (EZ) br. 1935/2004 Europskog parlamenta i Vije¢a od 27. listopada
2004. o materijalima i predmetima koji dolaze u dodir s hranom i stavljanju izvan snage direktiva
80/590/EEZ 1 89/109/EEZ definirano je u ¢lanku 3.:

,»1. Materijali i predmeti, ukljucujuéi aktivne i inteligentne materijale i predmete, proizvode se u

skladu s dobrom proizvodackom praksom tako da, pod uobiCajenim i predvidivim uvjetima
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uporabe, ne prenose svoje sastojke u hranu u koli¢inama koje bi mogle: (a) ugroziti zdravlje ljudi;
ili (b) uzrokovati neprihvatljivu promjenu u sastavu hrane; ili (c¢) uzrokovati pogor$anje

organoleptickih svojstava hrane.

2. Oznacivanje, oglaSavanje i1 prezentacija materijala ili predmeta ne smije potrosac¢a dovoditi u

zabludu.“

Uredba Komisije (EZ) br. 450/2009 od 29. svibnja 2009. o aktivnim i inteligentnim
materijalima i predmetima koji dolaze u dodir s hranom nakon savjetovanja sa Europskom
agencijom za hranu (EFSA) definira Popis odobrenih tvari Zajednice. Samo tvari uvrstene u Popis
smiju biti koristene u aktivnim i inteligentnim materijalima i predmetima. U ¢lanku 5. ove uredbe

stoji:

,,Postoji mnogo razli¢itih vrsta aktivnih i inteligentnih materijala i predmeta. Tvari odgovorne za
aktivnu i/ili inteligentnu funkciju mogu se nalaziti u odvojenom spremniku, na primjer, u maloj
papirnatoj vredici, ili te tvari mogu biti izravno ugradene u ambalazu, na primjer, u plastiku
plasti¢ne boce. Te tvari, odgovorne za aktivno i/ili inteligentno djelovanje tih materijala i predmeta
(sastojci), treba ocjenjivati u skladu s ovom Uredbom. Pasivni dijelovi, kao §to je spremnik,
pakovanje u koje se stavlja taj spremnik 1 ambalaZa u koju je tvar ugradena, trebaju biti obuhvaceni
posebnim propisima Zajednice ili nacionalnim propisima primjenjivim na te materijale i

predmete.*
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za pripremu jestivih biofilmova koriSten je prirodni polimer kitozan (Francuska Chitin,
Francuska, tip 652, molekulske mase 165 kDa, stupanj deacetiliranja iznad 85 %) i guma arabika
(Enologica vason s.p.a., San Pietro in Carino, Italija). Za pripremu aktivnih filmova, dodani su
bioaktivni sastojci iz ekstrakta sjemenki grozda (Polyphenolics, SAD, udio ukupnih fenola iznosi
90 %, a izrazen je kao ekvivalent galne kiseline (mg 100 g1)). Za pripremu otapala upotrjebljena
je destilirana voda i octena kiselina (ledena octena kiselina 100 %, Merck, Darmstadt, Njemacka)
te biljni glicerol (minimalne ¢istoce 99,5 %) kao plastifikator.

3.2. PRIPREMA FILMOVA
U ovom radu pripremljeni su filmovi od kitozana (K), gume arabike (GA) i ekstrakta sjemenki
grozda (E) uz dodatak glicerola. Za usporedbu pripremljeni su uzorci od kitozana (K), gume

arabike (GA) i glicerola koji su koriSteni kao slijepa proba u provedenim metodama.

Aparatura i pribor:

1.) Analiti¢ka vaga (KERN KB 2000-2N)

2.) Staklene ¢ase (100 mL)

3.) Magnetska mijesalica i magneti (Witeg ms-mp8, Njemacka)
4.) Petrijeve zdjelice (promjer 11,8 cm)

5.) Ultra turrax (IKA T18 digital, Njemacka)

6.) Ventilirana klima komora (HPP110, Memmert, Njemacka)
7.) Eksikator

8.) Ladica za vaganje

9.) Spatula, pinceta

Postupak pripreme:

Pripremane su dvije vrste otopina biofilma — prva se sastojala od kitozana, gume arabike i

glicerola, a druga od kitozana, gume arabike, glicerola i ekstrakta sjemenki grozda. Obje vrste
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otopina su dobivene na nacin da se posebno pripremala otopina kitozana, odnosno otopina gume
arabike koje su kasnije sjedinjene u jednu filmogenu otopinu. Otopina kitozana dobivena je
otapanjem 2 g kitozana u 1 % (m/v) vodenoj otopini octene kiseline kako bi se pripremila 2 %
(m/v) filmogena otopina. S obzirom da je kitozan netopljiv u vodi, koristila se 1% (v/v) vodena
otopina octene kiseline sa §to nizom koncentracijom octene Kiseline kako ne bi utjecala na
senzorska svojstva otopine odnosno filma. Otopina gume arabike dobivena otapanjem 5 g gume
arabike u destiliranoj vodi kako bi se pripremila 5 % (m/v) filmogena otopina. Otopine se
pripremaju na nacin da se polovica potrebnog volumena (50 mL) vodene otopine octene Kiseline
odnosno destilirane vode ulije u ¢asu s magnetom te se postavi na magnetsku mijesalicu i broj
okretaja podesi se na 425 rmp za otopinu gume arabike, odnosno 545 rmp za otopinu kitozana.
Zatim se postepeno u vodenu otopinu octene kiseline dodaje odvagana koli¢ina kitozana (1 g)
odnosno gume arabike (2,5 g) u destiliranu vodu kako ne bi doslo do prezasi¢enja odnosno kako
bi se omoguéilo bolje otapanje polimera. Case se zastite parafinskim filmom i ostave 24 h pri
sobnoj temperaturi na magnetskoj mijesalici kako bi se polimeri potpuno dispergirali. 1zvagana
koli¢ina ekstrakta sjemenki grozda (0,05 g) se polagano dodaje u jednu ¢asu s otopinom kitozana
1 ista koli¢ina (0,05 g) u jednu caSu s otopinom gume arabike te se promijeSa na magnetskoj
mijeSalici 40 minuta. Ekstrakt se takoder dodaje polagano kako bi se potpuno dispergirao u
otopinama. Kada se ekstrakt otopio, otopina gume arabike i otopina kitozana se sjedine u jednu
filmogenu otopinu (KGAE). Na isti nacin se otopina kitozana i otopina gume arabike bez ekstrakta
sjedine u drugu filmogenu otopinu (KGA). Kako bi se polimeri odnosno ekstrakt i polimeri bolje
sjedinili, otopine se dodatno mijesaju mijesalicom Ultra-turrax 3 minute pri 3 x 1000 rmp. U obje
vrste filmogenih otopina dodaje se biljni glicerol (20 % od suhe mase polimera) koji je
homogeniziran uz konstantno mijesanje kroz 10 minuta. Filmovi su formirani izlijevanjem na
Petrijeve zdjelice promjera 11,8 cm te susenjem u ventiliranoj klima komori 46 h pri kontroliranim
uvjetima temperature (25 C) i relativne vlaznosti (50 % RH). Nakon suSenja, filmovi se pomoc¢u
pincete pazljivo uklanjaju s povrsine Petrijevih zdjelica te se do provedbi analiza cuvaju na filter
papirima u eksikatoru pri kontroliram uvjetima vlage (50 % RH). Radi boljeg razumijevanja,
postupak pripreme shematski je prikazan na slici 5.
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50 mL 1 % vodena otopina octene kiseline + 1 g K 50 mL destilirana voda + 2,5 g GA

magnetska mijedalica,
24h, 545 rmp

magnetska myjedalica,
24h, 425 mp

otopina kitozana otopina gume arabika

otopina KGA
100 mL

mijefanje Ultra turex-om

€ + biljni glicerol

filmogena otopina KGA
100 mL

50 mL 1 % vodena otopina octene kiseline+1gK 50 mL destilirana voda + 2,5 g GA

magnetska mije3alica,
24h, 545 mmp

magnetska mijedalica,
24h, 545 rmp
v v

otopina kitozana otopina gume arabika

+ ekstrakt sjemenki
grozda (0,05 g)

+ ekstrakt sjemenki
grozda (0,05 g)

A
L

otopina kitozana s ekstraktom otopina gume arabika s ekstraktom

otopina KGAE
100 mL

mijesanje Ultra turexom

€ + biljni glicerol

filmogena otopina KGAE
100 mL

Slika 5. Shematski prikaz postupka pripreme filmogenih otopina
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3.2. METODE
3.2.1. Debljina filmova

Debljina filmova izmjerena je kontaktnom metodom pomocu digitalnog mikrometra (Helios
Preisser DIGI-MET, Njemacka, prikazan na slici 6) s precizno$éu 0,001 mm. Za svaki film
debljina je odredena na 5 razli¢ita mjesta, a srednja vrijednost izmjerenih vrijednosti je prikazana
kao rezultat debljine svakog filma. Rezultati su izrazeni u mikrometrima (um) kao srednja

vrijednost mjerenja s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

D)

DIGI-MET®

Slika 6. Digitalni mikrometar Helios Preisser DIGI-MET, Njemacka (Anonymous 1)

3.2.2. Mjerenje propusnosti vodene pare kroz biopolimerni film
Propusnost vodene pare kroz biopolimerni film mjerena je gravimetrijski Koristeci
modificiranu ASTM E96-80 standardnu metodu.

Aparatura i pribor:

1. Casice s teflonskim prstenom

2. Klima komora (Memmert HPP110, Memmert Njemacka)
3. Analiticka vaga (ABS320-4N, Kern, Njemacka)

4. Menzura volumena 20 mL

Postupak:

U casice se ulije 20 mL destilirane vode, potom se gornji rub ¢asice namaze vakuumskom
kremom te se na njega postavi film, u¢vrsti teflonskim prstenom i zatvori. Pri tome treba paziti da
ne dode do osteenja filma ili da se vakuumska krema ne razmaze po uzorku jer to smanjuje
povrsinu za mjerenje 1 utjeCe na rezultate. Prije stavljanja uzoraka u ventiliranu klima komoru,

izmjeri se po€etna masa na analitickoj vagi. Uvjeti u klima komori su 25 °C 1 30 % RH, a masa
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svakog uzorka se mjeri svakih 24 h narednih 5 dana. Propusnost na vodenu paru (WVP), mozemo

izraCunati pomoc¢u formule [5]:

Am

WVP = x  [5]
At-A-Ap

gdje je:
WVP — propusnost na vodenu paru (gt m?s 1)
AmlAt — maseni gubitak vlage po jedinici vremena (g st)
A — povrsina filma izloZzena prijenosu vlage (9,08 x 1074 m?)
X — debljina filma (m)

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

3.2.3. Odredivanje boje biopolimernog filma

CIE L*a*b* prostorni model boja je trodimenzionalni sustav boja koji se temelji na percepciji
standardnog promatraca kojeg predstavlja statisticki podatak dobiven nizom mjerenja u kojima su
sudjelovali ljudi dobrog vida bez deformacija videnja boja. Koordinate CIELAB sustava boja se
temelje na Heringovoj teoriji suprotnih parova boja, koje ujedno predstavljaju i osi sustava. Raspon
boja crveno-zeleno za os a, raspon boja zuto-plavo za os b, te kao treca akromatska os L sa
vrijednosti u rasponu od 0 do 100, pri ¢emu je 0 crna, a 100 bijela (slika 7). Broj¢ane vrijednosti
u CIE L*a*b* kolornom sustavu prikazuju sve boje koje moze ljudsko oko percipirati (Petrovié i
sur., 2013).
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Slika 7. CIE L*a*b* prostor boja (Petrovi¢ i sur., 2013)

Postupak:

Boja pripremljenih filmova odredena je pomocéu kolorimetra (Konica Minolta
Spectrophotometer CM3500d). Za svaki pojedinacni film mjerenje je provedeno na nekoliko
razli¢itih mjesta pri ¢emu su dobivene L*, a* i b* vrijednosti. Mjerenje se provodi tako da se
uzorak filma namjesti na povrSinu otvora kolorimetra te se mjeri reflektiranje u vidljivom
podrucju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
Kolorimetrijska razlika (4E*) prikazuje odstupanje reflektirane boje od kontrole, a racuna se

prema izrazu [6]:

AE = VAL? + Aa? + Ab? [6]
AL =Ly — L,
Aa=ay—aq
Ab = by — by
gdje su:
Lo, ao, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje

L1, a1, b1- vrijednosti ispitivanoga uzorka boje (Petrovi¢ i sur., 2013)
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3.2.4. Mjerenje transparentnosti biopolimernog filma
Mijerenje transparentnosti se provelo na UV/VIS spektrometru (Perkin Elmer Lambda 25,
SAD), mjerenjem apsorbancije uzoraka pri valnoj duljini od 600 nm i 650 nm, prema Peng i sur.

(2013). Iz podatka o apsorbanciji se izrauna transparentnost filma prema slijedecoj jednadzbi [7]:
T=Absem /1 [7]
gdje su:
T — transparentnost
Abs — apsorbancija (vrijednost kod 600 nm i 650 nm)
| - debljina (mm)

3.2.5. Odredivanje topljivosti biopolimernog filma u vodi

Aparatura i pribor:

1.) Aluminijske posudice
2.) Analiticka vaga

3.) Susionik

4.) Eksikator

5.) Pinceta

6.) Plasti¢ne posudice

Postupak:

Uzorci se izrezu na podjednake komadice u obliku kvadrata (cca 1 cm x 2 cm) te se urone u 30
mL destilirane vode, posudice se prekriju parafilmom i ostave 24 h na sobnoj temperaturi. Valja
napomenuti da su uzorci prije odredivanja bili cuvani u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima (50
% RH). Aluminijske se posudice oznace i stave u suSionik na 105 °C do postizanja konstantne
mase. Nakon 24 h, ukoliko se uzorci nisu otopili u destiliranoj vodi, pincetom se izvade iz vode i
stavljaju u ohladene aluminijske posudice te se zajedno vazu. Potom se stave susiti u suSionik na
105 °C do postizanja konstante mase, pri tome treba obratiti paznju da aluminijske posudice budu

malo otklopljene.
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Topljivost filma (FS) se moze izracunati pomocu formule [8]:

Wi_Wf

FS(%) = 100 [8]

gdje je:
FS — topljivost filma (%)
Wi — pocetni sadrzaj suhe tvari (Q)

Wi — masa suhe tvari neotopljene u vodi (g)

3.2.6. Mjerenje pH vrijednosti otopina biopolimera

pH vrijednost je negativni dekadski logaritam mnozinske koncentracije vodikovih iona u
otopini. To je broj koji govori o kiselosti (aciditetu) odnosno luznatosti (alkalitetu) otopine. pH
vrijednost pripremljenih otopina izmjerena je pH metrom uranjanjem kombinirane elektrode u
homogeniziranu otopinu te se pH vrijednost ocita na ekranu uredaja. Nakon svakog uzorka,
elektroda se ispire destiliranom vodom i mjeri se pH vrijednost destilirane vode. Za svaki uzorak

provedene su 3 paralele mjerenja, a kao rezultat uzima se srednja vrijednost i standardna devijacija.

3.2.7. Mjerenje viskoznosti otopine biopolimera

Viskoznost biopolimernih otopina odredena je na viskozimetru (Lamy Rheology RM 100 Plus,
Francuska, slika 8). Viskoznost otopine se izracunava iz izmjerene brzine vrtnje i izmjerene
viskoznosti. Za svako mjerenje su pripremljene svjeze otopine biopolimera. Dobivene su

vrijednosti viskoznosti (Pa s) i obrtne sile (m Nm).

Postupak:

20 mL uzorka ulije se u posudu za uzorak te se uroni mjerno tijelo. Na ekranu uredaja odabere
se program mjerenja MS-C19-C i podesi se brzina smicanja na 1280 s™. Mjerenje je provedeno na
24 °C, a za svaki uzorak su provedena 3 paralele mjerenja. Kao rezultat uzima se srednja vrijednost

mjerenja i standardna devijacija.
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Slika 8. Viskozimetar (Anonymous 2, Lamy Rheology RM 100 Plus, Francuska)

3.2.8. Odredivanje ukupnih fenola u otopini biopolimera

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u etanolnom/metanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode. Metoda se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu
reagensom te mjerenjem intenziteta nastalog obojenja pri 765nm. Folin-Ciocalteu reagens je
smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline. Pri oksidaciji fenolnih tvari iz uzoraka, u blago
alkalnim uvjetima, kiseline se reduciraju u wolframov oksid i molibden oksid te nastaje plavo

obojenje. Kao standard koristi se galna kiselina.

Aparatura i pribor:

Spektrofotometar (VWR UV-1600 PC Spectrophotometer)
Staklene kivete

Tehnicka vaga

Analiticka vaga (Kern KB 2000-2N, £ 0,019)

Pipete volumena 1 mL i 5 mL

Mikropipete volumena 100 pL i 200 pL

N o a k~ wDhoe

Odmijerne tikvice volumena 25 mL i 1 L
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8. Menzura volumena 100 mL i 1L
9. Staklene epruvete
10. Stalak za epruvete
11. Ladice za vaganje

Reagensi:

1. Folin-Ciocalteu reagens

2. Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata Na,COs (20 %-tna otopina)

Postupak:

Za mjerenje ukupnih fenola potrebno je razrijediti uzorke. Uzorke smo razrijedili do 3 puta,
ovisno o sadrzaju ekstrakta sjemenki grozda u njima. Nakon pripreme uzorka, u staklenu se
epruvetu otpipetira redom 100 pL ekstrakta odnosno uzorka, 200 uL Folin Ciocalteu reagensa i 2
mL destilirane vode. Pri¢eka se 3 minute te doda 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Potom
se sve dobro izmijeSa (pomocu Vortexa), i zatim se uzorci termostatiraju 25 minuta pri 50 °C u
kupelji. Odmah nakon termostatiranja, uzorci se kvantitativno preliju u staklene kivete i mjeri se
apsorbancija na sprektrofotometru pri valnoj duljini 765 nm. Na isti se na¢in priprema i slijepa
proba, ali se umjesto ekstrakta koristi 100 pL otapala za ekstrakciju. Za svaki uzorak pripremaju
se dvije paralele, a kao rezultat uzima se srednja vrijednost i standardna devijacija.

Rezultati:

Na osnovu jednadzbe bazdarnog pravca, rezultati se izraZzavaju kao mg ekvivalenta galne

kiseline/g Cestica. Jednadzba pravca glasi [9]:
Y =0,0035-X  [9]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm

X — koncentracija galne kiseline (mg L)
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3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka provedena je analizom varijance (ANOVA) pomocu Xlstat-Pro
(win) 7.5.3. (Addinsoft, New York). Podaci su rangirani prema uzorcima i metodama mjerenja te
su statisticke razlike ocijenjene u redovima s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) i
Tukeyovim viSestrukim usporednim testovima. Vrijednost p < 0,05 smatra se statisticki
zna¢ajnom. Dobiveni razli¢iti eksponenti (a-d) unutar stupaca za istu vrstu mjerenja, ukazuju na

statisticki znaCajne razlike medu uzorcima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom su radu proizvedeni funkcionalni kompozitni jestivi filmovi sacinjeni od prirodnih
biopolimera kitozana i gume arabike te dodatka eckstrakta sjemenki grozda kao izvora
funkcionalnih, bioaktivnih sastojaka (KGAE). Kako bi usporedili utjecaj ekstrakta sjemenki
grozda na svojstva filma, proizvedeni su i kompozitni jestivi filmovi sacinjeni od kitozana i gume
arabike bez ekstrakta sjemenki grozda (KGA). Cilj rada je karakterizirati i ispitati osnovna
fizikalno-kemijska svojstva filma (debljinu filma, boju filma, pH vrijednost i viskoznost te
transparentnost filma), utvrditi bioaktivni sastav filma (izmjeriti sadrzaj ukupnih fenola) te odrediti
barijerna svojstva filma odnosno propusnost filma na vodenu paru. Mjerenja za odredivanje
viskoznosti, pH vrijednosti i udjela ukupnih fenola su provedena na pripremljenim filmogenim
otopinama dok su ostala mjerenja provedena na jestivim filmovima. Dobiveni rezultati su

prikazani graficki i tabelarno.

Izmjerene vrijednosti za debljinu filmova prikazane su u tablici 3. Boja jestivih biofilmova
odredena je CIE L*a*b* prostornim modelom, a rezultati mjerenja prikazani su u tablici 4. Tablica
5 prikazuje rezultate topljivosti filmova u vodi. Propusnost filma na vodenu paru odredena je
gravimetrijski koriste¢i modificiranu ASTM E96-80 standardnu metodu, a dobiveni rezultati
prikazani su na slici 9. Kako bi se utvrdio bioaktivni sastav formuliranih filmogenih otopina
odnosno udio ukupnih fenola, provedena je spektrofotometrijska metoda, a izmjereni rezultati
prikazani su graficki na slici 11. pH vrijednost pripremljenih otopina prikazane su u tablici 6, a
tablica 7 prikazuje izmjerene vrijednosti za viskoznost ispitanih filmogenih otopina. I1zmjerene
vrijednosti za transparentnost jestivih filmova pri 600 nm i 650 nm prikazane su graficki na slici
10.
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4.1. DEBLJINA FILMOVA

Debljina filmova je vazna Kkarakteristika koje utjeCe na barijerna i mehanic¢ka svojstva filma.
Debljine napravljenih filmova prikazane su u tablici 3. lako su filmovi nastali izlijevanjem jednake
koli¢ine filmogenih otopina u Petrijeve zdjelice istog promjera (11,8 cm), debljina filma s
uklopljenim ekstraktom je dvostruko vec¢a (104,4 um) u odnosu na debljinu filma bez ekstrakta
(61,9 um). Sivarooban i suradnici (2008) su ispitivali utjecaj ugradnje ekstrakta sjemenki grozda,
nisina i EDTA-e na fizikalna i antimikrobna svojstva proteinskih jestivih filmova te su takoder
izvijestili 0 znacajnom povecanju debljine jestivih filmova u koje je ugraden ekstrakt sjemenki
grozda u odnosu na kontrolni uzorak bez ekstrakta. Debljina filma s ekstraktom je iznosila 77,9
pm dok je debljina kontrolnog uzorka bila 33,0 pum $to je sliéno omjerima rezultata dobivenih u
ovom radu. Znanstvenici pretpostavljaju da je to posljedica kriznih veza nastalih u proteinskom
filmu zbog velikih molekula fenolnih spojeva iz ekstrakta sjemenki grozda. Protein-fenolne
interakcije ovise o vrsti polifenola i koncentraciji pojedina¢nih fenolnih spojeva (Kroll i Rawel,
2001), strukturi proteina (Nice i sur., 1995) i temperaturi (Sastry i Rao, 1990). Drugo istraZivanje
koje je imalo cilj ispitati utjecaj dodatka razli¢itih koncentracija ekstrakta sjemenki grozda (5, 10
i 15 %) na fizikalno-mehanicka, antimikrobna te antioksidativna svojstva jestivog filma safinjenog
od kitozana i njegov utjecaj na vakumski pakirane filete pile¢ih prsa. Dobiveni rezultati takoder
ukazuju na povecanje debljine filma s povecanjem koncentracije ekstrakta sjemenki grozda u
filmu. Film s najvisom koncentracijom ekstrakta sjemenki grozda (15 %) je imao najveéu debljinu

(p <0,05) (Sogut i Seydin, 2018).

Tablica 3. Debljina pripremljenih jestivih filmova

Uzorak Debljina filma (um)
KGA 61,9 +1,33°
KGAE 104,4 +7,842

Razlic¢iti eksponenti (a-C) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima
(p<0,05).
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4.2. PROPUSNOST FILMOVA NA VODENU PARU

PozZeljno svojstvo svakog ambalaznog materijala je niska propusnost na vodenu paru. Velika
koli¢ina vodene pare dovodi do mikrobioloskog kvarenja proizvoda. Pod pojmom propusnost
vodene pare obi¢no Se podrazumijeva sorpcija, difuzija i adsorpcija (Bourbon i sur., 2011). Niza
vrijednost WVP (eng. water vapor permeability) znaci bolja barijera filma na vodenu paru (Atef
i sur., 2015). Rezultati mjerenja prikazani su graficki na slici 9. Propusnost filma bez ekstrakta
sjemenki grozda na vodenu paru je nize vrijednosti U odnosu na propusnost filma s ekstraktom
(KGAE), odnosno takav film pruza bolju barijeru prema vodenoj pari. Propusnost kompozitnog
filma na vodenu paru predstavlja izmjenu vlage s okolisem (Xu i sur., 2019). Ona ovisi o0 udjelu
hidrofilnog odnosno hidrofobnog dijela polimera. Interakcije izmedu polimera i molekula vode su
temeljne za procjenu propusnosti vodene pare kroz film, koja obi¢no prolazi kroz hidrofilni dio
filma (Sangaj i Malshe, 2004). Vodena para ne moze lako prolaziti kroz film kompaktne strukture
kao $to je kompozitni film sacinjen od kitozana i gume arabike (Xu i sur., 2019). Dok s druge
strane, ekstrakt sjemenki grozda je hidrofilnog karaktera te dodatak istog utjece na ve¢u propusnost
§to nam potvrduju i dobiveni rezultati mjerenja. Ekstrakt sjemenki grozda naruSava strukturu
polielektrolitnog kompleksa na nacin da slabi kohezijske sile medu polimernim lancima, a jacaju
adhezijske sile te se propusnost povecava. Jouki i suradnici (2014) su takoder izvijestili o
povecanju propusnosti vodene pare kroz film od sluzi sjemenki dunje s povecanjem udjela

eteri¢nog ulja origana u filmu.

4,0
35
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2,0
15
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WVP (gms1Pal) x 10-10
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0,0

KGAE KGA
Uzorci filmova

Slika 9. Propusnost vodene pare filma s i bez ekstrakta sjemenki grozda
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4.3. BOJA JESTIVIH FILMOVA

Boja jestivih filmova odredena je CIE L*a*b* prostornim modelom boja. Rezultati ispitivanja
kolorimetrijskin parametara na formuliranim uzorcima prikazani su u tablici 4. Dobivene
vrijednosti kolorimetrijskih parametara se znacajno razlikuju ovisno o vrsti filma, odnosno
prisutnosti ekstrakta sjemenki grozda. Vrijednost za parametar L* ukazuje na svjetlinu filma, pri
¢emu je vrijednost 0 tamno (crno), a 100 svjetlo (bijelo). U usporedbi s uzorkom filma koji ne
sadrzi ekstrakt sjemenki grozda (KGA), uzorak filma s ekstraktom (KGAE) je o¢ekivano tamniji
jer je ekstrakt sjemenki grozda obojio film. Stoga je vrijednost za parametar L* filma s ekstraktom
(KGAE) niza (49,32) u odnosu na vrijednost za film bez ekstrakta (KGAE) koja iznosi 91,05. Na
raspon boja crveno-zeleno ukazuje parametar a*. Vrijednost parametra a* za film s ekstraktom
(KGAE) je 14,58 sto ukazuje na crvenkastu boju filma §to je posljedica prisutnosti antocijana iz
ekstrakta sjemenki grozda, ali i kiselog pH otopine (tablica 6) koji utjeCe na crveno obojenje
antocijana. Parametar b* ukazuje na raspon boja Zuto-plavo. Film bez ekstrakta (KGA) ima
negativnu vrijednost za parametar b* s$to ukazuje na prisutnost plavih tonova u filmu dok je
vrijednost za parametar b* u filmu s ekstraktom (KGAE) pozitivna i ukazuje na prisutnost zutih
nijansi u filmu. Ukupna razlika boje za KGAE filmove rac¢unata je u odnosu na kontrolni uzorak
KGA te ona iznosi 45,65.

Tablica 4. Parametri boje (L*, a*, b*, 4E) jestivog filma sacinjenog od gume arabike i kitozana

(KGA) te filma sacinjenog od kitozana, gume arabika i ekstrakta sjemenki grozda (KGAE)

UZORAK L* a* b* AE
KGA 91,05 + 0,232 1,98 +0,11°  -524+0,47° 0
KGAE 49,32 +0,38° 1458+1,14% 8,25+ 1,042 45,65 + 0,562

Razli¢iti eksponenti (a-C) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima
(p<0,05).

Sli¢ne rezultate dobili su Sogut i Seydim (2018) te Sivarooban i suradnici (2008) koji su izvijestili
0 promjeni L*, a* i b* parametara u uzorcima filma s ugradenim ekstraktom sjemenki grozda u
odnosu na kontrolni uzorak bez ekstrakta. Uzorci su bili znacajno tamniji (niza vrijednost
parametara L*) dok su ostali parametri bili visih vrijednosti u odnosu na kontrolne. Pove¢anjem
koncentracije ekstrakta sjemenki grozda dolazi do povecanja b* vrijednosti (p < 0,05) (Sogut i

Seydim, 2018) sto je posljedica veceg sadrzaja antocijana.
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4.4. TRANSPARENTOST BIOPOLIMERNOG FILMA

Pozeljno je da jestivi film kao ambalazni materijal ima nisku transparentnost. Transparentnost
odnosno propusnost filma na svjetlost (T) je vazno fizikalno-kemijsko svojstvo jer ono utjece na
zastitu proizvoda od svjetlosti spre¢avajuéi tako neZeljene reakcije fotooksidacije. Sto je vrijednost
T veca, to je manja transparentnost filma odnosno film odbija viSe svjetlosti nego Sto je apsorbira.
Iz dobivenih rezultata koji su prikazani graficki na slici 10, moze se i$¢itati da uzorak filma bez
ekstrakta (KGA) ima vrlo visoku i podjednaku transparentnost pri 600 nm (0,045) i 650 nm
(0,044). Film s kapsuliranim ekstraktom sjemenki grozda (KGAE) ima gotovo dvostruko vecu
transparentnost pri 600 nm u odnosu na transparentnost pri 650 nm. Transparentnost KGAE filma
pri 600 nm je 0,618, a pri 650 nm je 0,344. Iz navedenog mozemo zakljuciti da film s ekstraktom

pruza dobru zastitu od svjetla pri 600 nm, ali povec¢anjem valne duljine transparentnost filma raste.
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Uzorci filmova

KGA mKGAE

Slika 10. Transparentnost KGA i KGAE filmova pri 600 nm i 650 nm

Kada usporedimo transparentnost filma bez ekstrakta (KGA) u odnosu na transparentnost filma s
ekstraktom (KGAE), vidi se da je transparentnost filma s ekstraktom i do trinaest puta manja u
odnosu KGA uzorak (ovisno o valnoj duljini). Razlog manje transparentnosti filma s ekstraktom
je posljedica prisutnosti fenolnih spojeva iz ekstrakta sjemenki grozda. Sli¢ne rezultate su dobili
Sogut i Seydim (2018) u svom istrazivanju gdje su zamijecene vece vrijednosti transparentnosti u
filmovima s ekstraktom sjemenki grozda. Znanstvenici to pripisuju nastanku neprobojnog filma

uslijed prisutnosti polifenolnih interakcija koje uzrokuju rasprsenje svjetlosti kroz film. Primjena
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neprozirnih filmova, poput jestivih filmova s inkapsuliranim ekstraktom sjemenki grozda, moze
sprijeciti oksidacijske promjene u pakiranoj hrani uzrokovane utjecaju vidljive i ultraljubicaste
svjetlosti (Sogut 1 Seydim, 2018). Friesen i suradnici (2015) su zakljucili da dodatak aktivnih
sastojaka dovodi do smanjenja transparentnosti filma. U istrazivanju provedenom u 2019. godini,
Xu i suradnici su ispitivali utjecaj dodatka esencijalnog ulja cimeta u kitozan-guma arabika
kompozitne jestive filmove te takoder zabiljeZili nizu transparentnost filma nakon dodatka ulja
cimeta zbog nastanka polielektrolitnog kompleksa. Takoder, zabiljezili su smanjenje
transparentnosti filma uslijed dodatka vece koli¢ine gume arabike u kompozitni film. Znanstvenici
snizavanje transparentnosti filma pripisuju elektrostatskim interakcijama izmedu gume arabike 1

kitozana.

4.5.TOPLJIVOST BIOPOLIMERNIH FILMOVA U VODI
Odabir i svojstva jestivog biofilma ovisit ¢e o svojstvima namirnice koju Zelimo zastititi. Razli¢ite
vrste namirnica zahtijevaju razli¢ita svojstva zastitnih materijala. Jedno od svojstava na koje je
potrebno obratiti paznju je topljivost filmova u vodi. Ono je vazno jer pakiranje namirnice s
visokim sadrzajem vode moze uzrokovati otapanje filma (ukoliko je topljiv u vodi) i tako smanjiti
njegovo zastitno djelovanje. Veca topljivost u vodi uzrokuje slabiju otpornost na vodu (Atef i sur.,
2014). U tablici 5 prikazani su dobiveni rezultati topljivosti kompozitnih filmova kitozana i gume
arabike s i bez ekstrakta sjemenki grozda u vodi. 1z rezultata je vidljivo kako uzorak filma s
ekstraktom ima manju topljivost u vodi (12,44 %) u odnosu na uzorak filma bez ekstrakta (18,67
%). Mogu¢i razlog manje topljivosti filma s ekstraktom sjemenki grozda je neravnomjerna i
nepotpuna inkapsulacija ekstrakta u film te stoga nije u potpunosti doprinio hidrofilnosti filma i
tako povecao topljivost u vodi. Rezultati su opre¢ni rezultatima dobivenim u znanstvenom radu
Wanga i suradnika (2013) gdje se topljivost filma povecala s dodatkom ekstrakta. O smanjenju
topljivosti filma u vodi izvijestili su Atef i suradnici (2014) dodatkom eteri¢nog ulja u film, ali
smanjenje topljivosti pripisuju ili hidrofobnom karakteru ulja ili interakcijama izmedu ulja i

hidroksilnih grupa polimernog matriksa.

Tablica 5. Rezultati topljivosti (FS, %) KGA i KGAE filmova u vodi

UZORAK FS (%)
KGA 18,67 + 3,28°
KGAE 12,44 + 0,56°
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Razlic¢iti eksponenti (a-C) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima
(p<0,05).

4.6.0DREDIVANIE pH VRIJEDNOSTI FILMOGENIH OTOPINA
pH vrijednost otopine ukazuje na kiselost odnosno luznatost. pH vrijednosti svih ispitanih
filmogenih otopina su manje od 7, odnosno sve su otopine alkalne. Optimalni pH za nastanak
polielektrolitnog kompleksa izmedu gume arabike i kitozana je izmedu 3,5 - 5 (Huang i sur., 2015;
Espinosa-Andrews i sur., 2007). Pri pH ispod 3,5 karboksilne skupine gume arabike su
protonizirane i kontrakcija molekulske okosnice moze sprijeciti nastanak kompleksa (Espinosa-
Andrews i sur., 2007). Kada je pH vrijednost iznad 6, blizu pKa vrijednosti kitozana, dolazi do
smanjenja stupnja ionizacije i topljivosti kitozana (Sonia i Sharma, 2012; Espinosa-Andrews i sur.,
2007). Izmjerene pH vrijednosti filmogenih otopina KGA i KGAE, koje su prikazane u tablici 6,
se neznatno se razlikuju i nalaze se u pozeljnom intervalu za nastanak polielektrolitnog kompleksa.
Mozemo zakljuciti da dodatak ekstrakta sjemenki grozda gotovo i ne utjece na vrijednost pH.
Najnizi pH ima otopina kitozana (4,7) dok otopina gume arabike i ekstrakta sjemenki grozda
pokazuje najvisu pH vrijednost (4,96). Moguci razlog za$to otopina kitozana ima nizu vrijednost
pH je to Sto za razliku od gume arabike, kitozan nije topljiv u destiliranoj vodi ve¢ se otapau 1 %
vodenoj otopini octene kiseline. Mijesanjem otopina kitozana i gume arabike nastala je otopina

¢iji je pH bio izmedu vrijednosti pojedina¢nih otopina.

Tablica 6. Prikaz izmjerenih pH vrijednosti filmogenih otopina

UZORAK pH
K 4,7 +0,04¢

KE 4,7 +0,04%

GA 4,93 + 0,09%
GAE 4,96 + 0,05

KGA 4,86 + 0,01

KGAE 4,83 + 0,02

Razli¢iti eksponenti (a-d) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima
(p<0,05).
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4.7.VISKOZNOST BIOPOLIMERNIH FILMOVA
Viskoznost je fizikalna veli¢ina koja nam govori o unutarnjem trenju koje se javlja uslijed strujanja
fluida zbog razli¢ite brzine gibanja njegovih slojeva. Posljedica je djelovanja medumolekulskih
sila kohezije u fluidu i sila adhezije izmedu fluida i krutog tijela kroz koje se strujanje odvija. Na
slici 11 graficki su prikazane vrijednosti izmjerenih viskoznosti i obrtne sile ispitanih otopina iz
kojeg se moze i$¢itati da ispitane otopine kitozana s razli¢itim udjelima ekstrakta sjemenki grozda
(0,01 g 1 0,02 g) te otopina kitozana bez ekstrakta sjemenki grozda posjeduju najveée vrijednosti
za viskoznost, ali i obrtnu silu. NajniZe vrijednosti obrtne sile pokazuju otopine gume arabike, a

najnizu viskoznost imale su kompozitne otopine s i bez ekstrakta sjemenki grozda.

Kitozan je pozitivno nabijen (-NH3) polisaharid, a guma arabika negativno nabijena (-COOH) i
zajedno Cine polisaharid-protein kompleks. Suprotni naboji kitozana i gume arabike se privlace 1
dolazi do formiranja zbijene strukture. Poveéanjem koncentracije gume arabike, poveéana je
vjerojatnost povezivanja kitozana i gume arabike elektrostatskim silama, $to dovodi do povecanja
viskoznosti (Xu i sur, 2019). Kada usporedimo filmogenu otopinu bez ekstrakta sjemenki grozda
(KGA) s otopinom s ekstraktom (KGAE), vrijednosti izmjerene za viskoznost su jednake dok je
vrijednost za obrtnu silu nize vrijednosti kod otopine koja sadrzi ekstrakt. Moguée da je to
posljedica ugradnje ekstrakta u polisaharid-protein kompleks te dolazi do promjene u strukturi

koja dovodi do smanjenja obrtne sile.

S = N w
o Uk N U WU A

o

Viskoznost (Pa * s)
Obrtnasila (m N m1)

[ |

K KE(001g)  KE(0,029) GA GAE (001g) GAE (0,02 g) KGA KGAE (0,01g) KGAE (0,02 g)

Uzorci filmova
V (Pa's) ===T (m N m-1)

Slika 11. Prikaz dobivenih vrijednosti za V (Pas) i T (mN m) pripremljenih filmogenih otopina
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4.8.UDIO UKUPNIH FENOLA U BIOPOLIMERNIM FILMOVIMA
Rezultati mjerenja ukupnih fenola su prikazani graficki na slici 12. Dobivene vrijednosti za
biofilmove bez sadrzaja ekstrakta sjemenki grozda su bile negativne te stoga nisu uzete u daljnju
obradu jer ne sadrze fenole. Fenoli su prisutni u uzorcima biofilmova koji sadrze ekstrakt sjemenki
grozda. Udio fenola ovisi o dodanoj koncentraciji ekstrakta. U uzorke je dodana koli¢ina ekstrakta
sjemenki grozda od 0,01 g, 0,02 g ili 0,03 g. Iz grafickog prikaza rezultata (slika 12) je vidljivo da
krivulja raste uzlazno dodatkom vece koliCine ekstrakta, odnosno dodatkom veée kolicine
ekstrakta raste udio ukupnih fenola u filmu. Udio fenola u jestivom filmu je znacajan s aspekta
zastitne uloge jer fenoli djeluju baktericidno i antioksidativno. Osim toga, fenoli imaju antiupalno

i antikancerogeno djelovanje te stoga povoljno utje¢u na zdravlje ljudi.
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Slika 12. Graficki prikaz ukupnih fenola u ispitanim filmogenim otopinama
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Zanimljivo je za primijetiti da filmogena otopina KGAE s 0,03 g ekstrakta sjemenki grozda ima
najveéu vrijednost ukupnih fenola (5035,715 mg L™?). Nesto manje ukupnih fenola, to¢nije
4701,405 mg L, ima otopina gume arabike s 0,03 g ekstrakta sjemenki grozda dok otopina
kitozana s istom koli¢inom ekstrakta u usporedbi s prethodno dvije navedene otopine, ima
najmanji sadrzaj ukupnih fenola od 1511,45 mg L. U jednom novijem istrazivanju (Rodrigues i
sur., 2020) znanstvenici su ispitivali ima li redoslijed dodatka ekstrakta sjemenki grozda i ekstrakta
kore Jabuticabe (,,stablo brazilskoga grozda“) utjecaj na konac¢ni udio fenola u filmu. Rezultati
pokazuju manji udio ukupnih fenola u gotovo svim uzorcima kada se ekstrakt dodaje prvo u
otopinu kitozana u odnosu na izmjerene rezultate kada je ekstrakt dodan u ve¢ formirani polimerni
matriks nastalog od kitozana i zelatine. Takve rezultate objasnjavaju kao posljedicu prisutnosti
slobodnih hidroksilnih skupina fenola ekstrakta. Kada se ekstrakt dodaje u polimerni matriks
(kitozan : zelatina), inkapsulacija ekstrakta je otezana zbog ve¢ formiranih veza te tako ostaje vise
slobodnih fenolnih hidroksila. Preostali slobodni fenolni hidroksili uzrokuju veée vrijednosti
ukupnih fenola u uzorku (Rodrigues 1 sur., 2020). U slu¢aju kada se ekstrakt dodaje prvo u otopinu
kitozana, sve vezujuce skupine kitozana su slobodne te dolazi do interakcije izmedu kitozana i
fenolnih hidroksila iz ekstrakta. Reakcijom se hidroksili vezu te ostaje manji udio slobodnih
hidroksila §to u konacnici dovodi do manjeg udjela ukupnih fenola u uzorku. Mozemo povuci
paralelu s ispitanim uzorcima iz ovog istrazivanja jer 0sim istih sastojaka, i zelatina i guma arabika
imaju svojstva stabiliziranja i zgu$njavanja. Osim redoslijeda dodatka ekstrakta u uzorak, razlike
u sadrZaju ukupnih fenola razlicitih ekstrakta ne ovise samo o vrsti voca, njihovoj raznolikosti 1
sezoni sazrijevanja, ve¢ i o na¢inu ekstrakcije, vrsti otapala, temperaturi, itd. (Lenquiste i sur.,
2015). lako je u ovome istrazivanju mjeren samo udio ukupnih fenola, oni su direktno vezani uz
antioksidativnu aktivnost filma. Xu i suradnici (2019) su proveli istrazivanje o svojstvima filma
kitozan-guma arabika s inkorporiranim etericnim uljem cimeta te su promatrali antioksidativno
djelovanje razli¢itih filmova. Dosli su do zakljucka da antioksidativna aktivnost filma znacajno
ovisi o sadrzaju gume arabike. Antioksidativnu aktivnost filma ispitali su DPPH metodom i prema
H20> radikalima u filmovima s razli¢itim omjerima kitozana i gume arabike. Kada su povisili
omjere kitozan:guma arabika s 1:0 na 1:2, rezultati su pokazali zna¢ajno bolje hvatanje radikala i
njihovo reduciranje. S obzirom na ove spoznaje, mozemo zakljuciti da iako kitozan i ekstrakt

sjemenki grozda posjeduju antioksidanse, njihova c¢e aktivnost ovisiti i o prisutnosti drugih
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spojeva, kao u ovom slucaju o udjelu gume arabike. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se

prona$ao najbolji omjer sastojaka filma koji ¢e imati najvecu antioksidativnu aktivnost.
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5. ZAKLJUCCI

1.

Prisutnost ekstrakta sjemenki grozda povecava debljinu filmova. Kompozitni film s
ekstraktom sjemenki grozda ima vecu debljinu (104,4 um) u odnosu na film bez ekstrakta
sjemenki grozda (61,9 pm).

Dodatak ekstrakta sjemenki grozda utjeCe na barijerna svojstva. Film s ekstraktom pokazao
je vecu propusnost na vodenu paru u odnosu na film bez sadrzaja ekstrakta.

Filmovi s ekstraktom sjemenki grozda su tamniji (niZa vrijednost parametra L*) i
crvenkaste boje (viSa vrijednost parametra a*) u odnosu na filmove bez ekstrakta koji su
svjetliji (viSa vrijednost parametra L*) i negativna vrijednost parametara b* ukazuje na
prisutnost plavih nijansi u filmu.

Transparentnost filma ovisi o0 prisutnosti aktivnih sastojaka. Dodatak ekstrakta sjemenki
grozda smanjuje transparentnost filma.

Topljivost filma s ekstraktom je neocekivano manja u odnosu na film bez sadrzaja
ekstrakta. Pretpostavka je da je to posljedica prisutnosti koaguliranih ¢estica ekstrakta koje
se nisu u potpunosti inkapsulirale u film te tako doprinijele hidrofilnosti filma i povecale
topljivost.

Polielektrolitni kompleks izmedu kitozana 1 gume arabike nastaje kad je pH vrijednost
izmedu 3,5 — 5. Dodatak ekstrakta sjemenki groZzda gotovo ne utjece na pH vrijednost.
Crvenkasto obojenje filmova s ekstraktom sjemenki groZzda je posljedica nize pH
vrijednosti.

Izmjerene vrijednosti za viskoznost filmogenih otopina KGA i KGAE se ne razlikuju, ali
dodatak ekstrakta sjemenki grozda uzrokuje smanjenje obrtne sile.

Udio ukupnih fenola u filmogenim otopinama je visi Sto je visi sadrzaj dodanog ekstrakta.
Najveci udio ukupnih fenola je odreden u filmogenoj otopini KGAE s 0,03 g ekstrakta
sjemenki grozda dok najmanje fenola sadrzi filmogena otopina kitozana s 0,02 g ekstrakta

sjemenki grozda.
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7. PRILOZI

KRATICA KAZALO
K Filmogena otopina sacinjena od kitozana i 1% vodene otopine octene
kiseline
GA Filmogena otopina sa¢injena od gume arabike otopljene u destiliranoj vodi
KE Filmogena otopina sacinjena od kitozana i ekstrakta sjemenki grozda
otopljenih u destiliranoj vodi
GAE Filmogena otopina sacinjena o gume arabike i ekstrakta sjemenki grozda
otopljenih u destiliranoj vodi
KGA Film sacinjen od kitozana i gume arabika
KGAE Film sacinjen od kitozana, gume arabika i ekstrakta sjemenki grozda
FS Topljivost filmova
RH Relativna vlaznost
T Obrtna sila
\% Viskoznost
WVP Propusnost na vodenu paru
UF Sadrzaj ukupnih fenola
1GAl Filmogena otopina gume arabike (1 g) razrijedena 10 puta.
2 GAl Filmogena otopina gume arabike (1 g) razrijedena 20 puta.




3GAl

Filmogena otopina gume arabike (1 g) razrijedena 30 puta.

1K1 Filmogena otopina kitozana (1 g) razrijedena 10 puta.
2 K1 Filmogena otopina kitozana (1 g) razrijedena 20 puta.
1 K2 Filmogena otopina kitozana (2 g) razrijedena 10 puta.
2 K2 Filmogena otopina kitozana (2 g) razrijedena 20 puta.
1 K3 Filmogena otopina kitozana (3 g) razrijedena 10 puta.
2 K3 Filmogena otopina kitozana (3 g) razrijedena 20 puta.
2 E(0,019) Otopina ekstrakta (0,01 g) razrijedena 20 puta.
2 E (0,02 9) Otopina ekstrakta (0,02 g) razrijedena 20 puta.
3 E (0,03 g) Otopina ekstrakta (0,03 g) razrijedena 30 puta.
1 KGAE1l Filmogena otopina kitozana, gume arabike 1 ekstrakta sjemenki grozda
(0,01 g) razrijedena 10 puta.
1 KGAE2 Filmogena otopina kitozana, gume arabike 1 ekstrakta sjemenki grozda
(0,02 g) razrijedena 10 puta.
1 KGAE3 Filmogena otopina kitozana, gume arabike i1 ekstrakta sjemenki grozda

(0,03 g) razrijedena 10 puta.




IZJAVA O IZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

\JYU"U“\C\ \Q\ ondo,

Helena Bionda



