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1. UVOD

Suvremenim razvojem industrije i potrosackog drustva, proizvodnja i trziSna potraznja
za plasticnom ambalazom se izrazito povecala, a s njezinim povec¢anjem doslo je do drustvenog
i znanstvenog osvjeStavanja o problematici primjene sintetickih ambalaznih materijala kao i
evidentnim posljedicama na ekoloski sustav i ljudsko zdravlje (Prateepchanachai i sur., 2019).
O relevantnosti problema prekomjerne upotrebe sintetickih ambalaznih materijala, govori
Cinjenica da plastika danas ¢ini 80 % do 85 % morskog otpada na podruc¢ju Europske unije,
gdje plasti¢ni predmeti za jednokratnu uporabu ¢ine 50 %, a predmeti povezani s ribolovom 27
% ukupne koli¢ine otpada (Direktiva EU 2019/904). Osim problema gospodarenja otpadom i
nerazmjernom upotrebom sintetickih ambalaznih materijala, problem predstavlja i koli¢ina
otpada od hrane. Prema statistickim podatcima Organizacije za hranu i poljoprivredu (FAO),
godiSnje se gubi ili baci oko trecina proizvedene hrane radi isteka roka trajanja, promjena
svojstava ili mikrobioloskog kvarenja (Motelica i sur., 2020). Problem upotrebe plastike i
gomilanja otpada, te zahtjevi kupaca za kvalitetnijim proizvodima s duzim rokom trajanja,
dovela je do interesa za istrazivanje alternativnih materijala za pakiranje hrane, zbog Cega
razvoj jestivih filmova dobiva na sve vecoj vaznosti.

Filmovi na bazi biopolimera povezani su sa smanjenjem negativnog utjecaja na
ekosustav 1 konceptom odrzivosti. Kao ambalazni materijal imaju funkciju mehanicke zastite,
barijere na vodenu paru, plinove i masti, o¢uvanja kvalitete, otpustanja razli¢itih komponenti i
prevencije rasta mikroorganizama, a na njihova svojstva utje¢e formulacija, na¢in proizvodnje
i svojstva otapala i aditiva (Beikzadeh i sur., 2020). U svrhu produljenja roka trajanja, ali i
poboljsanja proizvoda s nutritivnog aspekta, mogu se koristiti jestivi filmovi s dodatkom
razli¢itih aditiva, poput tvari aroma, antimikrobnih tvari ili antioksidansa. Takoder, odredene
bioaktivne komponente mogu se izolirati iz otpada hrane, $to se uklapa u politiku odrzivog
gospodarenja koja je posljednjih godina u trendu. Za izradu filmova koristit ¢e se kitozan i
zelatina, a kao bioaktivni sastojak galna kiselina, budu¢i da predstavljaju obecavajuce
biomaterijale u razvoju jestive ambalaze, zahvaljujué¢i svojstvu stvaranja filma,

biorazgradivosti i jestivosti (Wang i sur., 2021).

U ovom diplomskom radu predloZeni su sljedeci ciljevi:
e priprema jestivih, biorazgradivih filmova na bazi biopolimera (kitozan i zelatina);

e utjecaj dodatka galne kiseline na svojstva pripremljenih filmova;



o karakterizacija 1 usporedba fizikalno-kemijskih i barijernin  svojstava te

biorazgradivosti pripremljenih filmova.



2. TEORIJSKI DIO

Plastika je zbog svojeg kratkog Zivotnog vijeka, nemogucnosti ponovne upotrebe te
neucinkovitih 1 neisplativih moguénosti recikliranja, postala ekoloski problem, posebice u
onecis¢enju vodenih povrSina. U cilju reguliranja ekoloskog aspekta proizvodnje otpada iz
plastike, stoga i ograni¢avanja upotrebe plastike kao ambalaznog materijala, bila je nuzna
uspostava pravnog okvira kojim bi se smanjili njezini stetni utjecaji na zdravlje i okolis. 1z tog
razloga Europska unija donijela je Direktivu (EU) 2019/904 Europskog parlamenta i Vijeca 5.
lipnja 2019. godine o smanjenju utjecaja odredenih plasti¢nih proizvoda na okolis, kojoj je cilj
smanjiti potro$nju plastike za jednokratnu upotrebu, proizvoda od oksorazgradive plastike i
ribolovnog alata koji sadrzava plastiku te zabranjuje njezino stavljanje na trziste. Uz to,
Pravilnikom o ambalazi i otpadnoj ambalazi (NN br. 88/15, 78/16,116/17, 14/20 i 144/20)
propisuju se ciljevi u gospodarenju otpadnom ambalazom medu kojima su recikliranje
minimalno 55 % otpadne ambalaze te postizanje minimalne stope recikliranja ambalaznih
materijala, $to za plastiku iznosi 22,5 % racunajuci isklju€ivo materijal koji je recikliran nazad
u plastiku. Takoder, Medunarodna organizacija za standardizaciju (ISO) izdala je normu 1SO
18604:2013 koja sadrzi zahtjeve koje treba zadovoljiti odredeni materijal za pakiranje hrane
kako bi se mogao prikupiti, preraditi i reciklirati (Diaz-Montes i Castro-Mufioz, 2021).

Zbog velike koli¢ine otpada hrane i njegovog negativnog utjecaja na okolis, u smislu
potroSnje energenata, emisije ispusnih plinova, upotrebe resursa te oneciS¢enja vodenih
povrsina i gubitka bioloSke raznolikosti, Europski parlament RjeSenjem 2011/2175 (INI)
predlaze politike smanjenja otpada. Jedna od predlozenih strategija za reduciranje otpada hrane
je naglasavanje vaznosti ulaganja u u¢inkovitije na¢ine pakiranja i metode skladiStenja hrane.
Osim toga, predlaze se razvoj razli¢itih veli¢ina pakiranja kako bi se smanjio udio otpada,
ukazalo potrosac¢ima na odgovaraju¢u koli¢inu proizvoda, te dizajniranje pakiranja koje bi
pomoglo u o¢uvanju kvalitete i produljenju roka trajanja (Europski parlament, 2011). Sve veéi
zahtjevi potroSata za minimalno procesiranim, prirodnijim, svjezim 1 prakti¢nijim
prehrambenim proizvodima predstavljaju izazov za industriju pakiranja hrane, ukljucujuéi 1
sve zahtjevniji regulatorni i zakonski okvir (Realini i Marco, 2014). Medutim, navedene
okolnosti istovremeno stvaraju priliku industriji pakiranja za razvoj novih i inovativnih

proizvoda koji bi udovoljili navedenim zahtjevima.



2.1. JESTIVI MATERIJALI ZA PAKIRANJE HRANE

Jestivi filmovi definiraju se kao tanki sloj materijala debljine do 0,3 mm, u/ili na
povr$ini namirnice koji potrosa¢ moze konzumirati te predstavljaju barijeru prema plinovima,
vodenoj pari i otopljenim tvarima u samoj hrani ili izmedu hrane i okoline (Bourlieu i sur.,
2009; Gali¢, 2009; Diaz-Montes i Castro-Mufioz, 2021). Za razliku od jestivih premaza koji se
nanose direktno na proizvod, filmovi se pripremaju i suse zasebno, te naknadno apliciraju na
povrsinu proizvoda (Bourlieu i sur., 2009).

Kako bi bili prihvatljivi za upotrebu, jestivi filmovi trebaju biti netoksi¢ni, stabilni,
dobro prianjati na povrSinu, imati dobra mehanicka i barijerna svojstva na vodenu paru, ali i
plinove kao $to su kisik, ugljikov dioksid, etilen te aromatske tvari. U sustini, svi dodani
sastojci moraju biti jestivog kraktera te dodani u onoj koli¢ini koja je dozvoljena za ljudsku
konzumaciju. Ovo posljednje se posebice odnosi na aktivne dodatke s posebnom funkcijom,
kao $to su primjerice eterina ulja 1 njihove komponente ¢ija koli¢ina ne smije prelaziti one
vrijednosti koje bi mogle imati negativnog utjecaja na ljudsko zdravlje, kao niti narusavati
organoleptiku proizvoda (Motelica i sur., 2020).

Jestivi filmovi nisu namijenjeni, niti mogu zamijeniti tradicionalne nejestive sinteticke
ambalazne materijale za dugotrajno skladiStenje hrane, ali njihova primjenjivost lezi u
sinergistickom utjecaju da doprinose ukupnoj kvaliteti hrane, produljenju roka trajanja i
poboljsanju ekonomske isplativosti materijala za pakiranje (u slucaju produzenja trajsnosti
proizvoda) (Robertson, 2013). Prednosti takvih filmova nad sintetickom ambalazom Su:
mogucénost konzumacije, relativno niski troskovi, doprinos zastiti okoliSa, poboljsanje
organolepti¢kih, mehani¢kih i nutritivnih svojstava hrane, zastita pojedina¢nih porcija hrane,

stvaranje barijere izmedu komponenti heterogene hrane (Vujkovié i sur., 2007).

2.1.1. Kitozan

Kitozan je polisaharid dobiven alkalnom deacetilacijom iz hitina, koji je sastavni dio
egzoskeleta rakova, skampa, jastoga, ali i stani¢nih stijenki kvasaca i gljiva (Darwesh i sur.,
2018). Kopolimer je N-acetil-D-glukozamina i D-glukozamina, povezan [-1,4-glikozidnim
vezama, a struktura mu je sli¢na strukturi celuloze, koja umjesto acetilamino skupine ima
hidroksilnu skupinu na drugom C atomu u molekuli (Benbettaieb i sur., 2014). Slika 1.

prikazuje kemijsku strukturu hitina, Kitozana i celuloze. Zbog svoje biokompatibilnosti,



biorazgradivosti i netoksi¢nosti ima $iroku primjenu u podru¢jima kao $to su medicina,
farmacija, prehrambena industrija, ali i u obradi vode i otapala, te agrikulturi. U prehrambenoj
industriji koristi se kao: aditiv, sredstvo za vezanje masnoca, konzervans, dodatak za bistrenje
vo¢nih sokova i pive, ambalazni materijal te u korigenciji mirisa i okusa (Martinac i Filipovi¢-

Gr¢ic, 2002).

CHs OH
oH O:<NH OH OH OH " OH
Ho = o 0 H% o %o = %o = OH HO o o
o OH 2 2 2 OH
< n :

OH "

Slika 1. Kemijska struktura hitina, kitozana i celuloze (Anonymous 1, 2022)

S obzirom na Siroku primjenu kitozana, potrebna su njegova razli¢ita svojstva, koja
ponajprije ovise o stupnju deacetilacije i molarnoj masi (Bajpai, 2019). Kitozan sa stupnjem
deacetilacije od 75-80 % primjenjuje se u prehrambenoj industriji, a onaj sa stupnjem
deacetilacije od 90-95 % u farmaceutskoj industriji (Martinac i Filipovi¢-Gréi¢, 2002). Nadalje,
Sto je veci stupanj deacetilacije to se viSe amino skupina moze protonirati u kiselom mediju te
se time poboljsava topljivost kitozana (Lavorgna i sur., 2010), koja jo$ ovisi 0 pKa amino
skupina, kemijskom sastavu, te duljini lanca (Nilsen-Nygaard i sur., 2015). Takoder,
antioksidacijska aktivnost kitozana ovisi o stupnju deacetilacije, gdje se povecanjem stupnja
deacetilacije, povecava njegova antioksidacijska aktivnost (Nair i sur., 2020).

Kitozan je prikladan materijal za pakiranje hrane zbog izvrsne sposobnosti stvaranja
filma, dobrih mehanickih svojstava te niske propusnosti na plinove (Benbettaieb i sur., 2014).
S obzirom da se kitozan s razvojem prehrambene tehnologije i pakiranja intezivno koristi
posljednjih desetlje¢a u tom prehrambenom sektoru, u znanstvenoj literaturi postoje mnogi
literaturni pregledi usredotoceni na cjelokupnu primjenu kitozana (Wang i sur., 2018; van den
Broek i sur., 2015; Kerch i sur., 2015; Kumar i sur., 2000), antimikrobne filmove (Dutta i sur.,
2009), aktivne i inteligentne filmove za pakiranje (Flérez i sur., 2022; Van Long i sur., 2016;
Aider isur., 2010) ili prakti¢nu primjenu u hrani (Romanazzi i sur., 2017). Kao $to je prikazano
na slici 2, moze se primijetiti snazan porast broja znanstvenih publikacija povezanih s
kitozanom i ambalaznom industrijom posljednjih 20 godina. Neka od svojstava filmova na bazi

kitozana za pakiranje prikazani su u tablici 1.



Tablica 1. Primjeri nekih svojstava filma za pakiranje od kitozana

Konc. Kiselinaza Svojstva filma Referenca
Kitozan pripremu

Mehanicka svojstva

1% octena TS: 61,8 MPa, E: 4,59 % Leceta i sur., 2013
2% octena TS: 8,82 Mpa, E: 21,13 % Luangapai i sur., 2022
25 % octena TS: 10 MPa, E: 58 % Bofisur., 2015

Propusnost na vodenu paru (g m* s Pa?)

octena (3,1-3,2) x 10710
limunska 3,1-3,2) x 10710 .
2% mlijecna E 4,7—6,9; X 10°10 Park i sur., 2002
jabuéna (2,6-4,1) x 10710
2 % octena 3,45 x 1010 Kurek i sur., 2012
2% octena 3,61 x 10" Lungapai i sur., 2022
Propusnost na plinove
2% octena PO 21.47 x 101" g mt s pa! Kurek i sur., 2012
1,3%  octena PO,: 4x10% cm® m? d* Zhang i sur., 2019

Termicka stabilnost

Termicka degradacija u 2 stupnja:
30-105 °C isparavanje vode

0 :
2% octena 106-250 °C degradacija glicerola Yong isur., 2013
>250 °C degradacija polimernog matriksa
Termicka degradacija u 2 stupnja:
30-150 °C isparavanje vode .
0]
2% octena 200-365 °C kemijska degradacija i Kusmono i sur., 2019
deacetilacija kitozana
150000 128278
=
g ‘g 100000 69765
g X
S5 50000 28489
za 7325
& ) I [ ]
2002-2007 2007.-2012. 2012.-2017. 2017.-2022.
Godina

Slika 2. Broj znanstvenih publikaciju u Scopusu vezanih za filmove od kitozana u
periodu od 2002. do 2022. godine.

Antimikrobno djelovanje kitozana ovisi 0 njegovoj molarnoj masi, stupnju

deacetilacije, koncentraciji u otopini, pH medija i vrsti mikroorganizama (Khwaldia i sur.,

2010). Prema znanstvenim istrazivanjima, na kitozan su osjetljive gram pozitivne i gram

negativne bakterije te gljivice (Robertson, 2013). Postoji vise obja$njenja o njegovom

antimikrobnom djelovanju, a shematski prikaz predlozenih mehanizama dan je na slici 3. Osim



Sto u nanosu tankog filma predstavlja fizicku barijeru, kitozan posjeduje i dobra barijerna
svojstva prema Kisiku, $to nepovoljno utjeCe na rast i razvoj aerobnih mikroorganizama
(mehanizam | i I1). Zatim, osteCuje staniénu membranu bakterija, $to rezultira istjecanjem
stani¢nog sadrzaja (mehanizam 111 i 1V). Difuzijom kroz stani¢nu stijenku moze djelovati kao
kelatogena tvar, vezuju¢i metale u tragovima i esencijalne hranjive tvari, $to doprinosi
inhibiciji rasta mikroorganizama i stvaranju toksina (mehanizam V i V1). Kitozan djeluje i na
ekspresiju gena te se moze vezati s DNA ¢ime inhibira replikaciju (mehanizam VII i VIII)
(Motelica i sur., 2020). Uz navedeno, mehanizam antimikrobnog uéinka se objaSnjava
otpustanjem 1 migracijom protoniranih jedinica glukozamina iz biopolimera u hranu
(Robertson, 2013).

Kitozanu izoliranom iz skampa priznat je GRAS (eng. Generally recognized as safe)
status 2002. (FDA, 2002), 2005. (FDA, 2005) i 2013. godine (FDA, 2013), dok je onom
izoliranom iz Aspergillus niger GRAS status priznat 2011. godine (FDA, 2011).

- MIERCORGANIZMI
—

NAMIRNICA I
Mekanizam I
Mshamizam II
Mskanizam V

Slika 3. Mehanizmi antimikrobnog djelovanja kitozana (Motelica i sur., 2020)

Buduéi je prevalencija alergije na hranu u znacajnom porastu u posljednjim
desetlje¢ima, vazno je napomenuti i potencijalnu alergenost uporabe kitozana izoliranih iz
morskih SkoljkaSa kod onih ciljanih skupina potroSaca s alergijama na riblje proizvode.
Suprotno tome, u jednom istrazivanju, Bae i sur. (2013) su prikazali potencijalnu primjenu
kitozana i hitina u prevenciji alergijske reakcije na kikiriki. Moguénost primjene kitozana u
prehrambenoj industriji ovisi 0o njegovoj ¢isto¢i, buduci da zaostali alergeni mogu imati
potencijalno Stetne posljedica na ljudsko zdravlje. Slijedom navedenoga, potrebna su daljnja

istrazivanja alergijskog potencijala kitozana izoliranih iz oklopa morskih skoljkasa.



2.1.2. Zelatina

Zelatina je protein topljiv u vodi, a dobiven djelomi¢nom hidrolizom kolagena koji je
sastavni dio kosti, koze, ligamenata i vezivnog tkiva sisavaca ili riba (Rawdkuen i sur., 2013).
Struktura Zelatine odredena je svojstvima kolagena iz kojeg se dobiva, a udio pretvorbe
kolagena u Zelatinu ovisi o sljede¢im ¢imbenicima: prethodnoj obradi kiselinom ili luzinom,
pH, temperaturi i vremenu ekstrakcije (Bajpai, 2019). Ovisno 0 izvoru postoje Zelatine
zivotinjskog i ribljeg podrijetla. Zelatina ribljeg podrijetla je proteinski proizvod proizveden
djelomi¢nom hidrolizom riblje koZe (ili) ljuske bogate kolagenom. Kod Zivotinjske Zelatine,
ovisno o prethodnoj obradi razlikujemo dvije vrste: tip A dobiven iz svinjske koze, prethodnom
kiselom obradom, i tip B dobiven iz govede koZe i kostiju, prethodnom alkalnom obradom
(Haug i Darget, 2009). Zelatina sadrzi visoki udio prolina, glicina i hidroksiprolina koji joj daju
izvrsnu sposobnost stvaranja filmova (Wang i sur., 2021). Kemijska struktura zelatine

prikazana je na slici 4.

Slika 4. Kemijska struktura zelatine (Kommareddy i sur., 2007)

Zelatina vrhunske kvalitete ima visoku molekularnu masu i daje évrice gelove (Haug i
Darget, 2009). U kontekstu jestivih materijala za pakiranje hrane, Zelatina posjeduje pozeljna
svojstva, kao Sto su: topljivost u ustima uz brzo i intenzivno oslobadanje arome i okusa,
jedinstvena tekstura, elasti¢nost i sjaj, visok udio proteina (s ciljem obogacivanja prozvoda) te
zeliranje pri normalnom pH vecéine namirnica, kao i temperaturi hladenja/obrade (Karim i Bhat,
2008). Zbog svojih funkcionalnih i tehnoloskih svojstava Zelatina ima raznovrsnost upotrebe.
Koristi se u konditorskoj, mlije¢noj i farmaceutskoj industriji (Haug i Darget, 2009).

PoboljSanje konzistencije, stabilnosti i elastiCnosti proizvoda moze se postici
upotrebom Zelatinskih filmova, gdje se smanjenjem gubitka vlage zadrZzava socnost i okus te
se poboljsava i njihova boja, tekstura, nutritivna vrijednosti i izgled (Arboleya i sur., 2008).

Zelatina pokazuje visoki potencijal kao materijal za izradu jestivih filmova zahvaljujuéi svojoj



zastupljenosti, biorazgradivosti i niskoj cijeni. Osim toga, zelatina ima dobra svojstva
prevlacenja, topiva je u toploj vodi, dok su njezini filmovi dobre ¢vrstoce i male poroznosti
(Vujkovi¢ 1 sur., 2007). No, filmovi napravljeni od Zelatine izolirane od govede ili svinjske
koze posjeduju slaba barijerna svojstva na vodenu paru, koja se pak mogu poboljsati dodatkom

lipida, na primjer maslinovog ulja (Ma i sur., 2012). Neki od literaturnih primjera filmova od

zelatine dani su u tablici 2.

Tablica 2. Primjeri nekih svojstava filma za pakiranje od Zelatine

Konc.

Porijeklo

R v Svojstva filma Referenca
Zelatine  Zelatine
Mehanicka svojstva
4% pile¢a koza TS: 2,11 MPa, E: 65,82 % Alias i Sarbon, 2019
1% riba TS: 1, 28 Mpa, E: 102,31 % L prosan t Norziah,
kostorosci  TS: 2,34 MPa, E: 60 -70 % .
0 ) )
3% tilapija  TS: 1,72 MPa, E: 60 -70 % Arprisur., 2018
3.5 % koza'l"lbe TS: 42,86 MPa, E: 13.25 % Tongnuanchan i sur.,
talapije 2012
4 % pile¢a koza TS: 1,75MPa, E: 148,33 % Nazmi i Sarbon, 2017
Propusnost na vodenu paru
1% riba (1,5-2)x10"*g mm m? hPa’ ?Aigassan  Norziah,
3.5 % i{;ggi?ebe 4.07 x10 g mt s part ggfgnuanchan Isur.,
4% pile¢a koza 2,10 x 10°g mm m* hPa’ Alias i Sarbon, 2019
kostorosci 0,3 —0,4 x 102 g mm mm? h? mmHg* .
0 i) 1
3% tilapija 0,8 —1,0 x 102g mm mm? ht mmHg* Arpiisur., 2018
4 % pile¢a koza 0,024 g mm h* m? kPa?! Nazmi i Sarbon, 2017
Termicka stabilnost
4 % pileca koza Tmn= 45,46 °C Alias i Sarbon, 2019
. Al-Hassan i Norziah
0] - o y
1% riba Tm= 157,61 °C 2012
Termicka degradacija u 3 stupnja:
kozaribe 0720 - 87,50 °C isparavanje vode Tongnuanchan i sur
3,5% talapiie 200,75 - 239,92 °C degradacija glicerola 2013 N
Pl > 305,48 °C degradacija polimernog
matriksa
Termicka degradacija u 3 stupnja:
50,03 - 70,00 °C isparavanje vode
3% sipa 196,30 - 216,71 °C degradacija glicerola  Hoque i sur., 2011

> 271,40 °C degradacija polimernog
matriksa

TS — vla¢na ¢vrstoéa (eng. Tensile strength), E — deformacija na granici elasticnost (eng.

Elongation), Tm — temperatura taljenja



Zelatini je priznat GRAS status prema Agenciji za hranu i lijekove (FDA), Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji (WHO), Organizaciji za prehranu i poljoprivredu (FAO), Europskoj
komisiji (EK) i kineskom nacionalnom standardu GB 6783-2013 (Wang i sur., 2021). Unato¢
gore navedenim pogodnostima njezine konzumacije, postoje odredene zabrinutosti u pogledu
zdravstvene sigurnosti upotrebe Zelatine izolirane iz Zivotinjskih izvora. Zbog pojave bolesti
Saka, stopala, usta te govede spongiformne encefalopatije, javila se potreba trziSta za
alternativnim izvorima zelatine. Jedan takav izvor su riblja koza i kosti koje predstavljaju
nusproizvod ribarstva. Tako proizvedena Zelatina prihvatljivija je s etickog i vjerskog stajaliSta
odredene skupine potrosac¢a (Rawdkuen i sur., 2013) te se na taj nad¢in promiée valorizacija
otpada riblje industrije (Uranga i sur., 2018). Medutim, javljaju se druk¢iji izazovi s obzirom
na to da su alergije na ribu vrlo Ceste, zbog Cega riblja Zelatina predstavlja potencijalni alergen.
Glavnim alergenom u govedoj zelatini, ali i u onoj ribljeg porijekla predstavlja kolagen tip |
(Sakaguchi i sur., 2000). Dok je dokazano da goveda Zelatina izaziva alergijske reakcije, André
i sur. (2003) su pokazali je da Zelatina izolirana iz koZe tune predstavlja minimalni rizik od

alergijskih reakcija, zahvaljujuci procesu proizvodnje kojim se eliminiraju alergeni.

2.1.3. Visekomponentni filmovi

Jestivi filmovi mogu biti pripremljeni od polisaharida, proteina, lipida ili njihovom
kombinacijom. Upotrebom vise biopolimera dobivaju se viSekomponentni filmovi,
promijenjenih mehanickih 1 barijernih svojstava, koji pokazuju bolja fizikalna svojstva nego
oni proizvedeni na bazi jednog biopolimera (Yousuf i sur., 2021). Primjerice, lipidi i voskovi
cesto se kombiniraju s proteinima ili polisaharidima, gdje lipidi zahvaljuju¢i svojoj
hidrofobnosti osiguravaju bolju barijeru na vodenu paru, dok dodatak proteina ili polisaharida
osigurava strukturni integritet kompozitnih filmova s boljim mehanickim svojstvima (Khalil i
sur., 2019; Debeaufor i sur.,1993).

U svrhu poboljSanja svojstava filmova na bazi kitozana dodaju se drugi prirodni
biopolimeri, kao $§to su polisaharidi (celuloza, pektin, karagenan i alginati) ili proteini
(kazeinat, Zelatina ili kolagen) (Nair i sur., 2020). Prema literaturnim istrazivanjima ¢ini se da
su upravo kitozan i zelatina najcesce primjenjivani biopolimeri za izradu jestive ambalaze
(Beikzadeh i sur., 2020). Njihova kompatibilnost za izradu jestivih viSekomponentnih filmova
objasnjava se sljede¢im mehanizmom: vrijednost pKa kitozana iznosi 6,5 (Nilsen-Nygaard i

sur., 2015), sto ga Cini pozitivno nabijenim u Kiselom mediju, dok je Zelatina pri pH nizim od

10



izoelektri¢ne toCke negativno nabijena te iz tog razloga mogu medusobno reagirati kao
polianion i ploikation tvoreci polielektricni kompleks (Rezaee i sur., 2018). U kompleksu
kitozan-zelatina dolazi do nastajanja vodikovih veza i elektrostatskih interakcija izmedu
pozitivno nabijenih amino skupina (NHs*) kitozana i negativno nabijenih karboksilnih skupina
(COO) Zelatine (Prateepchanachai i sur., 2019), ¢ime se dobije film kompaktnije strukture s
novim fizikalnim svojstvima (Benbettaieb i sur., 2014). Vodikove veze i elektrostatske
interakcije ujedno su i najzastupljenije veze izmedu kitozana i Zelatine te je njihov ucinak
dvostruk: a) s jedne strane omogucuju nastajanje vise formi kompleksa, ¢ime osiguravaju dobru
mijesanost kitozana i Zelatine; b) s druge pak strane, ometaju geliranje Zelatine ¢ime utjeCu na
formiranje nukleacijskih toc¢aka te nastaje manje trostrukih zavojnica Zzelatine, rezultirajuci
smanjenom ¢vrsto¢om gela | promijenjenim svojstvima kompozitnog filma (Qiao i sur., 2017).
Zakljucno, kitozan 1 zelatina zbog moguénosti stvaranja trodimenzionalne mreze stabilizirane
elektrostatskim interakcijama, predstavljaju obecavaju¢u kombinaciju biopolimera kao

materijala za proizvodnju jestive ambalaze.

2.1.4. Plastifikatori

U svrhu poboljSanja svojstava polimerne mreze u kompozitne filmove se dodaju razni
aditivi kao §to su plastifikatori, emulgatori, nanocestice, bojila, UV blokatori i sl. S obzirom na
proizvodnju i primjenu, jedan od glavnih ciljeva je poboljSanje mehanickih svojstava i to
prvenstveno elasti¢nosti filmova, bez koje ne bi bila moguca ni proizvodnja ni aplikacija
filmova ili premaza. Nadalje, plastificirani filmovi zbog svoje elasti¢nosti bolje prianjaju uz
proizvod, a s vremenom skladiStenja potrebno je takoder osigurati njihovu postojanost odnosno
da ne dolazi do pucanja polimerne mreze. Plastificiranje se moZe provesti na dva nacina:
modifikacijom kemijske strukture polimera (kopolimerizacijom, selektivhom hidrogenacijom
ili transesterifikacijom), te dodavanjem plastifikatora (Guilbert i sur., 1995). Plastifikatori
interferiraju s polimernim lancima, narusavaju¢i intramolekulske sile $to dovodi do povecanja,
razrjedenja i omekSavanja strukture polimera uz povecanje mobilnosti polimera, kao i
koeficijenta difuzije plinova ili vode (Vujkovi¢ i sur., 2007). Smanjuju krhkost i temperaturu
staklastog prijelaza (Guilbert i sur., 1995). U prehrambenoj industriji uglavnom se koriste
sljede¢i plastifikatori: mono-, di-, oligo-saharidi (glukoza, fruktozno-glukozni sirupi), polioli
(sorbitol, glicerol, derivati glicerila i polietilen glikoli), lipidi i derivati (masne Kiseline,
monogliceridi i derivati estera, fosfolipidi, surfaktanti) (Bourlieu i sur., 2009). Isti se takoder

koriste za izradu jestivih prevlaka i filmova.
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Jedan od najcesée koristenih plastifikatora je glicerol, koji se koristi za poboljSanje
fleksibilnosti i rastezljivosti filmova. Topiv je u vodi, nehlapljiv te se nalazi na listi aditiva
FDA (Thakhiew i sur., 2015). Dodatkom plastifikatora glicerola dolazi do narusavanja intra- i
medumolekularnih interakcija izmedu lanaca Kitozana i sprjecavanje nastajanja vodikovih veza
susjednih lanaca kitozana, ¢ime nastaje viSe vodikovih veza izmedu molekula glicerola i
glukozaminskih jedinica kitozana (Prateepchanachai i sur., 2019). Vazno je istaknuti da se u
uvjetima visoke relativne vlaznosti, molekule vode mogu apsorbirati na polimerne lance,
uzrokuju¢i plastifikacijski u€inak Sto rezultira promjenama toplinskih, barijernih 1 mehanickih
svojstva filmova, a sam plastifikacijski u¢inak ovisi o stupnju interakcije izmedu polimernih

lanaca i adsorbiranih molekula vode (Aguirre-Loredo i sur., 2015).

2.1.5. Izrada filmova

Za izradu jestivih filmova postoji viSe tehnika, pri cemu nacin 1 uvjeti izrade utjeu na
njihove karakteristike i svojstva. Opcenito, filmovi trebaju biti proizvedeni tako da su dovoljno
otporni na lomljenje i habanje te dovoljno fleksibilni da se odupru deformacijama (Guilbert i
sur., 1995). Tehnike koje se ucestalo koriste za izradu filmova su izlijevanje filmogene otopine
u laboratorijsko posude (npr. staklene, plasti¢ne ili teflonske Petrijeve zdjelice, ploce od
pleksiglasa ili teflona), elektrospredanje te termoplasti¢ne metode.

Tehnika izljevanja filmogene otopine sastoji se od tri koraka, a to su: izlijevanje,
suSenje 1 skladistenje filmova kako bi se oCuvala njihova svojstva. Ova tehnika je jeftina,
jednostavna za izvodenje i ekoloski prihvatljiva, no za prelazak u industrijske razmjere
potrebna su daljnja istrazivanja (Wang i sur., 2021). Kod ove tehnike, debljina filmova se
kontrolira izlijevanjem uvijek iste koli¢ine filmogene otopine po povrSini suporta, odnosno
osiguravanjem iste koli¢ine suhe tvari po odredenoj povrSini. Za pripremu filmogene otopine
prvo se biopolimeri otapaju u odgovaraju¢em otapalu (najcescée je rije¢ o destiliranoj vodi ili
u staklene ili plasti¢ne Petrijeve zdjelice. Susenje se moze provesti u ventiliranoj klima komori
(Bandeira i sur., 2014) ali i pri sobnoj temperaturi (Jiang sur., 2019), dok se za skladistenje
najéesce upotrebljava eksikator s odgovaraju¢om zasicenom otopinom odredene soli ili drugog
odgovarajuceg reagensa za osiguravanje predvidene relativne vlaznosti.

Elektrospredanje je metoda koja se u svojoj osnhovi sastoji od prolaska polimerne
otopine kroz $pricu, pod djelovanjem elektricnog polja, gdje rezultiraju¢a nestabilnost u otopini

uzrokuje nastanak tankog mlaza polimerne otopine koja se skrucuje u vlakna tvoreci vlaknastu
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mrezu (Ghorani 1 sur., 2020). Ovaj proces je ekonomican te primjenjiv za proizvodnju
nanovlakna s velikom specificnom povr§inom, visokom mehanickom ¢vrsto¢om i visokom
uc¢inkovitosc¢u inkapsulacije lijekova (Lin i sur., 2019).

Termoplasti¢ne metode ukljucuju ekstruziju, tehniku puhanja, kompresijsko presanje i
njihove kombinacije (Wang i sur., 2021). Tehnika kompresijskog presanja i ekstruzija su brze
i u¢inkovitije, $to ih ¢ini prikladnijima za upotrebu u industrijskim razmjerima (Nilsuwan i
sur., 2019). Takoder treba imati na umu da rijetko koji od jestivih polimera posjeduje

termoplasti¢na svojstva pa je njihova proizvodnja ekstruzijom itekako otezana.

2.2. AKTIVNA AMBALAZA NA BAZI BIOPOLIMERA

Jestivi filmovi s dodatkom funkcionalnih sastojaka klasificiraju se kao aktivni
materijali ¢ija se primjena na Europskom kontinentu odobrava tek 2009. godine, za razliku od
primejrice Japana gdje njihova primjena datira 40-ak godina unazad. Uredbom (EZ) br.
450/2009 nastoje se utvrditi posebna pravila za aktivne i inteligentne materijale i predmete koji
nadopunjuju ona utvrdena Uredbom (EZ) br. 1935/2004, op¢om uredbom o materijalima 1
predmetima koji dolaze u dodir s hranom. Detaljniji podaci o zakonskoj regulativi dani su u
podpoglavlju 2.3. Zakonska regulativa.

Jedna od najvaznijih prednosti upotrebe jestivih filmova kao aktivhog pakiranja je
mogucénost kKontroliranog otpustanja i zadrzavanja aktivne komponenta na povr$ini hrane u
kriti¢énim koncentracijama kroz duzi vremenski period, ¢ime se rjeSava problem difuzije agensa
u hranu i/ili njihove neutralizacije na povrsini prilikom tretiranja povrsine Spricanjem ili
potapanjem u otopine s antibakterijskim agensima. Ovakav pristup vazan je kod namirnica gdje
se porast mikroorganizama dogada ponajprije na povrsini, kao §to su meso i mesni proizvodi
(Ouattara i sur., 2000). Budu¢i da koncept postupnog otpustanja aktivne komponente pomoc¢u
aktivnih filmova omogucuje smanjenje upotrebe kemijskih konzervansa u prehrambenim
proizvodima, predmetno svojstvo moze se koristiti u proizvodnji s ciljem stvaranja pozitivnije
percepcije potrosaca (Benbettaieb i sur., 2020). Primjerice, kitozan pokazuje obecavajuca
svojstva kao medij za ugradnju i/ili postupno otpustanje aktivnih komponenti zbog svojeg
pozitivnog naboja pri odredenom pH (Bajpai, 2019).

Proces otpustanja aktivne komponente potaknut je kombinacijom procesa difuzije i
bubrenjem filma, pri ¢emu vaznu ulogu igra dostupnost vode. Sam mehanizam otpustanja

aktivne tvari opisuje se u dvije faze. Prva faza je naglo otpustanje aktivne komponente koja je
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rezultat brzog otapanja aktivnog spoja na povrsini kruto-tekuce, dok se druga faza oslobadanja
aktivne komponente kontrolira mehanizmom razgradnje polimera (Rivero i sur., 2013).
Opcenito, na otpustanje i bioaktivnost dodane komponente utjecu razliciti parametri kao $to
su: molekulska tezina aktivnog spoja, interakcija s polimerom, struktura polimerne mreze,
uvjeti obrade i svojstva hrane, temperatura, sadrzaj soli, viskoznost i aktivitet vode.

Prema istrazivanju Rezaee i sur. (2018) otpustena koncentracija antioksidansa (galne
kiseline) iz filmova na bazi kitozana i zelatine nije dosegnula ravnotezu ni nakon 25 dana, §to
pokazuje svojstvo produZenog otpustanja. To potvrduje i istrazivanje Benbettaieb i sur. (2020)
koje pokazuje da vrijeme potrebno za postizanje maksimalne antioksidacijske aktivnosti u
slu¢aju ¢istog praha galne kiseline iznosi 10 minuta, a za filmove na bazi kitozana i Zelatine s
dodatkom galne kiseline iznosi nekoliko sati. Isto tako, antioksidacijska aktivnost galne
kiseline u prahu i one inkorporirane u film na bazi kitozana i Zelatine ne mijenja se znacajno,
tj. naCin primjene galne kiselina nije utjecao na antioksidacijsku aktivnost nego na vrijeme
njezinog oslobadanja. Medutim, Bertolo i sur. (2020) isti¢u razliku antioksidacijske aktivnosti
samog ekstrakta kore nara (492 mg GAE g ekstrakta) i antioksidacijske aktivnosti ekstrakta
kore nara inkomponiranog u filma na bazi kitozana i Zelatine (188 mg GAE g ekstrakta).
Autori su ovu pojavu objasnili mogu¢im nastajanjem vodikovih veza izmedu fenolnih spojeva
prisutnih u ekstraktu (antocijanini, elaginske kiseline, tanini, itd.) s aminskim, amidnim i
hidroksilnim skupinama kitozana, kao i s karbonil, karboksil i amidnim skupinama Zelatine,
pri ¢emu se smanjuje koncentracija fenola dostupnih za reakciju s Folin-Ciocalteu reagensom.

Benbettaieb i sur. (2020) navode da se koeficijent difuzije smanjuje povecanjem
viskoznosti medija za oslobadanje. Takoder, na otpustanje aktivnih komponenti u hidrofilnim
filmovima, odnosno filmovima na bazi kitozana i Zelatine, moZe se utjecati i dodatkom
hidrofobnih molekula. Na taj na¢in se usporava hidratacija filma, ¢ime se postize kontrola
otpustanja aktivnih komponenti (Ouattara i sur., 2000).

Vrijeme otpustanja bioaktivnih tvari utje¢e na trajnost prehrambenih proizvoda koji su
zapakirani u aktivnu jestivu ambalazu, a samim produljenjem trajnosti hrane smanjuje se
koli¢ina otpada od hrane. Za produljenje roka trajnosti i sprjeCavanje razvoja i Sirenja
mikroorganizama primjenjivi su jestivi filmovi s dodatkom antimikrobnih agensa kao medija
za postupno otpustanje aktivne tvari. Kako bi se odabrala pogodna antimikrobna tvar potrebno
je uzeti u obzir karakteristike prehrambenih proizvoda (npr. pH, udio vode, nutritivni sastav i
uvjete skladistenja) kojima se moze predvidjeti rast odredenih mikroorganizama te Zeljeni
utjecaj na odredeni mikroorganizam (Rivero i sur., 2013). Istrazivanje Wang i sur. (2019)

pokazuje da dodatak fenolnih kiselina, to¢nije galne i kafeinske kiseline, uvelike povecava
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antimikrobno djelovanje kitozanskih filmova, §to se moZe objasniti interakcijom pozitivno
nabijene amino skupine fenolnih kiselina s negativnho nabijenom stanicnom stijenkom
mikroorganizama rezultirajuci istjecanjem unutarstani¢nih komponenti. Nadalje, istrazivanje
Sun i sur. (2014) pokazuje antimikrobna svojstva kitozanskih filmova s dodatkom razli¢itih
koncentracija galne Kkiseline prema E. coli, S. typhimurium, B. subtilis i L. innocua, gdje su
antimikrobna svojstva kitozanskih filmova znac¢ajno poboljsana dodatkom galne kiselina te se
poveéanjem njzine koncentracije smanjio porast navedenih bakterija. Takoder, koncentracija
monoterepnoida direktno utje¢e na snagu inhibicije mikroorganizama te je antioksidativni
potencijal izravno povezan s ukupnim sadrzajem polifenola u filmovima (Baygar, 2019).
Osim antioksidacijskog i antimikrobnog utjecaja, dodani aditivi utjecu i na mehanicka
i/ili barijerna svojstva filmova. Bonilla i Sobral (2016) su pokazali da dodatak ekstrakata
ruzmarina, cimeta, guarane i boldo biljke znacajno povecava sjaj filma, dok se propusnost na
vodenu paru ne mijenja zna¢ajno u odnosu na filmove bez ekstrakta. Nadalje, De Moraes Crizel
i sur. (2018) su pokazali da se dodatkom brasna komine masline Stvara heterogena i gruba
struktura filma losijih mehanickih svojstava, dok je netopljivost brasna u otopini kitozana
dovela do povecane poroznosti i topljivosti filmova u vodi. Medutim, dodatak mikrocestica
komine maslina doveo je do homogenije i kompaktnije strukture, boljih mehani¢kih svojstava

bez promjena u propusnosti filma na vodenu paru i topljivosti.

2.2.1. Galna kiselina

Galna kiselina ili 3,5,7-trihidroksibenzojeva kiselina i njezini derivati prirodni su
produkti hidrolize tanina (Daneshfar i sur., 2008). Jedna je od naj¢esc¢e koristenih fenolnih
kiselina (Wang i sur., 2019). MozZe se na¢i u bobi¢astom vocu, agrumima, Zitaricama, ¢aju,
vinu i zadinskom bilju (Aytac i sur., 2016). Zahvaljuju¢i svojoj bioloskoj aktivnosti tj.
antioksidativnim, antimikrobnim i antihiperglikemijskim svojstvima koristi se u prehrambenoj
i farmaceutskoj industriji (Da Rosa i sur., 2013). Neki autori izdvajaju i izazove primjene galne
kiseline zbog nestabilnosti pri ekstremnim temperaturama i u prisutnosti svjetla ili kisika, $to

su uobicajeni uvjeti prerade i skladiStenja hrane (Rezaee i sur., 2018).

2.3. PRIMJENA JESTIVIH FILMOVA

Unato¢ navedenim prednostima upotrebe jestive ambalaze, javlja se i niz izazova koje

treba savladati prije njezine komercijalizacije. U usporedbi sa sintetickim materijalima, jestiva
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ambalaza predstavlja slabiju zastitu proizvoda zbog losijih mehanickih i barijernih svojstava
na plinove i tekuéine. Zbog nepovoljnih svojstava javlja se i problematika ekonomske i
tehnoloske neisplativosti prilikom prelaska iz laboratorijske proizvodnje na proizvodnju u
industrijskim razmjerima. Jedan od najvecih izazova plasiranja jestive ambalaze na trziSte je
manjak procjene njezine jestivosti i biorazgradivosti (Jeya i sur., 2020). U pogledu sigurnosti
upotrebe javlja se i pitanje mikrobioloske ispravnosti ovakve ambalaze, na koje je moguce
odgovoriti nuznom primjenom vanjskih omota kako bi se takva ambalaza zastitila i time
osigurala njezina mikrobioloska ispravnost.

Promatraju¢i plasiranje jestive ambalaze na trziSte iz marketinSkog aspekta,
inovativnost, odrzivost i ekoloski utjecaj jestive ambalaze ¢ini je iznimno privlaénom
potrosacima. Medutim, isto tako ova vrsta ambalaze moze izazvati i averziju prilikom
konzumacije zbog neizbjeznog psiholoskog utjecaja da se konzumira pakiranje tj. neSto nije
konvencionalno jestivo. Slijedom navedenog, jestiva ambalaza, odnosno jestivi filmovi,
trenutno ne mogu u potpunosti zamijeniti tradicionalne sinteticke ambalazne materijale.
Unatoc¢ tome, potrebno je uzeti u obzir sve prednosti 1 moguce primjene njihovih funkcionalnih
karakteristika u prehrambenoj industriji, farmaciji ili medicini. Primjerice, biopolimeri se
mogu koristiti kao dodatak drugim ambalaznim materijalima. U komercijalnoj papirnatoj
ambalazi dodaju se tanki filmovi od polietilena (PE) ili poli(etilen-tereftalata) (PET) kojima se
postizu bolja mehanicka svojstva, barijerna svojstva na kisik i masti te smanjenje propusnosti
na vodenu paru (Motelica i sur., 2020). Takve sinteticke premaze potencijalno bi mogli
zamijeniti premazi na bazi biopolimera, koji pruzaju i moguénost dodavanja aditiva kako bi se
dobila aktivna ambalaza (Khwaldia i sur., 2010).

Pregled izdvojenih znanstvenih istrazivanja u primjeni jestivih filmova prikazan u
tablici 3. Nadovezujuéi se na pozitivne primjere primjene jestive ambalaze, istiCe se projekt
startupa Notpla koji je u praksi pokazao da jestiva ambalaza ima mjesto na trziStu i prakti¢nu
primjenu, te ukazao na visoki potencijal u smanjenju plastiénog otpada. Primjerice, njihov
poduhvat, u kojemu su natjecateljima pruzene pojedinacna porcije sportskog napitka
zapakiranog u jestivi film na bazi algi, uvelike je smanjio upotrebu plasti¢nih boca i ¢asa na
maratonima (Patel, 2019). Nadalje, spomenuti startup razvio je i vreéice na bazi algi koje sluze
za pakiranje prehrambenih proizvoda poput umaka, preljeva za salate i za€ina.

Uz prehrambenu industriju, medicinu i farmaciju, jestivi filmovi su nasli svoju
primjenu i u gastronomiji. Tako je chef Ferran Adria kreirao transparentne raviole upotrebom
filmova na bazi krumpirovog Skroba i sojinog lecitina, ¢ime je postigao gastronomsku
inovaciju kojom se otapanjem filma u ustima oslobada sadrzaj raviola (Chloe, 2021). Nadalje,
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Arboleya i sur. (2008) kreirali su jestive filmove na bazi Zelatine izolirane iz koze bakalara s

ili bez dodatka komercijalne zelatine, u svrhu kreiranja ukusnijih i1 inovativnih jela. Zanimljivi

pristup upotrebi jestivih filmova demonstrirali su Wang i sur. (2017) u svojem istrazivanju,

kreirajuci 2D jestive filmove koji tijekom kuhanja tj. procesom hidratacije prelaze u 3D oblike.

Time su postigli stvaranje jedinstvenih tekstura i oblika u ustima obogac¢ujuci dozivljaj jela, te

ujedno ostvarujuci i ustedu prostora i resursa tijekom transporta i skladiStenja.

Tablica 3. Pregled znanstvenih istrazivanja u primjeni jestivih filmova

BIOPOLIMER DODATAK PRIMJENA REFERENCA
Kitozan i ] o minimalno procesirane Zhang i sur.,
taninska kiselina ]
= zelatina jabuke 2021
o natamicin, nizin, o _ )
< ) o ~minimalno procesirane Duran i sur.,
L Kitozan ekstrakt nara i sjemenki
g ) jagode 2016
= grozda
8 ] ] minimalno procesirana Ortiz-Duarte i
Kitozan nanoCestice Ag-kitozana
dinja sur., 2019
. smanjenje upotrebe soli u Xiong i sur.,
Zelatina NaCl ] ) )
_ mesnim proizvodima 2020
Z . .
o o acai prah, matcha o ) ) Sen i Kilig,
- Proteini sirutke pakiranje mesnih okruglica
') ekstrakt 2021
@
o Natrijev alginat  Probiotici (Lactobacillus pakiranje i dodatak Soukoulis i
i proteini sirutke  rhamnosus) probiotika kruhu sur., 2014
- . Oregel-
) produljenje roka trajnosti o
= | Kandelila vosak / ) Zamudio i sur.,
- 8 jagode
QY 2017
e @ .
- g Suncokretovo smanjenje posmedivanja Khan i sur.,
ulje narezane jabuke 2014

2.4. ZAKONSKA REGULATIVA

U danasnje vrijeme, sigurnost upotrebe jestivih filmova i premaza, kao i aditiva, od

presudne je vaznosti s obzirom na njihov potencijalni utjecaj na zdravlje potrosaca. Jestivi

filmovi i prevlake mogu se klasificirati kao: prehrambeni proizvodi, dodatci hrani, sastojci

hrane, tvari u dodiru s hranom ili materijali u dodiru s hranom, a s obzirom na to da su sastavni
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dio proizvoda na njih se primjenjuju isti zakonski propisi kao i na prehrambene proizvode
(Gali¢, 2009).

Prilikom formulacije jestivih filmova ili premaza vazno je uzeti u obzir GRAS status
materijala koji ¢e se upotrebljavati. Onim materijalima kojima je priznat GRAS status mogu
se koristiti, ali u granicama propisanim od strane FDA (Nair i sur., 2020). Ukoliko, proizvodac
zeli upotrijebiti sastojak za proizvodnju jestivog filma ili premaza, kojemu nije priznat GRAS
status, ali se moZe potvrditi sigurnost upotrebe, treba se podnijeti zahtjev za odobrenje GRAS

statusa FDA (Nor i Ding, 2020).

Za postizanje zeljenih mehanickih, barijernih i/ili organoleptickih svojstava filmova
upotrebljavaju se razlicite bioaktivne komponente koje imaju sposobnost migriranja u
prehrambeni proizvod. Migracija ili otpustanje aktivnih komponenti mora udovoljavati
specifikacijama i1 ograni¢enjima propisanim zakonodavnim okvirom Europske unije i/ili
nacionalnim propisima primjenjivim na hranu, kako bi se zastitila sigurnost potrosaca.
Uredbom Komisije (EU) br. 450/2009 od 29. svibnja 2009. godine o aktivnim i inteligentnim
materijalima i predmetima koji dolaze u dodir s hranom propisano je da se koli¢ina otpustene
aktivne tvari ne ukljuCuje u vrijednost izmjerene globalne migracije u slucajevima kada je
granica globalne migracije utvrdena u posebnoj mjeri Europske unije za materijale koji dolaze
u dodir s hranom u koje je sastojak ugraden. Koli¢ina otpusStene aktivne tvari moze premasiti
posebno ograni¢enje utvrdeno za tu tvar, pod uvjetom da je ona u skladu s odredbama Europske
unije i/ili u skladu s nacionalnim propisima primjenjivim na hranu. U Republici Hrvatskoj u
skladu s Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u neposredan
dodir s hranom (NN br. 125/09, 31/11 i 39/13), aktivna tvar koja migrira u hranu mora
odgovarati zahtjevima Zakona o hrani, Pravilnika o prehrambenim aditivima, kao i drugim
propisima navedenog pravilnika. Unutar europskog zakonodavnog okvira aditivi koji se dodaju
u aktivno pakiranje podlijezu Uredbi (EU) br. 1331/2008 Europskog parlamenta i Vijeca od
16. prosinca 2008. godina o prehrambenim aditivima, kojom je propisano da prehrambeni
aditivi moraju biti sigurni za upotrebu, njihova upotreba mora biti tehnoloski opravdana te ne
smije dovesti potrosaca u zabludu. Takoder, moraju se oznacavati na na¢in da je oznaka dobro
vidljiva, jasno ¢itljiva i neizbrisiva, te da je na jeziku koji potrosaci lako razumiju. Slijedom
navedenog, takav proizvod treba biti adekvatno oznaCen na naéin da sadrzi informaciju o
upotrebljenim aditivima, nutritivnoj vrijednosti, ali i eventualnoj alergenosti proizvoda (Nor i
Ding, 2020; Gali¢, 2009).
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3. EKSPERIMENTALI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovom radu za proizvodnju filmova koristeni su prirodni biopolimeri kitozan (Kitozan
tip 652, molekulske mase 165 kDa, stupanj deacetiliranja iznad 85 %, France Chitin, Marseille,
Francuska) i Zelatina (ribljeg podrijetla, Louis Francois, Croissy Beaubourg, Francuska). Kao
bioaktivni sastojak koristila se galna kiselina (CAS 149-91-7, Sigma Aldrich, Steinheim,
Njemacka), a kao plastifikator biljni glicerin (minimalne Cistoc¢e 99,5 %, E422, Dekorativna
tocka d.0.0, Poznanovec, Hrvatska). Vodena otopina octene Kiseline (ledena octena kiselina,
J.T. Baker, Schwerte, Njemacka) i destilirana voda koristile su se kao otapala. Prilikom
pripreme zasi¢ene otopine za odrzavanje relativne vlaznosti (53 % RH) koriSten je magnezijev
nitrat (Mg(NOzs)2, Sigma - Aldrich, St. Louis, SAD). Za test biorazgradivosti koristena je
zemlja Florafi (Eko-Terra d.o.o, Nedelis¢e, Hrvatska).

3.2. PRIPREMA FILMOVA

Otopina mjeSavine kitozana i zelatine (CSGEL) dobivena je mjeSanjem zasebno
pripremljene 1,5 % (m/v) otopine kitozana i 1 % (m/v) otopine Zelatine. Filmogena otopina
kitozana (CS) dobivena je otapanjem 1,5 g kitozana u 1 % (v/v) vodenoj otopini octene kiseline
te se otopina mijeSala na magnetskoj mjesalici 4 h do potpunog dispergiranja polimera.
Filmogena otopina zelatine (GEL) dobivena otapanjem 1 g Zelatine u destiliranoj vodi te je
zatim zagrijavana na 70 °C u trajanju od 30 minuta. Potom su otopine izmijesane i ostavljene
na magnetskoj mijesalici (1200 rpm) tijekom 1 h. U otopinu je dodano 30 % glicerola,
ra¢unajuci na suhu tvar polimera. Za pripremu filmova s aktivnom komponentom, u filmogenu
otopinu dodana je odredena koli¢ina galne kiseline kako bi se postigla 1 % i 2 % koncentracija
(m/v). Odredeni volumen tako pripremljene otopine za formiranje filmova izliven je u Petrijeve
zdjelice, to¢no poznatih dimenzija. Susenje se provodilo u ventiliranoj klima komori (HPP110,
Memmert, Schwabach, Njemacka) tijekom 24 h, pri kontroliranim uvjetima temperature od 30
°C i relativne vlaznosti 40 %. Osuseni filmovi odlijepljeni su s povrSine Petrijevih zdjelica te
su Cuvani u eksikatoru s zasi¢enom vodenom otopinom Mg(NOs)2, kako bi se postigli
kontrolirani uvjeti relativne vlaznosti od RH 53 % pri 23 = 2 °C. Pripremljeni filmovi prikazani

su na slici 5.
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Slika 5. Pripremljeni filmovi na bazi a) kitozana i zelatine (CS — GEL), b) kitozana i zelatine
s 1 % (m/v) galne kiseline (CS — GEL — GA 1 %) i c) kitozana i Zelatine s 2 % (m/v) galne
kiseline (CS — GEL — GA 2 %)
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3.3. METODE KARAKTERIZACIJE FILMOVA

3.3.1. Odredivanje debljine filmova

Debljina filmova mjerena je digitalnim mikrometrom (Digimet, HP, Helios Preisser,
Gammertingen, Njemacka), koji je prikazan na slici 6. Mjerenja su provedena na 10 razli¢itih
mjesta u svakom uzorku filma, a za rezultat je uzeta srednja vrijednost s pripadaju¢om

standardnom devijacijom.

Slika 6. Digitalni mikrometar (Anonymous 3, 2022)

3.3.2. Odredivanje boje filma

Boja filma odredena je pomocu kolorimetra (Konica Minolta Spectrophotometer
CM3500d, Langenhagen, Njemacka), koji radi na principu CIE L*a*b* prostornog modela
(slika 7). CIE L*a*b* je trodimenzionalni prostor boja temeljen na objektivnom vrjednovanju
boja i najblizi je vizualnoj percepciji. Boje su definirane pomocu tri parametra: L*, a* i b*. L*
predstavlja svjetlinu boje, u rasponu od 0 (apsolutno crna) do 100 (bijela). Vrijednost a*
predstavlja raspon crveno do zeleno, dok se b* odnosi na raspon zuto do plavo. Uredaj se prvo
kalibrira, a potom se uzorak stavlja ispod otvora. Mjerenje je provedeno na 10 razli¢itih mjesta
u svakom uzorku, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom

devijacijom.
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L=100
Bijela

Nijansa

Crna

Slika 7. Prikaz CIELAB dijagrama (Ly i sur., 2020)

Kolorimetrijska razlika (4E) pokazuje odstupanje reprodukcije od originala, a raCuna
se kao srednja vrijednost razlika izmedu L, a i b vrijednosti standarda (referentna vrijednost) i

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

AE =VALZ +Aa?2 +Ab2  [1]
sa AL=Lo—Li,Aa=ao— a1, Ab=hbo— b1
i gdje su:
Lo, a0, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje,

L1, a1, b1- vrijednosti ispitivanoga uzorka boje (Ly i sur., 2020).

3.3.3. Mjerenje transparentnosti filma

Transparentnost filmova mjerena je pomoc¢u UV-VIS spektrofotometra (Lambda 25,
PerkinElmer, Waltham, SAD). Komadi filmova stave se na predvideno mjesto (za Kivetu) u
uredaju te se mjeri apsorbancija pri 600 nm. Transparentnost filmova (T) izracunata je prema

sljede¢oj jednadzbi [2]:

__ A600
X

[2]

T600
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gdje je:
Asoo- apsorbancija pri 600 nm,

X- debljina filma (mm).

3.3.4. Odredivanje topljivosti filmova u vodi i udjela vode

Topljivost filmova u vodi odredena je metodom Gontard i sur. (1996), a definira se
sadrzajem suhe tvari otopljene u destiliranoj vodi, nakon uranjanja tijekom 24 h. Svi su se
uzorci, prije mjerenja, ¢uvali u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima relativne vlaznosti od 53
%. Filmovi istih dimenzija (2 x 2 cm) osusili su se na 105 °C te se odvazu na analitickoj vagi
kako bi im se odredio pocetni udio suhe tvari (W;). Zatim su izvagani filmovi suspendirani u
30 mL destilirane vode pri 23 £ 1 °C. Nakon 24 h, filmovi se uklanjaju iz otopine te se ponovno
suse u suSioniku (Memmert, Schwabach, Njemacka) na 105 °C do konstantne mase. Potom se
hlade i vazu kako bi se odredila masa suhe tvari neotopljene u vodi (Wy).

Topljivost filma (FS, %) izracunata je prema sljedecoj jednadzbi [3]:

wi-w

wi

FS (%) =2 4 100 [3]
gdje je:

FS — topljivost filma (%),

Wi— pocetni sadrzaj suhe tvari (g),

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

Udio vode u filmu odreden je razlikom mase nakon suSenja (Ws) 1 poCetnog sadrzaja

suhe tvari (W;). Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja.

3.3.5 Bubrenje filmova

Bubrenje filmova opisano je kapacitetom bubrenja (swelling ratio, SW), koji je odreden
standardnom metodom ASTM D2765-95C. Kapacitet bubrenja izracunat je pomocu sljedece
jednadzbe [4]:

Ws-wd
wd

SW (%) = «100 [4]
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gdje je:
W;s — masa uzoraka nakon bubrenja;

W4 — masa suhog uzorka (Deepa i sur., 2016).

3.3.6. Mjerenje propusnosti vodene pare kroz polimerni film

Propusnost filmova na vodenu paru odredena je gravimetrijski pomoc¢u modificirane
ASTM E96 - 80 (1980) standardne metode, koja je prilagodena za jestive materijale
(Debeaufort i sur., 1993). Posuda koristena za odredivanje propusnosti materijala na vodenu

paru prikazana je na slici 8.

Poklopac —%

Teflonski prsten ey ——

Uzorak — >

Teflonski prsten . > C— —

ey

Staklena éajica ——n @

[S——— —

Otopina za | —————ws o ave—
uspostavljanje RH >

Slika 8. Posuda za odredivanje propusnosti materijala na vodenu paru (Kurek, 2012)

Prije mjerenja, uzorci se ¢uvaju u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima vlage (53 %
RH). Mjerenja su provedena kako bi se izraGunala propusnost kod dva gradijenta RH, 70 % za
one proizvode sa ve¢im udjelom vode 1 35 % za one proizvode s manjim udjelom vode. U
mjernu ¢asicu Se ulije 20 ml destilirane vode (100 % RH) ili zasi¢ena otopina NaNOs (65 %
RH). Zatim se izmedu dva teflonska prstena stavi uzorak filma te se posude 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 analiti¢ko]
vagi (KERN ABS320-4N, KERN&SOHN GmbH, Balingen, Njemacka), sve do ustaljenja
gubitka mase. Za svaki film mjerenja su provedena u 9 paralela.

Propusnost na vodenu paru (WVP, g m? s Pa) izradunata je iz promjene mase posude

u odnosu na vrijeme u stacionarnom stanju, koristeci sljedecu jednadzbu [5]:
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Am

wvp = At+Ax Ap

* X [5]

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).
Takoder, odredena je i brzina prijenosa pare kroz uzorak (WVTR, g m?s?), a

izraCunata je prema sljede¢em izrazu [6] :

Am
WVTR = —— m2s1) [6
AT (9 ) [6]

3.3.7. Mjerenje propusnosti plinova kroz polimerni film

Propusnost filmova na Oz i CO2 provedeno je na uredaju za mjerenje propusnosti
Brugger, GDP-C (Brugger Feinmechanik GmbH, Munich, Njemacka) (slika 9),

manometarskom metodom. Uzorak se postavlja izmedu gornjeg i donjeg dijela permeacijske

¢elije, tono poznatog volumena. Prije svakog mjerenja evakuira se zrak iz gornjeg i 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™. Zbog razlike u tlaku dolazi do difuzije plina kroz ispitivani

materijal Sto uzrokuje postupan porast tlaka u donjem dijelu ¢elije. Uredaj automatski ocitava

porast tlaka, registrira i zabiljezi na raCunalu pomocu ra¢unalnog programa. Rezultati se oCitaju

kao vrijednost permeacije (cm® m2d ~! bar 1), a izrazeni kao koeficijent propusnosti O, (PO.)

i koeficijent propusnosti CO, (PCOy) izrazen u cm® m  dan™* bar?, izratunat je kao aritmeticki

produkt permeacije i debljine filma, prema sljedec¢im jednadzbama [7] i [8]:

POz=qxd [7]
PCO>=qxd[8]

gdje je:

q - permeanca (cm* m2d * bar™?);



d - debljina filma (um).

Slika 9. Uredaj za odredivanje propusnosti plinova (Anonymous 4, 2022)

3.3.8. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih polifenola

Udio ukupnih polifenola u filmovima odreden je metodom koja se temelji na

kolorimetrijskoj reakciji s Folin-Ciocalteu reagensom.

Kemikalije i standardi za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

e Folin-Ciocalteu reagens (FC reagens)

e Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata NaCO3z (20 %-tna otopina)
Priprema: u 800 mL vru¢e deionizirane vode otopi se 200 g anhidrida Na,COs, a zatim se
ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalica Na,COs, nadopuni u odmjernoj
tikvici od 1000 mL te se nakon 24 h filtrira.

Princip metode

Princip metode temelji se na kolorimetrijskoj reakciji reducirajuceg reagensa tj. fenola s Folin-
Ciocalteau reagensom, koji je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline. Prilikom
reakcije nastaju volframov oksid 1 molibdenov oksid koji daju plavo obojeni kompleks ¢iji je
intenzitet obojenja proporcionalan koncentraciji fenola (Singleton i sur., 1999a; Singleton i
sur., 1999b). Odredivanje se provodi u etanolnom/metanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode a nastali intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm

(Shortle isur., 2014).
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Postupak rada

U staklene epruvete se otpipetira 20 pL. ekstrakta, 200 uL. FC reagensa i 2 mL deionizirane
vode, a nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine Na,COz3 te se s uzorci vorteksiraju.
Uzorci se termostatiraju 25 minuta pri 50 °C u vodenoj kupelji, nakon ¢ega se mijeri
apsorbancija plavog obojenja pri 765 nm. Od apsorbancije uzoraka oduzima se apsorbancija
slijepe probe, koja se priprema na isti nac¢in kao i uzorci, ali sadrzi otapalo za ekstrakciju

umjesto ekstrakta.

Izracun
Pomocu jednadzbe bazdarne krivulje izracunava se udio ukupnih polifenola u ekstraktima

filmova. Jednadzba bazdarne krivulje glasi [9]:

Y =0,0030 * X [9]
gdje je:
Y- apsorbancija pri 765 nm;
X- koncentracija galne kiseline (mg L™?);

R2- koeficijent determinacije.

3.3.9. Biorazgradivost filmova

Filmovi dimenzija 2 x 2 cm, to¢no odredene mase (mj) stavljaju se na aluminijsku
mrezicu i zakopavaju na 6 cm dubine u plasti¢ne ¢aSe koje sadrze zemlju (univerzalni prirodni
supstrat, Florafin, Eko-Terra d.0.0, Hrvatska), na sobnoj temperaturi (23 + 2°C). Filmovi se
otkopavaju 6 puta, nakon 7, 54, 92, 103 i 120 dana. Po potrebi, sakupljeni filmovi ispiru se u
destiliranoj vodi kako bi se uklonio visak zemlje te se suSe na 105 °C tijekom 24 h (Luis i sur.,
2019). Nakon toga im se odreduje masa (m.) i fotografira ih se. Udio razgradnje (%) izraCunava

se prema slijede¢em izrazu [10]:

% biorazgranje = % [10]
1
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3.3.10. Mjerenje pH otopina biopolimera

pH otopina biopolimera odredilo se pomoc¢u uredaja pH metra FiveGO (Mettler Toledo,
Greifensee, Svicarska). Za mjerenje pH koristene su svjeZe pripremljene otopine biopolimera,

a za svaki uzorak mjerenja su provedena 3 puta te je uzeta njihova srednja vrijednost.

3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka analiza podataka provedena je analizom varijance (ANOV A) pomoc¢u Xlstat
2022 24.2.1311 (Addinsoft, SAD). Podaci su rangirani i statisticke razlike su ocijenjene u
redovima s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukey-ovim viSestrukim

usporednim testovima. U svim sluc¢ajevima vrijednost p < 0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. PARAMETRI BOJE | TRANSPARENTNOST FILMOVA

Boja filma odredena je na principu CIE L*a*b* prostornog modela, a u tablici 4
prikazani su parametri boje (L*, a*, b*), ukupna razlika u obojenosti (4E) i transparentnost (T)
u svjeze pripremljenim filmovima od kitozana (CS) i zelatine (GEL), s ili bez dodatka galne
kiseline. Porijeklo i vrsta sirovine koriStena prilikom formulacije filmova utjecat ¢e na vizualni
izgled filma pa tako boja Zelatine ovisi o vrsti sirovine iz koje se dobiva (Bajpai, 2019).
Primjerice, ukoliko zaostanu tragovi ugljikohidrata u sirovini, mogu nastupiti reakcije s amino
skupinama aminokiselina tj. Maillardove reakcije pri ¢emu dolazi do razvitka boje (Haug i
Darget, 2009). Uz to, ve¢i udio CS u filmovima na bazi CS i GEL (CSGEL) rezultirat ¢e vise
zutim i zelenijim tonovima filma (tablica 4.) (Mohammed Manshor i sur., 2018). Opcenito,
dodatak plastifikatora, odnosno glicerola u ovom istrazivanju, dobiju su bistri i bezbojni
filmovi. Konkretno, primjenom glicerola dobije se glatka, bistra i homogena povr$ina filma s
dobrom mehani¢kom ¢vrsto¢om (Jeya i sur., 2020). Na boju filma takoder utjeCe temperatura
suSenja 1 skladiStenja, $to je u ovom istrazivanju bila ambijentalna (23 + 2 °C), odnosno dosta
niska s neznac¢ajnim utjecajem na pojavu znacajnog zutila u filmovima. Ovu pojavu evidentirali
su Prateepchanachai i sur. (2019), u ¢ijem je istrazivanju doslo do smanjenja svjetline filma
kao posljedica interakcije glicerola s kitozanom i utjecajem poviSene temperature. PoviSena
temperature moze uzrokovati lakSe nastajanje vodikovih veza smanjuju¢i mobilnost
polimernih lanaca, i odvajanja faza, pri ¢emu glicerol migrira na povrsinu i uzrokuje smanjenje
svjetline filma. Buduci da dolazi do isprepletanja makromolekula, posljedi¢no svjetlost teze
prolazi kroz takvu mrezu biopolimera. Takoder, pozeljno je da filmovi imaju Sto neutralnija
organolepti¢ka svojstva tj. da su transparentni, bistri, bez okusa i mirisa (Guilbert i sur., 1995).
Samim time dodani aditivi ne bi smjeli negativno utjecati na organoleptika svojstva filmova,

kako bi bili prihvacéeni od strane potrosaca.
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Tablica 4. Parametri boje (L*, a*, b*), ukupna razlika obojenosti (4E) i transparentnost (T)

pripremljenih filmova

Uzorak L* a* b* AE Teo00

CSGEL 88,48 +3,89° 0,98+0,58" -1,71+2,28° 0,00+0,00° 4,62+ 0,46°

CSGELGA1l 76,43+4,19° 509+0,80° 887+299 16,56+502*° 1,66+0,17°

CSGELGA2 77,57 +3,13" 4,85+058° 591+309% 13,86+4,05% 5,55+ 0,56°

CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGAL1 - filmovi od kitozana 1 zelatine s 1 %
(m/v) galne kiseline, CSGELGAZ - filmovi od kitozana i zelatine s 2 % (m/v) galne kiseline

Razligiti eksponenti (*~P) unutar stupca ukazuju na statisticki zna¢ajne razlike medu uzorcima

(p <0,05)

Vizualno, CSGEL filmovi bili su najsvijetliji i ljudskom oku bezbojni, dok je dodatak
GA Kkiseline uzrokovao crvenkasto-zute filmove, $to je prikazano slikom 5. Nesto nize
vrijednosti parametra L* mogu se objasniti prisutno$¢u kitozana koji uzrokuje smanjenje L*
vrijednost CSGEL filmova u usporedbi s ¢istim GEL filmovima (Bonilla i Sobrala, 2016; Jridi
i sur, 2014). Uz to, dodatak GA Kiseline znacajno je smanjio L* vrijednost filmova, §to ukazuje
na to da GA kiselina ima negativan u¢inak na svjetlinu filmova. Nadalje, dodatkom GA kiseline
u filmove vrijednosti parametra b* znacajno su promijenjene. Vrijednost parametra b* za
CSGEL uzorak bila vise negativna (-1,71 + 2,28) u odnosu na pozitivne vrijednosti kod
CSGELGAL (8,87 £ 2,99) i CSGELGA2 (5,91 + 3,09). To ukazuje da se obojenje filmova
dodatkom GA kiseline promijenilo iz plavkasto-zelene u zutu. Za sve filmove vrijednost
parametra a* je pozitivna, $to ukazuje na crveno obojenje, sa znacajno visim vrijednostima
parametra a* kod filmova obogacenih s GA kiselinom. CSGELGAL i CSGELGAZ2 pokazuju
sliéne vrijednosti parametra L*, a*, b* bez statisticki znacajne razlike medu njima. Rezultati
se slazu s istrazivanjem Rezaee i sur. (2018) gdje se vrijednosti L*, a*, b* za CSGEL filmove
s dodatkom 1 % GA iznosili 80,44 + 3,81, 2,76 + 0.76, 8,55 + 1,01.

S obzirom na to da je transparentnost jedna vaznijih svojstava filma te je od klju¢ne
vaznosti za prihvacanje filma od strane potroSaca, pogotovo ukoliko se koristi za oblaganje
namirnice ili poboljSanje izgleda proizvoda (Benbettaieb i sur., 2014), poZeljne su §to nize
vrijednosti parametra T. Takoder, visoka transparentnost pokazuje homogenost filmova tj. da
nije doslo do odvajanja faza (Ahmed i Ikram, 2016). Budu¢i da se vrijednosti T filmova
dobivenih u ovom istrazivanju razlikuju i ne moze se pretpostaviti njihovo ponasanje u

ovisnosti dodatka GA Kiseline, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdio uzrok
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ovakvog ponasanja (Tablica 4).

Parametar AE predstavlja ukupnu razliku u boji te pokazuje odstupanje reprodukcije od
originala. Ako je njegova vrijednost vecéa od tri, razlika u boji vidljiva je ljudskom oku (Ly i
sur., 2020). Za uzorke CSGELGA1 i CSGELGAZ2 parametar AE racunat je u odnosi na CSGEL
film. Uzorci obogaceni s 1 % i 2 % GA imaju 4E vrijednost vecu od tri, §to ukazuje na

postojanje vidljive razlike u boji u odnosu na kontrolu (tablica 4).

.
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Slika 10. Apsorbanca razli¢itih filmova na bazi kitozana i Zelatine pri valnim duljinama od 200
do 800 nm
CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGAL1 - filmovi od kitozana 1 Zelatine s 1 %

(m/v) galne kiseline, CSGELGAZ2 - filmovi od kitozana i zelatine s 2 % (m/v) galne kiseline

Apsorbancija UV svijetla i vidljivog dijela spektra, u rasponu valnih duljina 200-800
nm, pripremljenih filmova prikazana je na slici 10. CSGEL filmovi pokazuju dobra barijerna
svojstva prema UV zra¢enju u dijelu spektra od 200 do 280 nm, $to je u skladu s rezultatima
Ahmed i Ikram (2016) te Hosseini i sur. (2013). Filmovi na bazi proteina, pa tako i Zelatine,
imaju dobra barijerna svojstva na UV zahvaljuju¢i visokom sadrzaju aminokiselina s
aromatskim prstenom koje mogu apsorbirati UV zracenje (Jridi i sur., 2014). Dodatak GA
smanjio je propusnost UV zraCenja tj. ovako pripremljeni filmovi pokazuju dobra barijerna
svojstva pri valnim duljinama od 200 do 350 nm. Rezultati se slazu s onima Limpisophon i

Schleining (2016), gdje se dodatkom GA u GEL filmove s uvelike smanjila propusnost na UV
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zracenje. Slijedom navedenog, ovako pripremljeni filmovi pokazuju obeéavajuca zastitna
svojstva od UV svijetla, ¢ime bi se smanjile oksidacijske reakcije koje uzorkuju kvarenje

proizvoda, gubitak nutritivnih tvari, promjene boje i nastanak neugodnog mirisa.

4.2. UDIO VODE | SUHE TVARI, TOPLJIVOST | BUBRENJE FILMOVA

Udio vode, suhe tvari, kapacitet bubrenja i topljivost pripremljenih filmova prikazani
su u tablici 5. Topljivost je vazna karakteristika ambalaznih materijala. Generalno, netopljivost
filma pozeljna je karakteristika, kako bi poboljsali integritet proizvoda i otpornost na vodu.
Takoder, hidrofilni materijali imaju sposobnost navlacenja vode u uvjetima povisene relativne
vlaznosti. Filmovi na bazi kitozana mogu apsorbirati do 40 % vlage pri uvjetima relativne
vlaznosti od 90,3 %, pri ¢emu vlaga odnosno voda djeluju kao plastifikatori. Do ucinka

plastificiranja moze do¢i pri sadrzaju vlage ve¢em od 20 % (Aguirre-Loredo i sur., 2015).

Tablica 5. Udio vode, udio suhe tvari, postotak bubrenja (SW) i topljivost pripremljenih filmova

od kitozana 1 Zelatine

Uzorak Udio vode Udio suhe tvari SW Topljivost
(%) (%) (%) (%)
CSGEL 12,54 + 0.55% 87,46 £ 0.55° 12,22 + 4.52° 37,29 + 3.39%
CSGELGA1 8,86 + 0.27° 91,14 £ 0.27° 2,37 £1.43° 29,11 +2.1°
CSGELGA2 7,33 £ 0.26° 92,67 £ 0.26° 2,32 +£1.62° 45,49 + 4.36°

CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGAL1 - filmovi od kitozana 1 zelatine s 1 %
(m/v) galne kiseline, CSGELGAZ2 - filmovi od kitozana i Zelatine s 2 % (m/v) galne kiseline
Razli¢iti eksponenti (* ~©) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima

(p < 0,05)

Na topljivost kompozitnog filma utjecat ¢e udio i topljivost njegovih komponenti. S
obzirom na to da je Zelatina topiva u vodi za ocekivati je da ¢e filmovi na bazi zelatine biti
topivi u vodi, dok su oni na bazi kitozana manje topivi, zahvaljuju¢i hidrofobnim svojstvima
kitozana (Ahemed i Ikram, 2016). To potvrduje i istrazivanje Hosseini i suradnika (2013) gdje
su GEL filmovi imali vecu topljivost (63,81 %) u usporedbi CS filmovima i CSGEL
kompozitnim filmovima. Na sli¢éne rezultate naisli su i Jridi i sur. (2014). Autori manju
topljivost CSGEL kompozitnih filmova od GEL filmova objasnjavaju nastankom kompleksa
izmedu kitozana i Zelatine tj. filmovi na bazi kitozana imaju -OH i -NH2 skupine koje s

molekulama vode mogu tvoriti vodikove veze i1 na taj na¢in navlaciti vodu te samim time imaju
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vec¢i udio vode. Dodatkom Zelatine u kitozanske filmove smanjuje se udio vode, zahvaljujuci
vezama nastalima izmedu kitozana i Zelatine te se samim time smanjuje i broj slobodnih grupa
za vezivanje s molekulama vode, ¢ime se smanjuje moguénost bubrenja filma. Takoder, na
topivost i bubrenje utjeCe i dodatak plastifikatora. Njegovim dodatkom smanjuje se broj
interakcija izmedu polimera, Sto je opisano poglavljem 2.1.4. Plastifikatori pa takav film
posjeduje vise slobodnih hidroksilnih skupina za interakciju s molekulama vode te se stvara
vise slobodnog prostora za absorpciju vode ¢ime se povecava topljivost filmova (Ahemed i
Ikram, 2016).

Dodatkom GA kiseline udio vode kao i kapacitet bubrenja filma zna¢ajno su se smanjili
te su se povecanjem koncentracije GA kiseline s 1 % na 2 % navedena svojstva filmova dodatno
smanjila. Ovi rezultati u skladu su s onim Pacheco i sur. (2018) gdje se kapacitet bubrenja
filmovi na bazi kitozana i skroba s dodatkom GA (2,5 i 5,0 %) smanjio te je opadao s
povisenjem njezine koncentracije. Topljivost filmova prvo se smanjila dodatkom GA kiseline,
ali povec¢anjem njezine koncentracije povecala se i topljivost filma (45,49 %) i to u ve¢oj mjeri
nego bez dodatka GA (37,27 %) (tablica 5). No, zacuduje to sto CSGELGA2 film pokazuje
visoku topljivost s obzirom da sadrzi najmanji udio vode. Kako bi se utvrdio uzrok ovakvog
ponasanja potrebna su daljnja istrazivanja. Yadav i sur. (2020) smanjili su topljivost CSGEL
filmova s 58,13 % na 41,23 % dodatkom kompleksa sastava kvercetin-skrob. Takoder, doslo
je do smanjenja kapaciteta bubrenja spomenutih filmova. Autori ovu pojavu objasnjavaju
interakcijama amino skupina Zelatine i kitozana s fenolnom komponentom kvercetina. Riaz i
sur. (2019) dodatkom nanocestica kore jabuka smanjili su topljivost CSGEL filmova kao i
vrijednosti kapaciteta bubrenja. No, povec¢anjem udjela nanocestica topljivost navedenih
filmova se smanjivala, $to nije u skladu s rezultatima ovog rada. Autori kao objasnjenje, uz vec¢
navedeno gore, navode i hidrofobnu prirodu inkorporiranih nanocestica. Na sli¢ne rezultate
naisli su i Xu i sur. (2021), gdje su istrazivali svojstva CSGEL filmova s ekstraktom biljke
hmelja. Kapacitet bubrenja se smanjio dodatkom bioaktivnih agenasa, dok nije doslo do velike
promjene u udjelu vode dodatkom bioaktivnih agenasa u filmove, §to se objasnjava upotrebom

male koncentracije ekstrakata.

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

Rezultati mjerenja debljine, WVP i WVTR dani su u tablici 6. Prema dobivenim

rezultatima, nema statisticki znacajne razlike u debljini uzoraka neovisno o sastavu polimernog
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matriksa. Ovaj rezultat je u skladu s rezultatima dobivenim u radu Pacheco i sur. (2018), gdje
dodatak polifenola nije utjecao na debljinu filmova.

Propusnost na vodenu paru svih uzoraka bila je reda veli¢ine 10°g m™s®Pa?, dok su
se vrijednosti brzine prijenosa vodene pare kretale u redu 10°g m2s™. Vrijednosti mjerene pri
ve¢em RH gradijentu (70 %) su viSe u odnosnu na one dobivene kod manjeg gradijenta (35 %).
Isti trend uocen je i za WVTR. Navedeno ponasanje ukazuje da pri viSoj razlici parcijalnog
tlaka vode s obje strane filma molekule vodene pare lakse i brze prolaze kroz barijeru (film)
dajuéi vise vrijednosti WVP i WVTR. S obzirom na to da je gradijent tlaka vodene pare uzet u
obzir u izracunu, u teoriji propusnost vodene pare trebala bi biti neovisna o tom parametru
(Aguirre-Loredo i sur., 2015). Medutim, hidrofilni materijali, kao $to su kitozan i Zelatina,
imaju sposobnost apsorpcije molekula voda ¢ime im se mijena WVP te je posljedi¢no transport
otpiljenih tvari olaksan. Primjerice, kitozan koji nije topljiv u vodi, zbog svojih funkcionalnih
skupina (amino i hidroksilne skupine) moze vezati na sebe molekule vode vodikovim vezama,
a da time ne uzorkuje modifikacije u kemijskoj strukturi. Samim time, povec¢anjem RH okoline
film ¢e adsorbirati molekule vode i bubriti, gdje ¢e voda djelovati kao plastifikator. Rezultati
ovog rada slazu se s istrazivanjem Rezaee i sur. (2018) gdje je vrijednost WVP za CSGEL film
iznosila 2,40 x10° g m?* s Pa'a za CSGELGALI film 2,02 x10°g m™ s Pa pri RH od 75
%. Takoder, Wang i sur. (2019) istrazivali su utjecaj dodatka GA kiseline na kitozanske
filmove. Dodatak GA kiseline u kitozanske filmove znacajno je smanjio propusnost na vodenu
paru u usporedbi s ¢istim kitozanskim filmovima, vrlo vjerojatno uzrokovano promjenom u
strukturi polimernog matriksa ometaju¢i difuziju molekula vode kroz polimernu reSetku. Uz
to, polifenoli mogu tvoriti vodikove veze i hidrofobne interakcije s polarnim grupama
biopolimera ¢ime se ograni¢ava broj OH skupina koje mogu reagirati s vodom (Pacheco i sur.,
2018). Medutim, Sun i sur. (2014) ispitivali su filmove na bazi kitozana s 0,5 %, 1 % 11,5 %
GA kiseline. Kada je koncentracija GA kiseline bila 1 % doslo je do smanjenja vrijednost WVP
filmova, dok je dodatak GA kiseline u postotku ve¢em od 1 % rezultiralo daljnjim povec¢anjem
WVP. To moZe biti povezano s koncentracijom galne kiseline, koja ukoliko je u ve¢em udjelu
prisutna u filmu, tada dolazi do smanjenja medumolekulskih sila izmedu polimernih lanaca i
povecanja slobodnog volumena.

Barijerna svojstva filmova na vodenu paru ovise o razli¢itim ¢imbenicima, ukljucujuéi:
kontakt filma s proizvodom, sastav filma, debljinu, povrSinu, uniformnost, gradijent
koncentracije ali i vanjske ¢imbenike kao $to su temperatura i relativna vlaznost (Khalil i sur.,
2019). Uz to, ovisit ¢e 0 vrsti i koli¢ini upotrebljenog plastifikatora, gdje je povecanje udjela

plastifikatora direktno proporcionalno poveé¢anju WVP (Arvanitoyannis i sur., 1998). Buduci
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da su ovom istrazivanju koriStene iste koncentracije glicerola u svim formulacijama, ovaj
fenomen se moze zanemariti.

Gledajuci s aspekta zastite proizvoda, opcenito bi WVP vrijednost filmova trebala biti
Sto niza kako bi se sprijecio ili barem smanjio gubitak vlage u okolinu. S jeden strane visoka
propusnost na vodenu paru moze dovesti do suSenja proizvoda, §to utjee na teksuru i kvalitetu
proizvoda. No, s druge strane niska propusnost dovodi do kondenzacije vlage na unutrasnjoj
strani filma, $to uzrokuje mikrobiolosku kontaminaciju (Khalil i sur., 2019). Slijedom
navedenog, razliciti proizvodi zahtjevaju razli¢ita svojstva filmova kako bi se uspjesno ocuvala

Svjezina, a samim time i kvaliteta proizvoda.

Tablica 6. Debljina filma, propusnost na vodenu paru (WVP) i brzina prijenosa vodene pare
(WVTR) pri dva gradijenta relativne vlaznosti (70 % i 35 % RH)

ARH 70 % ARH 35 %
Uzorak Debljina filma WVP WVTR WVP WVTR
(um) (g mtstpal) (g m?s?) (g mistpal) (gm2s?)
x 10710 x 1073 x 10710 x 1073

CSGEL 58,27 +16,30° 2,42 £ 0,06° 9,16 £ 0,24° 1,3 + 0,042 2,46 + 0,08%

CSGELGAl 62,8 +19,19° 1,49 + 0,09 5,62 +0,33" 0,32 + 0,05 0,61+0,1°

CSGELGA2 75,27 £20,72° 1,09 + 0,36" 4,12 +1,37" 0,53 £0,31° 1,01 + 0,64%

CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGAL1 - filmovi od kitozana 1 zelatine s 1 %
(m/v) galne kiseline, CSGELGAZ2 - filmovi od kitozana i Zelatine s 2 % (m/v) galne kiseline

Razli¢iti eksponenti (* ~¢) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima

(p < 0,05)

4.4. PROPUSNOST FILMOVA NA PLINOVE

Rezultati mjerenja propusnosti filmova na Oz i CO2 dani su u tablici 7. Vrijednosti
propusnosti na CO> znacajno su vece u odnosnu na propusnost na Oz. Opcéenito, filmovi na
bazi kitozana pokazuju niske vrijednosti propusnosti na Kisik koje se mogu usporediti etilen-
vinil alkoholom ili poli(viniliden-kloridom) (PVDC) (Wang i sur., 2021). Kroz hidrofilne
polimere COz prolazi puno brze u odnosu na O, §to se objasnjava vecom topivosti CO2 u
vodenom mediju (34,5 mmol L pri 25 °C i 1 atm) u odnosu na Oz (Gontard i sur., 1996). Kada
u polimernom matriksu nema mikropora, oSte¢enja i pukotina, tada je propusnost jednaka

umnosku koeficijenta difuzije, koji predstavlja mobilnost permeanta kroz polimer, i
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koeficijenta topljivosti, koji predstavlja koncentraciju plina u polimeru ovisno o parcijalnom
tlaku plina. Stoga je povecanje propusnosti povezana s povecanjem koeficijenta difuzije u
polimeru, zbog modifikacija u strukturi i poveéanja topljivosti (Gontard i sur., 1996). Budu¢i
se filmovi na bazi kitozana pripremaju u kiselom mediju, tada je za o¢ekivati da ¢e topljivost
CO: biti visa u odnosu na O (Kurek i sur., 2014). Opcenito, filmovi na bazi zelatine pokazuju
losa, a filmovi na bazi kitozana dobra barijerna svojstva na kisik, te se smatra da je u
kompozitnim filmovima Kkitozan odgovoran za dobra barijerna svojstva. U znanstvenoj
literaturi zabiljezeno je da ovisno o formulaciji, filmovi na bazi kitozana 1 zelatine pokazuju
dobra barijerna svojstva na plinove i arome (Benbettaieb i sur., 2019). Benbettaieb i sur. (2014)
istrazivali su utjecaj dodatak Zelatine u filmove na bazi kitozana, pri ¢emu je propusnost na
kisik u filmu s 50 % Zelatine iznosila 943,21 x10 2 gm™ s Pa?, a u filmu sa 100 % Zelatine
je iznosila 296,67 x 1072 g m™* s Pa 1. Pobolj$ana barijerna svojstva filmova s dodatkom
zelatine autori su objasnili povecanjem gustoce polimerne mreze i promjene topljivosti kisika

u istoj.

Tablica 7. Propusnost filmova od kitozana i zelatine na Oz i CO2

Uzorak PO PCO2

(cm®* mtdan? bar?)x 10°  (cm® m?*dan? bar!) x 10°
CSGEL 4,62 +1,03° 15,46 + 20,75°
CSGELGA1 1218,31 + 17,76" 602,35 + 63,06"
CSGELGAZ2 6811,94 + 734,492 11478,68 + 798,36%

CSGEL - filmovi od kitozana i Zelatine, CSGELGAL1 - filmovi od kitozana 1 zelatine s 1 %
(m/v) galne kiseline, CSGELGAZ2 - filmovi od kitozana i Zelatine s 2 % (m/v) galne kiseline

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

(p < 0,05)

Propusnost pripremljenih filmova na Oz i CO2 povecava se dodatkom GA kiseline, pri
c¢emu se povecanjem koncentracije povecava i propusnost navedenih filmova. Suprotno ovom
istrazivanju, Zhang i sur. (2021) i Wang i sur. (2019) su dodatkom taninske, odnosno galne
kiseline postigli bolja barijerna svojstva filma na Kisik. lako bi se moglo pretpostaviti da se
dodatkom galne kiseline povecava kristalinicnost matriksa, odnosno dobiva kompleksnija i
nepropusnija struktura, suprotnosti u ponasanju u ovom istrazivanju mogu se oObjasniti
strukturalnim promjenama koje nastaju uslijed dodatka GA kiseline. Moguce je da zbog

narusenih mehanickih svojstava, dodatkom GA dolazi do stvaranja mikropukotina prilikom
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odljepljivanja filma s povrSine koje su ljudskom oku nevidljive no ipak prisutne i utje¢u na
propusnost molekula male molekulske mase. Yadav i sur. (2020) su dodatkom kompleksa
kvercetin-skrob u film na bazi zelatine i kitozana smanjili vrijednost propusnosti na kisik za 50
%, a dobivene vrijednosti su sli¢ne onima u ovom istrazivanju. Propusnost kitozanskog filma
autori su objasnili interakcijom Oz i NH3" skupina u molekulama kitozana, a znacajno
smanjenje propusnosti na kisik mogu¢om modifikacijom strukture kitozanskog filma pomocu

kvercetina.

S obzirom na to da relativna vlaznost uvelike utje¢e na mehanicka i barijerna svojstva
filmova te je funkcija temperature, jasno je da kontrola vanjskih uvjeta predstavlja imperativ
kod o¢uvanja svojstava jestivih filmova (Arboleya i sur., 2008). Nadalje, prisutnost kisika
moze se manifestirati oksidacijskim promjenama, promjenama sastava plinskog prostora i
pogorsanjem organoleptickih svojstava hrane (npr. gubitak aromatic¢nih tvari) (Vujkovic i sur.,
2007), ali i porastom aerobnih mikroorganizama (Wang i sur., 2021). lako je jedna od glavnih
funkcija ambalaze zasStita od djelovanja kisika, njegovo prisustvo u proizvodu moze izazvati
pozeljne, nepozeljne ili pak nikakve posljedice. Primjerice, kvaliteta i rok trajanja upakiranog
ekstra djeviCanskog maslinovog ulja ograni¢ena je prisutnoséu kisika, koji djeluje na
nezasi¢ene veze masnih kiselina Sto posljedicno uzrokuje uzeglost ulja 1 neprikladnost za
ljudsku upotrebu (Igdiam i sur., 2020). Dok je u slucaju pakiranja svjezeg voca i1 povrca
prisutnost kisika neophodna za uspostavu optimalne brzine respiracije i time o¢uvanje kvalitete

1 produzenje roka trajnosti namirnice.

4.5. UDIO UKUPNIH POLIFENOLA

Antioksidacijska aktivnost vazan je parametar u karakterizaciji aktivnih filmova, s
obzirom na to da moZe produZiti rok trajanja hrane sprjecavajuci oksidaciju lipida i drugih
sastojaka hrane (Wang i sur., 2019). Osim $to dodatak antioksidansa povec¢ava antioksidacijsku
aktivnost, treba imati na umu da njegova prisutnost u ambalaznom materijalu moze smanjiti
udio kisika u pakovini, zahvaljuju¢i ve¢em afinitetu antioksidansa prema kisiku nego
komponentama namirnice (Vujkovi¢ i sur., 2007).

Udio ukupnih polifenola u pripremljenih filmovima dane su na slici 11.
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Slika 11. Ukupni udio polifenola u uzorcima filmova na bazi kitozana i zelatine (CSGEL) i
onih s 1 % (m/v) (CSGELGAL) i 2 % (m/v) dodatka galne kiseline (CSGELGA2)

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

CSGEL filmovi pokazuju znatno nizu vrijednost udjela ukupnih polifenola u usporedbi
s filmovima obogacenim GA, §to je i1 ocekivano. Ukupna koli¢ina fenola u kontrolnim
uzorcima (CSGEL) iznosi 4,01 + 0,55 mg TPC g™. Prisutnost fenola &esto je odgovorna za
antioksidacijsku aktivnost materijala, pa se ¢esto udio ukupnih fenola korelira i s povezuje s
antioksidacijskim kapacitetom. Mjerljive vrijednosti ukupnih fenola u CSGEL filmovima bez
dodatka GA, objasnjavaju se reakcijom FC reagensa s NH2 skupinom kitozana (Baji¢ i sur.,
2019). Slobodne amino skupine u kitozanu mogu reagirati sa slobodnim radikalima tvoreci
stabilne amonijeve skupine i makromolekularne radikale (Pacheco i sur., 2018) koje takoder
rezultiraju antioksidacijskim odgovorom. Uz navedeno, sposobnost hvatanja slobodnih
radikala pokazuje i riblja Zelatina, zahvaljujuci svojim peptidnim frakcijama (Benbettaieb i
sur., 2020). Iako kitozan pokazuje bolja antioksidacijska svojstva od Zzelatine, prema
istrazivanja Jridi i sur. (2014) dodatkom kitozana u Zelatinske filmove smanjila se
antioksidacijska aktivnost filmova, $§to se moZe objasniti manjom topljivosti
viSekomponentnog filma o samog filma na bazi zelatine. Nadalje, antioksidacijsku aktivnost
pokazuju 1 fenolni spojevi, medu kojima je i galna kiselina. Antioksidacijski u¢inak prirodnih
fenolnih kiselina temelji se na moguénosti da reagiraju sa slobodnim radikalima, apsorbiraju

svjetlo u UV podrucju (100 do 400 nm) te da keliraju prijelazne metale (Benbettaieb i sur.,
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2020). U CSGELGA?2 uzorku odreden je najveéi udio ukupnih polifenola (503,79 + 33,27 mg
TPC g 1), dok je statisticki znacajan manji udio polifenola (318,94 + 30,73 mg TPC g) odreden
u CSGELGAL uzorku (p < 0,05). Sli¢no je opisano i u radu Pacheco i sur. (2018), gdje je
antioksidacijska aktivnost CSGA filma bila proporcionalna udjelu dodane GA Kiseline.
Takoder, u istrazivanju Limpisophon i Schleining (2016) dodatkom GA kiseline u GEL film
znacajno se povecala antioksidacijski aktivnost kao i udio ukupnih polifenola, pri cemu glicerol
nije imao utjecaj na antioksidacijsku aktivnost niti na otpustanje GA Kiseline. Da GA Kiselina

znacajno poboljSava antioksidacijskog potencijala CS filmova pokazali su i Wang i sur. (2019).

4.6. BIORAZGRADIVOST FILMOVA

Ovisnosti vremena razgradnje o postotku preostalog filma prikazan je na slici 12. Iz
dobivenih rezultata vidljivo je da CSGEL filmovi pokazuju veéi stupanj biorazgradnje od onih
obogacenih GA kiselinom. Ovi rezultati slazu se s istrazivanjem Ediyilyam 1 sur. (2021) koji
su istrazivali biorazgradivost filmova na bazi kitozana i zelatine s dodatkom nanocestica srebra.
Nakon 14 dana CSGEL filmovi pokazali su najveéi stupanj degradacije tj. filmovi su postali
krhki i poceli su se skupljati, dok je dodatak nanocestica srebra smanjio biorazgradivost
filmova. Ovakvo ponaSanje moZe se pripisati antimikrobnom djelovanju nanocestica srebra.
Nadalje, Yaradoddi i sur. (2020) pokazali su da su filmovi na bazi karboksimetilceluloze,
zelatine i agra biorazgradivi u roku od 7 — 10 dana. Kod uzoraka obogac¢enih GA kiselinom
postoji nekonzistentnost rezultata. Postotak preostalog filma prvo smanjuje pa povecava, $to

se moze objasniti nedovoljnim ispiranjem i zaostalom zemljom na uzorcima filma.

80
70
60
50
40
30
20
10

CSGELGA2
CSGELGA1
CSGEL

% preostalog filma

7 54 92 103 120
Vrijeme razgradnje (dan)

Slika 12. Ovisnost vremena razgradnje i postotka preostalog filma

39



Jedan od vaznih ¢imbenika biorazgradivih filmova je da se moraju raspasti i razgraditi
nakon upotrebe, a da pri tome ne uzrokuju kontaminaciju ili onecis¢enja tla, vode i zraka
(Yaradoddi i sur., 2020). Biorazgradivost pripisuje utjecaju vlage na filmove, koja prodire u
filmove rezultirajuci narusavanju svojstava i strukture filmova. Takvi filmovi postaju izloZeniji
napadu mikroorganizama pri ¢emu se razgraduju (Luis i sur., 2019). Na slici 13 prikazana je

biorazgradnja filmova kroz period od 120 dana.

7. DAN 92. DAN 103. DAN 120. DAN

CSGELGALl

CSGELGA2

Slika 13. Slike CSGEL, CSGELGAL i CSGELGAZ2 filmova iskopanih iz zemlje kroz period
od 7,92, 1031120 dana
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5. ZAKLJUCCI

U ovom radu uspjesno su pripravljeni aktivni biorazgradivi filmovi na bazi kitozana i

zelatine uz dodatak galne kiseline u koncentraciji od 1 % i 2 % (m/v).

1.

Filmovi bez GA kiseline bili su prozirni, dok njezinim dodatkom dolazi do
crveno-zutog obojenja filma. Svi filmovi su bili bez vidljivih nepravilnosti na
povrsini.

Propusnost UV zraCenja smanjila se dodatkom GA kiseline, ¢ime ovakvi
filmovi pokazuju obecavajuca zastitna svojstva od UV svijetla.

Kapacitet bubrenja i udio vode smanjio se dodatkom GA te ova svojstva
opadaju povecanjem njene koncentracije.

Najbolju barijeru na vodenu paru pokazao je CSGEL2 film, a najlosiju CSGEL
film.

Dodatkom GA Kiseline barijera na Oz i CO; je slabila. Najmanju propusnost na
plinove pokazao je CSGEL film, dok je najvisu pokazao CSGELGAZ2.

Udio ukupnih fenola povecavao se s udjelom dodane GA Kiseline.

Najbolju biorazgradivost pokazali su CSGEL filmovi, dok su oni oboga¢eni GA

kiselinom pokazali nesto loSiju biorazgradivost.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Kazalo kratica

KRATICA KAZALO
CS kitozan
GEL zelatina
CSGEL film na bazi kitozana i Zelatine
film na bazi kitozana i zelatine s 1 % (m/v)
CSGELGA1 o
galne kiseline
film na bazi kitozana i zelatine s 2 % (m/v)
CSGELGA2 o
galne kiseline
SW eng. swelling ratio, kapacitet bubrenja
GA galna
eng. water vapor permeability, propusnost
WVP
na vodenu paru
eng. water vapor transmission rate, brzina
WVTR

prijenosa vodene pare
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Ja, Petra Poldan. izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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