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1. UVOD

Danas svjedoc¢imo sve vecoj ¢ovjekovoj potrebi za odrzivom proizvodnjom hrane koja, od
proizvodnje sirovine preko prerade, pakiranja, distribucije i odlaganja otpada, ima manje Stetan
ucinak na sastavnice okoli$a (vodu, zrak, tlo, bioraznolikost itd.) kao i na ljudsko zdravlje.

Pakiranje hrane, iako dolazi na samom kraju procesa proizvodnje vrlo je vazan korak kojim
se osigurava zastita hrane od mikrobioloskog zagadenja i mehanickih o$tecenja, nepozeljnog
utjecaja vlage, kisika i svjetlosti. Time se produljuje rok trajnosti te osigurava da do krajnjeg
potroSaca stigne samo zdravstveno sigurna i senzorski ispravna hrana.

Zbog potrebe zastite razlicitih vrsta hrane koriste se vrlo razli¢iti ambalazni materijali kao
Sto su staklo, plastika, metal, papir, keramika i kombinirani materijali. Plastika je zbog svojih
svojstava najraSireniji ambalazni materijal, a danas na trziStu postoji visSe od 900 vrsta
plasti¢nih masa (Fuk, 2019). No, zbog vrlo raSirene uporabe, otpornosti i neodgovarajuceg
upravljanja plasticnim otpadom (Wagner i sur., 2014), plastika je postala jedan od
najznacajnijih okolisnih zagadivaca koji se konstantno akumulira u okoliSu predstavljajuci tako
jos uvijek nerjesivi i akutni ekoloski problem (Thew i sur., 2023 ). Procjenjuje se da ¢ak 11 %
plastike na globalnoj razini godiSnje zavr$i u posebno osjetljivim vodenim ekosustavima
(Borrelle i sur., 2020). Plastika se proizvodi iz nafte koja je fosilno gorivo, stoga ve¢ i sama
njezina proizvodnja negativno utjece na okolis i doprinosi globalnom zatopljenju (Shiung Lam
i sur., 2022). Pored toga, kad plastika dospije u okoli$, zbog svoje nerazgradivosti u njemu se
zadrzava stotinama godina (Thew i sur., 2023). Tijekom procesa degradacije dolazi do njezinog
usitnjavanja, ¢ime nastaje mikroplastika, koja putem slatkovodnih i morski organizama,
ponovno ulazi u prehrambeni lanac te zavrSava u tijelu ¢ovjeka (Bule i sur., 2020). Stoga je
potrebno prona¢i odgovarajucu alternativu za plasticnu ambalazu, $to se moze ostvariti
primjenom jestive ambalaze koja je i sigurna za konzumaciju i biorazgradiva te tako ne Steti
okolisu.

Istrazivanja o jestivim filmovima i premazima provode se upravo zbog istovremenog
poveéanja svijesti o oCuvanju okoliSa i potrebe za veéom kvalitetom hrane, a tome su
doprinijela otkrica funkcionalnih spojeva i novih tehnologija u proizvodnji hrane (Zhao i
McDaniel, 2005). Novi materijali za pakiranje dobiveni od razgradivih biopolimera (Azeredo i
sur., 2009) nisu univerzalni za sve prehrambene proizvode i ta Cinjenica predstavlja izazov za
razvoj odgovarajucih filmova za sve vrste hrane. Cilj je upotreba jeftinijih, lako dostupnih i

funkcionalnijih biopolimera (Aguirre-Joya i sur., 2018).



Ciljevi ovog diplomskog rada bili su:
% Priprema kompozitnih jestivih filmova s kitozanom i glicerolom;
% Dodatak 100 %-tnog praha proteina konoplje i praha suhog lista konoplje u
jestive filmove;
% Karakterizacija 1 usporedba fizikalno—kemijskih te barijernih svojstva
pripravljenih jestivih filmova s i bez 100 %-tnog proteina konoplje, odnosno
usitnjenog suhog lista konoplje.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JESTIVI PREMAZI | FILMOVI

Jestivi premazi stolje¢ima se koriste za zastitu hrane i sprjeCavanje gubitka vlage. Prva
takva uporaba zabiljezena je u Kini u dvanaestom stoljecu, a kasnije u Engleskoj koristenjem
svinjske masti ili masnoce za produljenje roka trajanja mesnih proizvoda. Pocetkom i sredinom
dvadesetog stoljeca jestivi premazi koriste se za zadrzavanje vlage i sjaj povréa i voca, za zastitu
mesnih preradevina poput kobasica (kolagen), ali i za sprecavanje topljenja bombona u ruci
(8elak, proteini) (Baldwin i sur., 2012).

Biopolimeri su postali predmet istrazivanja kao zamjena za tradicionalne ambalazne
materijale koji se temelje na naftnim derivatima, zbog njihovog svojstva formiranja premaza i
filmova koji su i biorazgradivi i jestivi (Aguirre-Joya i sur., 2018).

Jestivi premaz i jestivi film mogu se definirati kao primarna ambalaza izradena od jestivih
komponenti. Razlika izmedu premaza i filma je u tome S$to se premaz nanosi na prehrambeni
proizvod u teku¢em obliku postupkom uranjanja, prskanja ili premazivanja, te se zatim susi pri
¢emu nastaje njegov tanki sloj na povrsini proizvoda, dok je film tanki, ¢vrsti i suhi sloj koji
nastaje suSenjem otopine na supstratu koji se nakon suSenja odvaja od supstrata i nanosi na
prehrambeni proizvod.

Strukturni materijali od kojih se pripremaju jestivi premazi i filmovi temelje se na
proteinima (soja, kolagen, zelatina), polisaharidima (derivati celuloze, Skrob, alginati, kitozan)
1 lipidima (esteri glicerola 1 voskovi), a mogu se koristiti pojedina¢no ili u kombinacijama
(Quirés-Sauceda i sur., 2014). Pored strukturnih materijala, u pripremi jestivih premaza i
filmova koriste se i plastifikatori (glicerol, sorbitol, monogliceridi, polietilen glikol, glukoza)
radi povecavanja njihove fleksibilnosti i elasti¢nosti (Galus 1 Kadzinska, 2015).

U posljednje vrijeme pozornost se pridaje upravo kompozitnim premazima i filmovima
kako bi se istrazile komplementarne prednosti svake pojedine komponente, odnosno smanjili
njihovi pojedinacni nedostaci. Vec¢inu kompozitnih premaza i filmova sacinjava hidrofilni
strukturni matriks te hidrofobni lipidni sastojak sto rezultira boljom funkcionalnos¢u od one
koju pokazuju cisti hidrokoloidni premazi ili filmovi, posebno s obzirom na njihova barijerna
svojstva u odnosu na propusnost za vlagu. Kompozitni premazi i filmovi mogu se pripremiti
kao dvoslojni kompoziti ili kao emulzije, a istrazivanja prednost ipak daju emulzijskim
kompozitima. Prednost emulzijskih kompozita je ta Sto se dobivaju tijekom samo jednog

lijevanja kod stvaranja filma i jednog procesa suSenja, a njihova svojstva ovise o tehnikama



pripreme, vrsti 1 koli¢ini komponenti (hidrokoloid 1 lipid) 1 njihovoj kompatibilnosti, kao i

mikrostrukturnoj heterogenosti (Galus i Kadzinska, 2015).

Idealan premaz ili film treba biti siguran, proziran, bez okusa i mirisa, adekvatne mehanicke

¢vrstoce te pozeljnih barijernih svojstava u odnosu na propusnost za vlagu i plinove. Teoretski,

upotreba jestivih premaza i1 filmova moze poboljsati kvalitetu hrane jer:

1. formiranjem barijere sprje¢ava gubitak vlage ¢ime se prevenira dehidracija

2. zbog selektivne propusnosti plinova, odgada se proces zrenja

3. kontrolira se migracija u vodi topljivih tvari (zadrzavanje prirodne boje, nutrijenata)

4. sadrze funkcionalne sastojke (Zhao i McDaniel, 2005).

U tablici 1 dan je prikaz nekih primjera nac¢ina primjene jestivih premaza i filmova na vocu,

povréu, mlijeénim proizvodima, jajima i ribi te njihov utjecaj na proizvod.

Tablica 1. Primjeri nafina primjene jestivih ambalaznih premaza i filmova na razli¢itim

prehrambenim proizvodima

o Komponente )
Namirnica o Rezultati Referenca
premaza ili filma
] Kitozan i ekstrakt Produljen rok Vieira i sur.,
Borovnica o
Aloa vere trajanja za 5 dana 2016
o PoboljSani svi )
o Karboksimetilceluloza T ) Arnon i sur.,
Citrusi o ispitivani parametri
i kitozan 2015
kvalitete voca
5 ' Inhibicija rasta
Skrob, glicerol, - -
) bakterija mlije¢ne )
kitozan (1,5 % m/m), o Durango i sur.,
Mrkva o kiseline i
ledena octena kiselina ) ) 2006
koliformnih
(0,4 % m/m) 3
bakterija
Redukcija rasta
Kitozan, octena mezofilnih i Alvarez i sur.
Brokula o ] )
kiselina psihrotrofnih 2013

bakterija




Tablica 1. Primjeri naina primjene jestivih ambalaznih premaza i filmova na razli¢itim

prehrambenim proizvodima - nastavak

Kitozan i protein

Odgoden razvoj
nezeljene kiselosti,

bolje odrzanje

Di Pierro i sur.,

Ricotta sir sirutke teksture, 2011
nepromijenjena
osjetilna svojstva
S Kitozan, octena Smanjen gubitak Bhale i sur.,
Svjeza jaja o
kiselina vlage 2003
Fileti ) Redukcija bakterija
Agar, glicerol, ) i
odmrznutog koje proizvode H>S,
glukoza, ekstrakt Lopez de Lacey
osli¢a kvaliteta odrziva ]
] zelenog Caja ) I sur., 2014
(Merluccius o ) unutar granica
_ (Camellia sinensis) _ -
capensis) prihvatljivosti
Zadrzana kvaliteta i
Kitozan (1 % m/v), rok trajanja tijekom
o octena kiselina (1 % hladnog N
Fileti pastrve Nowzari i sur.,
v/v), zelatina (3 % skladiStenja,
(Oncorhynchus ) ) 2013
) m/v), glicerol 0,75 postignut
mykiss)

mL g*

antioksidacijski
efekt

Kao $to je spomenuto, polisaharidi su prepoznati kao jedan od vaznih strukturnih

biopolimera za izradu jestivih filmova te su Cesto istrazivani (Espitia i sur., 2014). Jedan od

takvih primjera je i kitozan kojeg karakteriziraju izvrsna filmogena svojstva te je vrlo ¢esto

koriSten kao biopolimer u proizvodniji jestivih filmova (van den Broek i sur., 2015; Dutta i sur.,

2009).

2.1.1. Kitozan

Kitozan je polisaharid, sastavljen od N-acetil-D-glukoza-aminskih jedinica povezanih

B- (1,4) vezom i uglavnom se dobiva djelomi¢nom decatilacijom hitina (slika 1).




Slika 1. Kemijska struktura hitina (A) i kitozana (B) (prema Muiioz-Tebar i sur., 2023)

Hitin je poznat kao klju¢ni strukturni polimer koji ¢ini veliki dio egzoskeleta kukaca i
rakova. Zbog toga je hitin, nakon celuloze, najzastupljeniji polisaharid u prirodi te je lako
dostupan, a moze se pribaviti i kao nusproizvod u industrijskoj proizvodnji morske hrane ili u
akvakulturi morskih ra¢i¢a (Gomes i sur., 2019). Dok je hitin netopljiv u vecini otapala, kitozan
je lako topiv u kiselim otopinama i stoga je prikladniji za industrijsku primjenu. Poznato je da
kitozan vece molekularne tezine ima pogodnija svojstva za stvaranje jestivih filmova kao
rezultat stvaranja vodikovih veza unutar i izmedu molekula (Balau i sur, 2004).

Zbog svoje visoke antimikrobne aktivnosti, biokompatibilnosti, biorazgradivosti i
netoksi¢nosti kitozan je najpoznatiji i najrasireniji polisaharid koji se koristi u izradi jestivih
filmova i premaza. Prednost kitozana je ta da je on prirodni kationski polimer, dok je vecina
polisaharida 1li neutralna ili ima anionski naboj. Ovo svojstvo dopusta proizvodnju viSeslojnih
struktura ili elektrostatskih kompleksa s drugim sintetskim polimerima ili negativno nabijenim
prirodnim polimerima. Za formulaciju jestivih filmova ili premaza od kitozana, koristi se u
koncentracijama od 1 do 3 % (m/v) otopljen u vodenoj otopini octene kiseline ili mlijecne
kiseline koncentracija od 1 % do 3 % (v/v). Cisti kitozanski filmovi su prozirni ili blago
zuckasti, glatke povrsine, fleksibilni i kohezivni, visoke mehanicke otpornosti (u usporedbi s
mnogim komercijalnim polimerima) i hidrofilni (Mufioz-Tebar i sur., 2023). Takoder, pokazuju
i selektivnu propusnost za plinove i imaju slabu propusnost za vodenu paru (Skurtys i sur.,
2010). Kako bi se poboljSala zaStitna svojstva u kitozanske filmove se ¢esto ugraduju razlicite
hidrofobne komponente (Bourbon i sur., 2011).

Osim toga, polikationski karakter kitozana omogucuje stvaranje kompleksa s prirodnim
antibioticima ili antioksidansima, pobolj$avajuci tako njegovu primjenjivost U konzerviranju
hrane (Gomes i sur., 2019).



Kitozan ima i dokazana antimikrobna i antifungalna svojstva (Mufioz-Tebar i sur., 2023;
Alvarez i sur., 2013; Durango i sur., 2006). Mehanizam antimikrobnog djelovanja kitozana
moze se objasniti na viSe nacina. Najprihvaéenija teorija upucuje na elektrostatsku interakciju
izmedu protonskih amino grupa (NH*) glukozamina na okosnici kitozana 1 stani¢ne membrane
mikroorganizama koja ima negativni naboj zbog fosfatnih skupina u fosfolipidima,
aminokiselina i razli¢itih lipopolisaharida (Mousavi Khaneghah i sur., 2018; Elsabee i Abdou,
2013). Ova interakcija dovodi do promjene u propusnoti membrane $to za posljedicu ima
poremecaj u transportu nutrijenata i proteina, a to u konacnici uzrokuje smrti stanice
mikroorganizma. Pored navedene, postoji i teorija po kojoj kitozan reagira sa stanicnom DNA
mikroorganizma i na taj na¢in sprjecava transkripciju DNA, translaciju RNA i sintezu proteina
(Sharif i sur., 2018; Verlee i sur., 2017; Raafat i Shal, 2009).

Trenutno se provode brojna istraZivanja koja imaju za svrhu poboljsati funkcionalnost
filmova na bazi kitozana, ukljuéujuéi i njihovu mehani¢ku otpornost i nisku elasti¢nost. Kako
bi se ta svojstva poboljsala opisane su kombinacije s proteinima ili drugim polisaharidima. Tako
Nowzari i sur. (2013), navode da filmovi s kitozanom i zelatinom imaju poboljsana mehanicka,
transportna 1 fizicka svojstva u usporedbi s onima izradenih od pojedinacnih komponenti.
Navedeno se pripisuje formiranju polielektrolitnih kompleksa kroz elektrostatske interakcije
koje djeluju izmedu protoniranih amino skupina kitozana i negativno nabijenih skupina bo¢nih
lanaca u Zelatini ili kolagenu (tj. karboksilatne skupine). Dvoslojni kitozan-zelatinski filmovi
pokazuju bolje performanse u pogledu propusnosti vodene pare i mehanickih svojstva nego

kompozitni pandani.

2.1.2. Glicerol kao plastifikator

Pored karakteristika samog kitozana, proucavana je i1 uporaba plastifikatora u
formulaciji kitozanskog filma. Utvrdeno je da su glicerol i polietilen glikol prikladniji kao
plastifikatori za kitozanske filmove od primjerice etilen glikola i propilen glikola, uzimajuéi u
obzir njihovu u€inkovitost plastificiranja i stabilnost (Suyatma i sur., 2005). Koncentracija
glicerola od 20 % (m/m) bila je dovoljna za dobivanje fleksibilnih kitozanskih filmova stabilnih
svojstava tijekom cak 5 mjeseci skladistenja. Medutim, neka istrazivanja su pokazala da se
sposobnost vodene barijere i mehanicka svojstva kitozanskih filmova plastificiranih glicerolom
mijenjaju tijekom skladiStenja §to moze biti posljedica isparavanja vode i gubitak plastifikatora
iz matrice filma. Takoder pokazano je da prisutnost glicerola u formulaciji jestivog filma s

kitozanom ne proizvodi uéinak u infracrvenom spektru, pa kemijsku strukturu kitozana



mozemo smatrati nepromijenjenom dodavanjem glicerola (Ziani i sur., 2008).

2.1.3. Jestivi filmovi pripremljeni od kitozana i glicerola

Kako bi se smanjili nedostaci filmova napravljenih od pojedinacnih komponenti,
razvijeni su kompozitni filmovi.

Prirodne polimere poput kitozana, karakterizira krhkost i slabija mehanicka ¢vrstoca u
usporedbi sa sintetickim polimerima, kao i visoka nepropusnost za vlagu zbog njihove
hidrofilne prirode. Stoga su provedena brojna istrazivanja kako bi se poboljsale karakteristike
jestivih filmova baziranih na kitozanu. Navedeno ukljuc¢uje dodavanje plastifikatora, poput
glicerola koji povecava fleksibilnost kona¢nog proizvoda (Elsabee i Abdou, 2013).

Krhkost prirodnih biopolimera posljedica je njihove slozene i razgranate primarne
strukture i slabih medumolekularnih sila. Plastifikatori smanjuju medumolekularne sile i
omekSavaju krutost strukture te tako povecavaju pokretljivost biopolimernih lanaca, odnosno
poboljsavaju mehanickih svojstava filma. Glicerol smanjuje propusnost za vodenu paru, §to
moze biti posljedica stvaranje vodikovih veza izmedu pukotina unutar lanca kitozana, ¢ime se
utjee na usporavanje vode i njeno zadrzavanje. Isto tako dodavanjem glicerola postize se
povecana propusnost za kisik §to se moze objasniti time da glicerol, kao plastifikator, povecava
pokretljivost polimernih lanaca i time smanjuje otpor filma na prijenos plina (Srinivasa i sur.,
2007).

2.2. AKTIVNO PAKIRANJE | UGRADNJA BIOAKTIVNIH TVARI U JESTIVE FILMOVE

Pojam aktivnog pakiranja poznat je od 80-tih godina dvadesetog stoljeca, a
podrazumijeva ambalazni materijal koji otpusta aktivne komponente u hranu ili ih apsorbira u
cilju produljenja roka trajnosti ili odrzavanja i poboljSavanja uvjeta pakiranja. Aktivna
ambalaza, uz inteligentnu, pripada pametnoj ambalazi. Aktivna tvar moze biti umijeSana u
polimerni materijal, nanesena kao premaz na polimerni materijal ili se moze nalaziti u
posebnom spremniku unutar pakiranja (npr. vreéici). Ovisno o funkciji koju aktivna tvar
obavlja razlikujemo: apsorbere kisika, apsorbere ili izrac¢ivace ugljikovog dioksida, adsorbere 1
regulatore vlage, apsorbere etilena, apsorbere UV zracenja, izrac¢ivace etanola i antimikrobne
tvari. Aktivno pakiranje ne smije sadrzavati tvari koje maskiraju proces kvarenja hrane, vec¢ ga
trebaju sprijeciti u nastajanju (Jakupi¢ 1 sur., 2019).

Jedna od glavnih prednosti kitozanskih filmova i premaza je ta $to omogucavaju



polaganu i kontroliranu migraciju bioaktivnih spojeva (kao $to su polifenolni spojevi,
bakteriocini, eteri¢na ulja ili biljni ekstrakti) na zapakirani proizvod te su pogodni za razvoj
nove aktivne ambalaze s antioksidativnim i antimikrobnim svojstvima (Mufoz-Tebar i sur.,
2023).

Bioaktivni spojevi su esencijalni i neesencijalni spojevi (npr. vitamini ili polifenoli) koji
se pojavljuju u prirodi, dio su hranidbenog lanca i moze se dokazati da imaju ucinak na ljudsko
zdravlje (Biesalski i sur., 2009).

Kako bi se umanjili nedostaci bioaktivnih spojeva kao $to su manjkavost okusa, brza
razgradnja i interakcija s drugim sastojcima hrane, $to moze dovesti do gubitka njihovih
funkcionalnih svojstava, oni se mogu ugraditi u jestive filmove. Ovisno o prirodi i svrsi
bioaktivnih spojeva, moguca su Cetiri na¢ina ugradnje pa se tako oni mogu ugraditi s vanjske
strane jestivog filma, na granici sustava hrana - jestivi film, izmedu vise slojeva filma ili
rasprseno izmedu razli¢itih slojeva filma (Bionda, 2021). Prikaz ugradnje bioaktivnih spojeva
prikazan je na slici 2.
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jestivi film bioaktivna komponenta

Slika 2. Nacini ugradnje bioaktivhe 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 razli¢itih dijelova filma (prema Quir6s-Sauceda i sur., 2014)



2.2.1. Konoplja (Canabis sativa L.) kao izvor bioaktivnih tvari

Konoplja Cannabis sativa L. je jednogodis$nja, dvodomna biljka koja pripada obitelji
Cannabaceae. Sada se smatra jedinom vrstom roda Cannabis, ali je podijeljena u nekoliko
fenotipova koji se mogu opisati kao podvrste ili varijeteti. Konoplja je brzorastuca biljka sa
zljebastom stabljikom koja moZe narast 1 do 4 m, a varijacija visine i promjera ovisi o podvrsti,
okolisuy, tlu i klimatskim uvjetima. Sjemenke konoplje su glatke, sivkasto jajolikog ili sfericnog
oblika. Svaka sjemenka sadrzi dva kotiledona bogata rezervama proteina i ulja. Muske i zenske
biljke moguée je razlikovati tek u vrijeme cvatnje. Zenski cvjetovi pojavljuju se u parovima u
pazuScima malih listova zvanih brakteje, a te brakteje sadrze brojne Zljezdane trihome u kojima
se nalaze kanabinoidi, uglavnom A9-tetrahidrokanabinol (A9-THC). Listovi su nasuprotni,
dlanastog oblika s 5 do 7 do sedam nejednakih, izduzenih i bodljikavih reznjeva (Hourfane i

sur., 2023). Prikaz biljke i njezinih dijelova dan je na slici 3.

Slika 3. Cannabis sativa L. — prikaz cijele biljke (a), cvat (b), sjeme (c), list (d) i stablo (e)

(prema Hourfane i sur., 2023)

Ovo je jedna od najstarijih poznatih biljaka koja se uzgaja za hranu, tkaninu i lijekove.
Rasprostranjena je na raznolikim stanistima, od podrucja uz more preko umjerenog pojasa do
predplaninskih podru¢ja. Biljka potjece iz zapadne Azije i uvedena je u zapadnu medicinu

pocetkom 19. stolje¢a. Konoplja ima dugu povijest koristenja kao lijek za lijeCenje raznih
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bolesti i stanja, kao $to su astma, epilepsija, vrtoglavica, glaukom, nesanica, muc¢nina, bol i
reumatizam.

Sa kemijskog stajaliSta, radi se o vrlo kompleksnoj biljci iz koje je identificirano vise
od 500 razli¢itih prirodnih spojeva, od ¢ega ¢ak 125 kanabinoida. Kanabinoidi se sintetiziraju
U Zljezdastim trihomima biljke. Glavni psihoaktivni sastojak biljke je kanabinoid A°-
tetrahidrokanabinol (A%-THC), koji je prirodno prisutan u obliku kiseline (A°-
tetrahidrokanabinolna kiselina, A>-THCA). Dekarboksilacijom kiseline s vremenom ili pod
utjecajem topline nastaje farmakoloski aktivan A°-tetrahidrokanabinol. Kanabidiol (CBD), je
jo$ jedan kanabinoid, poznat kao antiepileptik i koristi se kod lije¢enje epilepsije. Pored A°-
THC-a i CBD-4a, identificirana su jo§ Cetiri vazna kanabinoida: tetrahidrokanabivarin (THCV),
kanabinol (CBN), kanabigerol (CBG) i kanabikromen (CBC). Nekanabinoidni sastojci
ukljuéuju nekanabinoidne fenole, flavonoide, terpene, alkaloide i druge (Radwan i sur., 2021).

Listovi konoplje sadrze terpene, polifenole, kanabinoide i alkaloide. Eteri¢na ulja u listu
konoplje karakterizira prisutnost (e)-kariofilena, a-humulena, -selinena, kariofilen oksida, o-
selinena i a-trans-bergamotena. Ovo su hlapljivi terpeni koji se nalaze u lis¢u fotosintetskih
biljaka i Stite ju od parazita 1 gubitka vode. Od polifenola u listu konoplje nalazimo uglavnom
flavonoide i glikozide zastupljene s apigeninom i luteolinom (Hourfane i sur., 2023).

Sjemenke konoplje, osim lipida, sadrze proteine (20-30 %), ugljikohidrate (10-15 %) i
netopiva vlakna, vitamine 1 razne minerale, kao Sto su fosfor, kalij, magnezij, sumpor, kalcij,
zeljezo i cink. Glavni proteinski sadrzaj sjemenki konoplje sastoji se od albumina i globulina
(edestina), polipeptida s visokim udjelom arginina, glutaminske kiseline, kao i aminokiselina
koje sadrze sumpor. No, filmovi na bazi proteina, opcenito pokazuju losSa mehanicka svojstva i
barijerna svojstva za vodenu paru, tako da je njihova primjena jo$ uvijek prili¢no ogranic¢ena.
Njihova svojstva mogu se poboljsati mijeSanjem proteina s drugim biopolimerima ili aditivima
(Mirpoor i sur., 2021).

Vlakna konoplje u najve¢em postotku sa¢injavaju celuloza (52-72 %), hemiceluloza (8-
19 %) i lignin (2-5 %) te imaju najvise vrijednosti Young-ovog modula od svih prirodnih
vlakana (Promhuad i sur., 2022). Provedena su istrazivanja biorazgradivih kompozita
pripremljenih od polimlije¢ne kiseline (engl. polylactic acid — PLA) i praha stabljike konoplje
(5, 10 i 15 wt %) te su ispitana njihova mehanicka i toplinska svojstva. Young-ov modul
biokompozita izraden od PLA i1 15 % praha konoplje pokazao je povecanje od 9,3 % u odnosu
na Young-ov modul bez praha konoplje. Takoder, biokompoziti s konopljom pokazali su
poboljsanu toplinsku stabilnost u temperaturnom rasponu obrade od 130 do 180 °C. Ovi

rezultati pokazuju da vlakna konoplje imaju veliki potencijal za proizvodnju biokompozita i
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pakiranja na bazi prirodnih materijala (Promhuad i sur., 2022).

Istrazivanja pokazuju da C. sativa ima antimikrobna svojstva. Provedena su istrazivanja
antimikrobne aktivnosti ulja sjemenki, te ekstrakata cijele biljke u petroleteru i metanolu na
Gram pozitivne bakterije (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus), Gram negativne bakterije
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), kao i na dvije vrste gljivica (Aspergillus niger i
Candida albicans). Rezultati su pokazali izrazeno antibakterijsko djelovanje protiv vecine
upotrijebljenih mikroorganizama (Ali i sur., 2012).

U svom radu Saleemi i sur. (2022), daju prikaz niza u¢inaka kanabinoida na patogene
organizme s popisa prioritetnih patogena Svjetske zdravstvene organizacije, koji potvrduju
njihovo antimikrobno djelovanje, a takoder daju prikaz niza studija koje ukazuju na potencijal
kanabidiola za lijecCenje malignih bolesti, odnosno njihov antioksidativni u¢inak. Niz radova
posebice ukazuje na pozitivan antimikrobni ucinak esencijalnih ulja konoplje (Gomes i
Steinberg, 2022).

Provedena su i istrazivanja materijala za pakiranje hrane koja se baziraju na
nanocelulozi iz konoplje, bioplastici i polilizinu. Primjena nanoceluloze iz konoplje u razvoju
biorazgradivog kompozitnog filma demonstrirana je s razli¢itim matriksima te se pokazalo da
su takvi filmovi biorazgradivi, odrzivi i imaju veliki potencijal za kori$tenje kao antimikrobna

ambalaza koja poboljsava kvalitetu i sigurnost hrane (Liao, 2022).

2.3. FIZIKALNO-KEMIJSKA, BARIJERNA, MEHANICKA I OPTICKA SVOJSTVA
JESTIVIH FILMOVA

2.3.1. Fizikalno-kemijska svojstva

2.3.1.1. Debljina jestivih filmova

Parametar koji direktno utjece na barijerna i mehanicka svojstva jestivih filmova je
njihova debljina. Debljina filmova koji se pripremaju izlijevanjem u Petrijeve posude, ovisiti
¢e o volumenu i viskoznosti otopine te 0 promjeru posudice. Vrlo viskozne otopine tesko se
razlijevaju po podlozi sto dovodi do neravnomjerne raspodijele, a time i do vece debljine
jestivog filma. Pozeljno je da debljine filma iznosi do 0,25 mm. Debljina filma moze se mjeriti
kontaktnom i ne-kontaktnom metodom. Kontaktna metoda naj¢e$¢e podrazumijeva mjerenje
filma pomoc¢u mikrometra, no iako je jednostavnija moze dovesti do oStecenja filma. Ne-
kontaktna metoda je slozenija, ali i djelotvornija, jer njenom primjenom ne moze do¢i do

oStecenja filma.
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2.3.1.2. Topljivost i udio vode (relativna vlaznost) jestivih filmova

Vazna karakteristika filmova je i njihova topljivost u vodi. Prema topljivosti filmove
mozemo podijeliti na hidrofilne (topive u vodi) i hidrofobne (netopive u vodi), Sto je bitna
karakteristika koja govori kako ¢e se filmovi ponasati u vodenom okruzenju, a time i o tome za
koju vrstu namirnica ¢e biti primjenjivi. Za namirnice koje su osjetljive na vlagu, treba koristiti
hidrofobne jestive filmove kako bi se sprijecilo isusivanje i odrzao integritet proizvoda. Za
razliku od toga, hidrofilne filmove je preporucljivo koristiti onda kada je cilj da se oni otope
tijekom upotrebe.

Koli¢ina vode prisutna u jestivim filmovima daje indikaciju njihove hidrofilnosti buduci
da su hidrofilniji oni filmovi koji imaju visu vrijednosti sadrzaja vlage. Smatra se da ugradnja
bioaktivnih spojeva u kitozanske filmove dovodi do povecanja sadrzaja vlage. Povecanje
sadrzaja vlage u kitozanskim filmovima s bioaktivnim spojevima moze se objasniti s porastom

broja nabijenih molekula, koje imaju veéu sposobnost adsorpcije vode (Bourbon i sur., 2011).

2.3.1.3. pH jestivih filmova

pH jestivih filmova moze bitno utjecati na njihova svojstva poput propusnosti za vodenu
paru, vla¢nu ¢vrstocu i postotak produljenja prije pucanja. Jestivi filmovi pripremljeni samo od
kitozana sa pH 4 i 5, pokazali su vecu propusnost za vodenu paru nego filmovi sa pH 3. Vla¢na
¢vrstoca i postotak produljenja prije pucanja znacajno ovise o stupnju deacetilacije (prilikom
prevodenja hitina u kitozan), kiselini koja se koristi pri izradi filma i pH vrijednosti (van den
Broek i sur., 2015).

2.3.1.4. Viskoznost

Prema nekim istrazivanjima, utvrdeno je da uporaba glicerola i sorbitola koji se pri
izradi jestivih filmova koriste kao plastifikatori moze imati znaajan pozitivan ucinak na
viskoznost otopine filma (Sancakli i sur., 2021). Peng i sur. (2013) navode da filmovi s
kitozanom kojima je dodan ekstrakt zelenog ¢aja, odnosno ekstrakt crnog ¢aja pokazuju nize

vrijednosti viskoznosti u odnosu na kontrolni uzorak s kitozanom.

2.3.2. Barijerna svojstva

Barijerna svojstva jestivih filmova, odnosno propusnost na plinove (kisik i uglji¢ni
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dioksid), vodenu paru i ostale tvari utjeCu na kvalitetu i rok trajanja namirnice, a ovise 0
kemijskom sastavu i strukturi filma, kao i svojstvima same namirnice (zrelost, sadrzaj vlage,
sadrzaj lipida) (Zhao i McDaniel, 2005). Neke namirnice (npr. sol i Secer) ne zahtijevaju
prisutnost kisika ili njegova prisutnost ne utjeCe na njihova svojstva, dok primjerice meso i
mesni proizvodi te voce i povrée zahtijevaju ambalazu koja ¢e biti propusna za kisik. Stoga pri
odabiru jestivog filma valja uzeti u obzir svojstva proizvoda te tako odabrati vise ili manje

propustan film (Bionda, 2021).

2.3.2.1. Propusnost jestivih filmova za vodenu paru

Propusnost za vodenu paru (engl. water vapour permeability - WVP) vazan je parametar
koji se uobicajeno uzima u obzir kod pakiranju hrane, a ukljuéuje sorpciju, difuziju i adsorpciju.
Propusnost za vodenu paru bi trebala biti $to niza, jer je jedan od glavnih ciljeva koristenja
jestivog filma usporavanje prijenos vlage izmedu hrane i okolisa. Interakcije izmedu molekula
biopolimera od kojeg je izgraden jestivi film i molekula vode osnova su za procjenu permeacije
vode kroz film, koja se obi¢no desava kroz hidrofilni dio filma (Bourbon i sur., 2011).

Dodatak plastifikatora utjeCe na povecanu propusnost za vodu i plinove kao posljedica
slabljenja intermolekularnih sila u polimeru (Aguirre-Joya i sur., 2018). S druge pak strane,
uoceno je da dodatak bioaktivnih spojeva u kitozanski film smanjuje propusnost za vodenu
paru, a posebice dodatak proteina visoke molekularne mase (poput laktoferina) (Bourbon i sur.,
2011).

2.3.2.2. Propusnost jestivih filmova za kisik i ugljicni dioksid

Propusnost materijala za pakiranje hrane za kisik vrlo je vazna za o¢uvanje hrane. Kisik
je kljucni ¢imbenik koji moze izazvati oksidaciju koja pokrece nekoliko reakcija kvarenja.
Polisaharidni filmovi po svojoj prirodi, predstavljaju dobru barijeru za kisik jer je njihova mreza
vodikovih veza C€vrsto zbijena i rasporedena (Bourbon i sur., 2011). Takoder, mjerenje
propusnost jestivih filmova za uglji¢ni dioksid daje vaznu informacije za daljnji razvoj jestivih
filmova, posebice za razvoj procesa pakiranja u modificiranoj atmosferi (McMillin, 2008).
Polisaharidi i proteini su polimeri koji mogu formirati snazne medumolekulske veze Sto

posljedi¢no stvara dobru barijeru za plinove (CO2 i O2) (Andrade i sur., 2012).
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2.3.3. Mehanicka svojstva

Mehanicka otpornost jestivih filmova mora se utvrditi kako bi se procijenila odrzivost
integriteta filma tijekom rukovanja, pakiranja i ostalih daljnjih procesa (Debeaufort i sur.,
1998). Mehanicka su svojstva posljedica strukturnog stanja materijala odnosno tehnoloskog
postupka pripreme, a obzirom da jestivi filmovi imaju slabija mehanicka svojstva u odnosu na
sintetiCke materijale, dodatkom stabilizatora, aditiva, plastifikatora i/ili emulgatora se moze
utjecati na njihovo poboljsanje (Bionda, 2021).

Mehanicka svojstva filmova Cine tri parametra: vlacna Cvrstoc¢a (otpor materijala na
pucanje pod napetosc¢u), Young-ov modul te postotak produljenja prije pucanja (Skurtys i sur.,
2010). Namjeravana upotreba jestivih premaza ili filmova zahtijeva jasno poznavanje i
razumijevanje njihovih mehanickih svojstava kao $to su vla¢na ¢vrstoca i postotak produljenja
prije pucanja. Ovi parametri povezuju mehanicka svojstva filmova s njihovom kemijskom
strukturom i jako ovise 0 samom sastavu filma. Medudjelovanje proteina, hidrokoloida i drugih
aditiva ukljucujuci vodu, plastifikatore i bioaktivne spojeve vrlo su vazni i utje¢u na vrijednost
vlaéne Cvrstoce i postotak produljenja prije pucanja. Vla¢na ¢vrsto¢a predstavlja najveéu
napetost koju film moze izdrzati, dok postotak produljenja prije pucanja predstavlja najvecu
promjenu u duljini ispitnog uzorka prije nego $to pukne. Neka istrazivanja pokazuju da dodatak
bioaktivnih spojeva u kitozanski film smanjuje vla¢nu ¢&vrstocu te povecava vrijednost
deformacije na granici elasti¢nosti, a posebice se to ti¢e dodatka proteina visoke molekularne

mase (poput laktoferina) (Bourbon i sur., 2011).

2.3.4. Opticka svojstva

Opticka svojstva jestivog filma kao S$to su sjaj, boja 1 prozirnost ovise o sastavu filma i
postupku izrade. Obzirom da je vizualni izgled proizvoda, ukljucujuéi i njegovo pakiranje, ono
Sto ¢e privudi ili odbiti kupca, poZeljno je da jestivi film ima sjaj te da ga karakterizira
prozirnost, a ne mutnoca (Bionda, 2021). 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 1 obojenje kona¢nog filma (Singh 1 Singh, 2005).
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2.4. ZAKONSKA REGULACIJA PODRUCIJA JESTIVIH FILMOVA 1 PREMAZA

U pogledu nacina kako se klasificiraju jestivi filmovi u zakonodavstvu koje ureduje
podrucje hrane i sigurnosti hrane mozemo za njih reci da su: prehrambeni proizvod, dodatak
hrani, sastojci hrane, tvari u dodiru s hranom ili materijali u dodiru s hranom (Gali¢, 2009). U
Republici Hrvatskoj kao ¢lanici Europske unije, svi prehrambeni proizvodi, pa tako i jestivi
filmovi koji se stavljaju na trziste, moraju biti u skladu sa odredbama Uredbe (EZ) br. 178/2002
Europskog parlamenta i Vije¢a o utvrdivanju op¢ih nacela i uvjeta zakona o hrani, osnivanju
Europske agencije za sigurnost hrane te utvrdivanju postupaka u podrucjima sigurnosti hrane
(Uredba, 2002).

Uredba (2002) predvida osnovu za osiguranje visoke razine zastite zdravlja ljudi i
interesa potrosaca u vezi s hranom, posebno uzimajuéi u obzir razlike u opskrbi hranom,
ukljucujuéi tradicionalne proizvode te pritom osiguravaju¢i ucinkovito funkcioniranje
unutarnjega trziSta Europske unije. Njome se uspostavljaju osnovna nacela i zadace, sredstva
za stvaranje jake znanstvene osnove, uinkoviti organizacijski mehanizmi 1 postupci koji
podupiru donosenje odluka u vezi sa zdravstvenom ispravnosc¢u hrane i hrane za Zivotinje.

Takoder, Uredbom (2002) osnovana je Europska agencija za sigurnost hrane te su
utvrdeni postupci u podrucjima sigurnosti hrane.

U svibnju 2020. godine Europska komisija donijela je novi visegodi$nji strateski
dokument naziva ,,Strategija ,,od polja do stola” - za pravedan, zdrav i ekoloski prihvatljiv
prehrambeni sustav* (Strategija, 2020). Ova strategija pruza sveobuhvatni pristup vrednovanju
odrzivosti hrane u Europi te nudi priliku za poboljSanje nadina zivota, o¢uvanje zdravlja i
okoliSa. Stvaranje povoljnog prehrambenog okruzenja koje olakSava odabir zdrave i odrzive
prehrane pridonijet ¢e poboljSanju zdravlja 1 kvalitete Zivota potroSaca te druStvu pomoci da
smanji troSkove povezane sa zdravljem. Strategija prepoznaje potrebu za svjeZom, manje
preradenom hranom iz odrzivih izvora i nuznost za sto kra¢im lancima opskrbe hranom.

Obzirom da je hrana nuzna svim ljudima, zakonodavstvo u podrucju hrane mora
osigurati da sva dostupna hrana bude u prvom redu odobrena i zdravstveno sigurna za ljudsku
konzumaciju. U tu svrhu primjenjuje se sustav kontrole i kvalitete hrane HACCP (engl. Hazard
analysis and critical control point) i preduvjetni programi: dobra proizvodacka praksa GMP
(engl. Good manufacturing practices), dobra higijenska praksa GHP (engl. Good hygiene
practices), standardni operativni postupci SOP, kao i sanitacijski standardni operativni postupci
SSOP.

Svi materijali ili predmeti koji dolaze u dodir s hranom, a koji se stavljaju na trziSte EU
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trebaju ispunjavati zahtjeve Uredbe (EZ) br. 1935/2004 o materijalima i predmetima koji dolaze
u dodir s hranom, uklju¢ujuci aktivne i inteligentne materijale (Uredba, 2004). Nadalje, Uredba
Komisije (EK) br. 450/2009 o aktivnim i inteligentnim materijalima i predmetima koji dolaze
u dodir s hranom, navodi popis tvari koje se smiju koristiti u aktivnim i inteligentnim

materijalima, a isklju¢ene su kancerogene, mutagene i toksi¢ne tvari te tvari u nano obliku
(Uredba, 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

U ovome radu za potrebe izrade jestivih filmova upotrjebljen je prirodni biopolimer
kitozan (Francuska Chitin, tip 652, molekulske mase 165 kDa, stupanj deacetiliranja iznad 85
%), 100 %-tni protein konoplje dobiven iz hladnih organskih sjemenki konoplje (Bonatura,
Bostjan Rudolf s.p., Makedonska ulica 45, Maribor, Slovenija) i usitnjeni suhi list konoplje.
Sirovina za usitnjeni suhi list konoplje je ostatak nakon ekstrakcije kanabinoida putem
ultrazvuka u etanolu iz dijelova usitnjene industrijske konoplje (nadzemni dio, listovi i cvjetovi)
s podruéja Slavonije, sorta Finola (Zetva 2021. godine). Nakon ekstrakcije u etanolu, ostatak je
osu$en u termostatu do uklanjanja alkohola. Za otapalo je koriStena destilirana voda i octena
kiselina (ledena octena kiselina 100 %, Merck, Darmstad, Njemacka), a kao plastifikator
koristen je biljni glicerol (minimalne &istoée 99,5 %, Dekorativna todka d.d., Alojza Clekovi¢a

17, Poznanovec, Hrvatska).

3.2. PRIPREMA FILMOVA

Za potrebe ovoga rada izradena su tri jestiva filma, jedan iz octene kiseline, kitozana i
glicerola (K) te ostala dva, na nacin da je jedan pripremljen uz dodatak praha proteina konoplje

(PK), a drugi uz dodatak praha suhog lista konoplje (LK).

Pribor i aparatura:
1) Staklene ¢ase (250 mL)
2) Odmijerna tikvica (1000 mL)
3) Petrijeve zdjelice (promjer 11,8 cm)
4) Menzura (100 mL)
5) Pipeta i propipeta

6) Mala staklena pipeta (pipetman)
7) Papirnata ladica za vaganje

8) Spatula, pinceta, stakleni §tapic
9) Parafinski film

10) Stani¢evina

11) Laboratorijske rukavice
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12) Analiti¢ko sito @ 200 mm

13) Analiticka vaga (KERN KB 2000-2N)

14) Magnetska mijeSalica i magneti (Witeg ms-mp8, Njemacka)

15) Ultra turrax (IKA T18 digital, Njemacka)

16) Mlin (Waring WSG30, Sprz, et Laboratoryjny i Medyczny Labpartner KBS, Warszawa,
Poljska)

17) Kriomlin (CryoMill, Retsch, Njemacka)

18) Ventilirana klima komora (HPP110, Memmert, Njemacka)

19) Eksikator

Postupak pripreme:

Pripremljena je 1 % otopina octene Kiseline. Zatim su pripremljeni uzorci praha lista
konoplje i praha proteina konoplje koji ¢e se dodati u otopinu octene kiseline i kitozana. Masa
od 5 g usitnjenog suhog lista konoplje samljeveno je mlinom (Waring WSG30, Sprz, et
Laboratoryjny i Medyczny Labpartner KBS, Warszawa, Poland) te je dobiveni prah prosijan
sitom. Zatim je dodatno samljeven u kriomlinu (CryoMill, Retsch, Njemacka) dva puta po dvije
minute na frekvenciji od 30 s, 5 g proteina konoplje samljeveno je u prah u kriomlinu, takoder
dva puta po dvije minute na frekvenciji od 30 s.

Nakon toga pristupilo se izradi filmova. U tri ¢ase od 250 mL menzurom je dodano 100
mL 1 % otopine octene Kiseline i odvagano je 2 g kitozana na analiti¢koj vagi. Case su stavljene
na magnetsku mijeSalicu koja je bila podeSena na 485 rpm. Zatim je u svaku ¢aSu postepeno
dodano 2 g kitozana uz konstantno mijesanje kako bi se omogucilo njegovo bolje otapanje.
Case su pokrivene parafinskim filmom kako bi se zastitile od necistoéa iz okoline te su
ostavljene na magnetskoj mijesalici 24 h na sobnoj temperaturi da se kitozan u potpunosti otopi.
Zatim je izvagano 0,1 g praha suhog lista konoplje te 0,1 g praha proteina konoplje. Nakon toga
je, uz konstantno mijeSanje na magnetskoj mijesalici, u jednu ¢asu s otopinom octene kiseline
i kitozana postepeno dodano 0,1 g praha suhog lista konoplje, a u drugu ¢asu je dodan 0,1 g
praha proteina konoplje. Mijesanje je nastavljeno daljnjih 60 minuta. Kako bi se kitozan i prah
suhog lista konoplje (LK), odnosno kitozan i prah proteina konoplje (PK) bolje sjedinili,
otopine su dodatno promijesane Ultra-turrax mijesalicom (IKA T18 digital, Njemacka) 3 puta
po 1 minutu na 58 x 1000 rpm. U trecoj ¢asi pripremljena je samo otopina octene Kiseline i
kitozana (K).

Zatim je u svaku otopinu malom staklenom pipetom dodano 0,4 g glicerola (20 % od

suhe mase kitozana). Case su vraéene na magnetsku mijesalicu par minuta radi homogeniziranja
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otopina s glicerolom.

Filmovi su formirani izlijevanjem po 30 grama svake otopine (LK, PK i K) u Petrijeve
zdjelice promjera 11,8 cm pomocu analiti¢ke vage. Filmovi su oznaceni s obzirom sadrze li
prah suhog lista konoplje (LK), prah proteina konoplje (PK) ili samo kitozan (K). Zdjelice s
filmovima stavljene su na susenje u ventiliranu klima komoru (HPP110, Memmert Germany)
u kontroliranim uvjetima temperature (25 °C) i relativne vlaznosti (50 % RH) u razdoblju od
48 sati.

Nakon suSenja, filmovi su pazljivo, odvojeni od povrsine Petrijevih zdjelica te stavljeni

izmedu filter papira. Tako pripremljeni filmovi su ¢uvani u eksikatoru do analize.

3.3. METODE

3.3.1. Mjerenje pH vrijednosti filmogenih otopina

pH vrijednost pripremljenih otopina LK, PK i K izmjerena je pomoc¢u pH metra (Mettler
Toledo, FiveGo™, Svicarska). Kombinirana elektroda pH metra uronjena je u homogeniziranu
otopinu, a pH vrijednost o¢itana je na ekranu uredaja. Nakon svakog uzorka, elektroda je

isprana destiliranom vodom. Provedena su tri mjerenja.

3.3.2. Mjerenje viskoznosti filmogenih otopina

Mjerena je viskoznost filmogenih otopina LK, PK i K. Viskoznost je mjerena pomoc¢u
viskozimetra (Lamy Rheology RM 100 Plus, Francuska). Za svako mjerenje su pripremljene
svjeze otopine. Dobivene su vrijednosti viskoznosti (Pa s) i obrtne sile (MN m™).

Postupak:

Po 20 mL uzorka svake od filmogenih otopina LK, PK i K stavljeno je u posudu za
uzorak te je uronjeno mjerno tijelo. Na uredaju se odabere program mjerenja MS-C19-C. Za
svaki uzorak mjerene su viskoznost (V) i obrtna sila (T) za 7 razli¢itih vrijednosti brzine
smicanja (5, 10, 15, 25, 50, 100 i 150 s). Temperatura pri mjerenju iznosila je 20 °C. Kao

rezultat uzima se srednja vrijednost mjerenja i standardna devijacija.

3.3.3. Mjerenje debljine filmova

Debljina svakog jestivog filma mjerena je na tri razli¢ita mjesta, a kao rezultat je uzeta

srednja vrijednost tri mjerenja izraZena u mikrometrima (um) s pripadaju¢om standardnom
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devijacijom. Za mjerenje debljine koristen je digitalni mikrometar (Helios Preisser DIGI-MET,

Njemacka), preciznosti 0,001 mm.

3.3.4. Odredivanje boje jestivih filmova

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 zasnivaju se 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 tre¢a akromatska os L sa vrijednosti u rasponu od 0 % (crna) do 100 % (bijela) (slika 4).

L=100
(White)

Yellow
+b I
?_—

L=0
(Black)

Slika 4. CIE L*a*b* prostor boja (prema Ly, 2020)

Broj¢ane vrijednosti u CIE L*a*b* kolornom sustavu prikazuju sve boje koje ljudsko
oko moze primijetiti (Petrovi¢ i sur., 2013). Kolorimetrijska razlika prikazuje odstupanje

reflektirane boje od kontrole, a racuna se prema izrazu [1]:

AE = VAL? + Aa? + Ab? [1]
AL=1L,—L,
Aa=ay—aq
Ab = by — by
gdje su:
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Lo, a0, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje

L1, a1, b1- vrijednosti ispitivanoga uzorka boje

Postupak:
Boja pripremljenih filmova LK, PK i K odredena je pomocu kolorimetra (Konica

Minolta Spectrophotometer CM700d, SAD). Za svaki pojedinaéni film mjerenje je provedeno
na tri razlic¢ita mjesta na filmu pri ¢emu su dobivene L*, a* i b* vrijednosti. Pri mjerenju uzorak
filma namjesti se na povrsinu otvora kolorimetra te se mjeri reflektiranje u vidljivom podrucju.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.3.5. Mjerenje nepropusnosti za svjetlost jestivih filmova

Nepropusnost jestivog filma za svjetlost (engl. opacity) utvrdena je na nacéin da je
pomocu UV/VIS spektrometra (Perkin ElImer Lambda 25, SAD) mjerena apsorbancija uzoraka
LK, PK i K pri valnim duljinama od 600 nm i 650 nm, prema Peng i sur. (2013). Iz podatka o
apsorbanciji, nepropusnost filma za svjetlost ra¢una se prema jednadzbi [2]:

O =Absam) /1 [2]
gdje su:

O — nepropusnost

Abs — apsorbancija (vrijednost kod 600 nm i 650 nm)

| - debljina (mm)

Spektrometar mjeri koli¢inu svjetlosti koju uzorak apsorbira. Sto je veéa vrijednost

apsorbancije to je vec¢a nepropusnost filma (O) za svjetlost, odnosno film je netransparentniji.

3.3.6. Odredivanje topljivosti jestivog filma

Topljivost jestivog filma je koli¢ina suhe tvari tog filma otopljena u destiliranoj vodi.

Topljivost filma (FS) racuna se pomoc¢u jednadZbe [3]:

FS(%) ==-=L.100  [3]

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

W — masa suhe tvari neotopljene u vodi (g)
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Jestivi filmovi LK, PK i K ¢uvani su u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima vlage (50
% RH). Svaki od uzoraka filma LK, PK i K izrezan je na tri jednaka pravokutnika (1 cm x 2
cm) Kkoji se svaki stavi u plastiénu ¢asu sa 30 mL destilirane vode. Posude se prekriju
parafilmom i ostave 24 h na sobnoj temperaturi. Aluminijska posudice i njihovi poklopci stave
se 24 h u suSionik na 105 °C do postizanja konstantne mase. Nakon 24 h, neotopljeni ostaci
jestivih filmova pomo¢u sita se izvade iz vode i stavljaju u ohladene aluminijske posudice te se
zajedno izvazu. Nakon toga, aluminijske posudice sa ostatkom jestivog filma stave se
djelomi¢no poklopljene susiti u susionik na 105 °C do postizanja konstante mase. Na kraju
izvagana je masa aluminijskih posudica s poklopcem i ostatkom suhe tvari jestivog filma u

njima.

3.3.7. Mikroskopski pregled jestivih filmova

Mikroskopski pregled jestivih filmova proveden je koristenjem svjetlosnog mikroskopa
(Olympus CH20, Japan) primjenom povecéanja 100x.

3.3.8. Odredivanje mehanickih svojstava jestivih filmova

Mehanicka svojstva jestivih filmova LK, PK i K odredena su pomocu analizatora
teksture (Texture analyzer, TA.HDPIlus, Stable Micro Systems, UK). Jestivi filmovi su prije
mjerenja cuvani u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima vlage (50 % RH). Za potrebe mjerenja
svaki od filmova izrezan je u tri trakice dimenzija 3 cm x 1 cm. Svaka trakica stavljena je u
analizator strukture. Mjerenje se provodi do toCke pucanja. Za svaki film, mjerenje je
provedeno 3 puta.

Vlacna ¢vrstoca (TS) moze se definirati kao naprezanje, odnosno omjer sile na povrsinu
filma, a zavrSno naprezanje predstavlja produljenje filma prije tocke pucanja (postize se Fmax),
Sto oznacava deformaciju na granici elasti¢nosti. Distanca, odnosno elasti¢nost do trenutka
pucanja filma sluzi za raCunanje postotka produljenja prije pucanja, odnosno postotka
deformacije (E) (distanca podijeljena s udaljenos¢u izmedu dvije ¢eljusti, koja iznosi 10 mm).
Vlaéna ¢vrstoca (TS) rauna se prema jednadzbi [4], dok se Youngov modul (YM) racuna prema
jednadzbi [5]:

TS = fmax [4]

Aj
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gdje je:

TS — vlaéna ¢vrstoca (N/mm? = MPa)
Fmax— maksimalna sila u to¢ki pucanja (N)
Ai — povrsina filma (mm?)

YM — Youngov modul (N/mm?= MPa)

E — postotak produljenja prije pucanja

3.3.9. Mjerenje propusnosti jestivih filmova za kisik i uglji¢ni dioksid

Mjerenje propusnosti jestivih filmova LK, PK i K za kisik i uglji¢ni dioksid provedene
su manometrijskom A-metodom, pomoc¢u uredaja za mjerenje propusnosti Brugger, GDP-C
(Brugger Feinmechanik GmbH, Munich, Njemacka). Prvo je mjerena propusnost za kisik na
sva tri filma, a zatim za uglji¢ni dioksid.

Temperatura svakog uzorka podeSena je pomocu vodene kupelji na vrijednost sobne
temperature (23 °C). Podesena je i brzina protoka plina (80 cm?® / min). Uzorak filma stavi se
na ploc¢u koja je prethodno premazana protuvakumskom kremom. Prije svakog mjerenja
provodi se vakumiranje 30 min, s tim da vrijeme trajanja ovisi 0 vrsti mjerenog materijala.
Metoda se zasniva na propustanju plina kroz uzorak dok se atmosferski tlak ne izjednaci s
tlakom u komori. Zbog razlike tlakova plin difundira kroz uzorak §to je vidljivo kao postepeni
porast tlaka koji se registrira na ra€unalu. Na racunalu su podaci zabiljeZeni kao vrijednost
permeance (izrazena u cm® m2 d* bar?). Brzina prijenosa Kisika (engl. Oxygen Transmission
Rate — OTR) i brzina prijenosa uglji¢nog dioksida (engl. Carbon Dioxide Transmission Rate —
COTR) izracunata je kao aritmeticki produkt dobivene permeance i srednje vrijednosti debljine
filma (izrazena u cm® m™' d™! Pa™!). Koeficijent propusnosti plina (P) dobije se koristeéi
jednadzbu [6]:

P=D-S [6]
gdje je:
D — koeficijent difuzije permeata

S — koeficijent topljivosti permeata
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3.3.10. Mjerenje propusnosti jestivih filmova za vodenu paru

Propusnost jestivih filmova LK, PK i K za vodenu paru odredena je gravimetrijski
koriste¢i modificiranu ASTM E96-80 standardnu metodu. Prije mjerenja, uzorci su bili ¢uvani
u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima vlage (50 % RH). Za svaki jestivi film provedena su 4
mjerenja te su izrezana 4 kruga promjera ¢asice. U ¢asSicu se stavi 20 mL destilirane vode, rub
se premaze se protuvakumskom kremom, a na vrh ¢asice se stavi neoste¢eni uzorak filma koji
se pri¢vrsti teflonskim prstenom i zaklopi.

Pocetna masa pripremljenih CaSica izmjerena je na analitickoj vagi, a zatim su
pohranjene u ventiliranu klima komoru (Memmert HPP110, Memmert Njemacka) na 25 °C i
30 % RH. Masa ¢asica mjerena je kontinuirano kroz sljede¢ih 8 dana. WVP mozemo izraunati

pomocu formule [7]:

Am

WVP = aoasp X [7]

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

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

3.3.11. Mjerenje relativne vlaznosti jestivih filmova

Relativna vlaznost odredena je Zarenjem u uredaju za mjerenje vlage (PMB 53, Adam
Equipment Co Ltd, UK). Po tri uzorka filmova K, PK i LK su usitnjeni i zasebno stavljeni u
uredaj za mjerenje vlage na 100 °C. Za svaki uzorak zabiljezen je postotak relativne vlage,

nakon §to je uredaj signalizirao zavrSetak procesa Zarenja.

3.4. 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) 1 Tukeyovim viSestrukim usporednim testovima. Vrijednost p < 0,05 smatra se
statisticki znacajnom. 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 radu su pripremljeni jestivi kompozitni filmovi na bazi prirodnog biopolimera
kitozana i glicerola uz dodatak praha 100 % proteina konoplje (PK), odnosno praha suhog lista
konoplje (LK). Radi usporedbe, a radi utvrdivanja utjecaja praha proteina konoplje i praha
suhog lista konoplje na svojstva filma, pripremljen je i kompozitni jestivi film od kitozana i
glicerola bez dodatka praha proteina konoplje, odnosno praha suhog lista konoplje (K).

Provedena je karakterizacija i ispitivanje fizikalno-kemijskih svojstva (pH vrijednost,
viskoznost, debljina, boja, transparentnost, topljivost, mehanicka svojstva i relativna vlaznost)
sve tri pripremljene vrste filmova, mikroskopski pregled filmova svjetlosnim mikroskopom,
kao i odredivanje barijernih svojstava filmova, konkretno njihova propusnost za kisik, uglji¢ni
dioksid i vodenu paru. Odredivanje pH vrijednosti i mjerenje viskoznosti provedeno je na
filmogenim otopinama, a ostala mjerenja provedena su na ¢vrstim filmovima. Dobiveni
rezultati su prikazani graficki i tabli¢no.

Izmjerene pH vrijednosti filmogenih otopina prikazane su u tablici 2, a vrijednosti
viskoznosti ispitanih filmogenih otopina na slici 5. Dobivene vrijednosti debljine filmova
prikazane su u tablici 3. Ispitivani parametri boje zabiljezeni su u tablici 4, dok su rezultati
mjerenja nepropusnosti za svjetlost pri 600 nm i 650 nm prikazane grafic¢ki na slici 6. Rezultati
mjerenja topljivosti prikazani su na slici 7, rezultati relativne vlaznosti prikazani u tablici 5.
Slike 8, 9 i 10 daju uvid u barijerna svojstva filmova (propusnost vodene pare/ propusnost
kisika/ propusnost ugljicnog dioksida), dok su rezultati mjerenja mehanic¢kih svojstava

prikazani u tablici 6 te na slici 11. Rezultat mikroskopskog pregleda filmova dan je na slici 12.

4.1. pH VRIJEDNOST FILMOGENIH OTOPINA

Sve filmogene otopine ocekivano su kisele, s pH nizim od 7, obzirom da je u njihovoj
pripremi koristena 1 % (v/v) otopina octene kiseline kako bi se omogucilo otapanje kitozana.
Izmjerene pH vrijednosti filmogenih otopina K, LK i PK prikazane su u tablici 2. Filmogene
otopine K i LK pokazuju sli¢ne vrijednosti pH (4,95 i 4,98) dok je filmogena otopina PK nesto
nizeg pH (4,88). Razlog zbog kojeg filmogena otopina PK pokazuje pH koji je nizi od druge

dvije otopine moze biti posljedica reakcije aminokiselina iz proteina konoplje (glutaminska
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kiselina, arginin, metionin i cistein (Sun i sur., 2021)). Filmogena otopine K i LK pokazuju

slican pH jer u obje otopine dominiraju polisaharidi (kitozan, odnosno kitozan i celuloza).

Tablica 2. Prikaz izmjerenih pH vrijednosti filmogenih otopina kitozana, lista konoplje i

proteina konoplje

Uzorak pH
K 4,95 + 0,022
LK 4,98 +0,012
PK 4,88 +0,04°

Razli¢iti eksponenti (a-b) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki zna¢ajne razlike medu uzorcima (p<0,05).

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.

4.2. VISKOZNOST FILMOGENIH OTOPINA

Kod teku¢ina u mirovanju ne javljaju se nikakve sile trenja izmedu razli¢itih slojeva
tekucine, odnosno tekuéina u mirovanju predstavlja homogeno tijelo, kojemu su sva fizikalna
svojstva jednaka u svim smjerovima u svakom djelicu tijela. Medutim, u tekucini koja se krece
javljaju se sile trenja izmedu djelica koji su u dodiru, jer pojedini njeni slojevi klize jedni po
drugima. Isto tako, sila trenja javlja se izmedu djeli¢a tekucine i zidova (Stjenki) posude ili
cijevi u kojoj se tekucina krece. Taj otpor koji se javlja u unutra$njosti tekucine uslijed trenja
pri kretanju njihovih Cestica zove se unutrasnje trenje ili viskoznost (Jerbi¢, 2014). Posljedica
je djelovanja medumolekulskih sila kohezije u fluidu 1 sila adhezije izmedu fluida 1 krutog tijela
kroz koje se strujanje odvija.

Na slici 5 graficki su prikazane vrijednosti izmjerenih viskoznosti i obrtne sile ispitanih
otopina iz koje se moze vidjeti da filmogena otopina K koja sadrzi samo kitozan i glicerol
pokazuje najvecu vrijednost viskoznosti 1 obrtne sile. Filmogene otopine LK 1 PK pokazuju
nize vrijednosti i viskoznosti i obrtne sile. Veca vrijednost viskoznosti i obrtne sile za filmogenu
otopinu K vjerojatno je posljedica djelovanja vodikovih veza unutar i izmedu molekula
kitozana (Balau i sur., 2004) zbog kojih su kohezione sile unutar otopine jace izrazene, §to
navode i Munoz-Tebar i sur. (2023) isti¢u¢i da je jedna od karakteristika filmova s kitozanom
upravo kohezivnost.

S druge strane, protein konoplje u filmogenoj otopini s kitozanom PK vrlo vjerojatno

dovodi do stvaranja novog polisaharid-protein kompleksa, koji narusava vodikove veze izmedu
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molekula kitozana te uzrokuje slabljenje kohezionih sile u filmogenoj otopini $to se manifestira
nesto nizom vrijednosti viskoznosti i obrtne sile. Navedeno moze biti posljedica sastava
aminokiselina koje prevladavaju u proteinu konoplje, a to su arginin, glutaminska kiselina,
glutamin i metionin (Sun i sur., 2021), a koje se kod izmjerene vrijednosti pH ove otopine od
4,88, ponasaju kao ,,zwitter ioni‘ tj. bipolarne su te tako s kitozanom koji je pozitivno nabijen
(NH™) polisaharid, stvaraju strukturu unutar koje istovremeno postoje i privlacne i odbojne
ionske sile. Sto se ti¢e filmogene otopine LK, u kojoj nalazimo kitozan i list konoplje, izmjerena
je najniza vrijednost viskoznosti i obrtne sile §to se moze objasniti stvaranjem kompleksa
izmedu kitozana i spojeva prisutnih u listu konoplje (polisaharid celuloza, terpeni, polifenali,
kanabinoidi i alkaloidi) zbog ¢ega dolazi do naruSavanja vodikovih veza izmedu i unutar
molekula kitozana te posljedi¢no i slabljenja kohezione sile unutar otopine $to rezultira i nizom
vrijednosc¢u viskoznosti i obrtne sile. Sli¢no je pokazano i analizom svojstava filmova s
kitozanom u odnosu na filmove s kitozanom 1 gumom arabikom te ekstraktima sjemenki grozda

koje je analizirala Bionda (2021).

Y
O ¢
=
o
o

Viskoznost V (Pas) i
obrtna sila T (mNm-
=
3

K LK PK
Uzorci
BV (Pars) 8T (MmN m-1)

Slika 5. Prikaz rezultata za viskoznost V (Pa's) i obrtnu silu T (mN m™) filmogenih otopina

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

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje;

4.3. DEBLJINA JESTIVIH FILMOVA

Debljina filmova vazna je za njihova mehanicka i barijerna svojstva. Sva tri filma K, LK i
PK pripremljena su na isti nacin, izlijjevanjem jednake koli¢ine filmogene otopine u Petrijeve

zdjelice istog promjera. No unato¢ tome, dobiveni filmovi imaju razli¢itu debljine koje su
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prikazane u tablici 3. Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da film koji sadrzi samo kitozan
ima izmjerenu najmanju debljinu od 73 pm, dok film s kitozanom i listom konoplje ima debljinu
87 um, a film s kitozanom i proteinom konoplje najvecu debljinu od 110 um.

Jridi i sur. (2014) su ispitivali fizikalna, strukturna, antioksidativna i atimikrobna svojstva
kompozitnih filmova na bazi kitozana i proteina zelatine te su pokazali da veéi postotak Zelatine
u sastavu filma uzrokuje i ve¢u debljinu tog filma. Iz navedenog je zaklju¢eno da proteini
doprinose povecanju debljine kompozitnog filma. Slicno tome se mogu ponasati i proteini

konoplje, $to moze biti razlog zasto je debljina PK filma najveca.

Tablica 3. Debljina pripremljenih kompozitnih filmova

Uzorak Debljina filma (um)
K 73,0 + 4,58°
LK 87,0 + 13,0
PK 110,3 + 10,692

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

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.

4.4. BOJA JESTIVIH FILMOVA

Boja jestivih filmova odredena je CIE L*a*b* prostornim modelom boja. Rezultati analize
kolorimetrijskih parametara na uzorcima K, LK i PK prikazani su u tablici 4. Vrijednosti
dobivenih kolorimetrijskih parametara se razlikuju ovisno o vrsti filma, odnosno prisutnosti
proteina konoplje i lista konoplje u sastavu filma. Vrijednost za parametar L* ukazuje na
svjetlinu filma, pri ¢emu je vrijednost 0 tamno (crno), a 100 svjetlo (bijelo). U usporedbi s
filmom koji sadrzi samo kitozan K, filmovi s listom konoplje LK i proteinom konoplje PK su
oc¢ekivano tamniji, jer su obojili film. Stoga su vrijednost za parametar L* filma s listom
konoplje LK koji iznosi 80,203, odnosno za film s proteinom konoplje PK koji iznosi 85,453
nize u odnosu na vrijednost za film koji sadrzi samo kitozan K za koji ta vrijednost iznosi
96,007. Vrijednosti parametra L* za film s kitozanom K odgovaraju vrijednostima koje su u
svom radu opisali Gomes i sur. (2019).

Parametar a* ukazuje na raspon boja crveno-zeleno. Dobivena vrijednost parametra a* za
sva tri filma je negativna $to ukazuje na zelenkastu boju filma. Vrijednost za film s kitozanom
K iznosi -0,72, a za film s kitozanom i proteinom konoplje PK -0,44 §to znaci da su ova dva

filma vrlo sli¢no obojena i to tek blago zelenkasto. Vrijednosti parametra a* za film s listom
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konoplje LK iznosi -2,523 $to, oCekivano, ukazuje na jace zeleno obojen film obzirom na
njegov sastav i prisutnost lisnih bojila, medu kojima je najzastupljeniji klorofil.

Parametar b* ukazuje na raspon boja zuto-plavo. Vrijednosti parametara za sva tri filma su
pozitivni $to ukazuje na prisutnost zutih tonova u filmovima, s time da je, opet o¢ekivano,
vrijednost za film s listom konoplje LK najveca i iznosi 17,966 obzirom na prisutnost lisnih
bojila koja osim klorofila ukljucuju i karoten te ksantofil.

Ukupna razlika boje za filmove s listom konoplje LK i proteinom konoplje PK racunata je

u odnosu na kontrolni uzorak tj. film s kitozanom K te ona za LK iznosi 20,455, a za PK 11,558.

Tablica 4. Parametri boje (L* a* b* AE) pripremljenih kompozitnih filmova

Uzorak L* a* b* AE
K 96,007 0,536  -0,720 £ 1,248 3,150 + 6,245° 0
LK 80,203 £ 0,536" 2,523 + 0,042° 17,966 + 0,414% 20,455+ 1,5832
PK 85,453 + 1,778 -0,440 + 0,3812 7,823 +0,121° 11,558 + 1,692°

Razli¢iti eksponenti (a-b) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki zna¢ajne razlike medu uzorcima (p<0,05).

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.

4.5. TRANSPARENTNOST JESTIVIH FILMOVA

Propusnost filma za svjetlost vazna je karakteristika koja odreduje njegovu prikladnost kao
ambalaznog materijala. Niska propusnost za svjetlost, odnosno veca neprozirnost jam¢i vecu
zaStitu proizvoda od negativnih uc¢inaka svjetlosti te tako sprjecava nezeljene posljedice procesa
fotooksidacije. Stoga je pozeljno da su jestivi filmovi kao ambalazni materijali §to nepropusniji
za svjetlost. Sto je vrijednost nepropusnosti (O) veéa, to je manja transparentnost filma,
odnosno film apsorbira vise svjetlosti nego Sto je propusta prema proizvodu kojeg treba Stititi.
Dobiveni rezultati mjerenja nepropusnosti za svjetlost (O) prikazani su graficki na slici 6.
Rezultati pokazuju da je za svjetlost najnepropusniji film s listom konoplje LK te njegova
nepropusnost pri 600 nm iznosila 1,87, a pri 650 nm 1,679. Navedeno se moze potkrijepiti i
rezultatima do kojih su dosli Friesen i sur. (2015) koji navode da dodatak aktivnih sastojaka
dovodi do smanjenja transparentnosti filma. Takoder, navedeno potvrduju i Peng i sur. (2013),
prema kojima filmovi na bazi kitozana kojima je dodan ekstrakt ¢aja ili esencijalno ulje cimeta
pokazuju povecane vrijednosti neprozirnosti u odnosu na film koji sadrzi samo kitozan.

Film s kitozanom K pokazao se nepropusnijim za svjetlost od filma s kitozanom i proteinom

konoplje PK, a na takvu moguénost ukazuju Huang i Wang (2023) koji su istrazivali propusnost
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za svjetlost filmova sa kitozanom i proteinom zelatinom te su utvrdili da veca koncentracija

kitozana u odnosu na protein uzrokuje i ve¢u nepropusnost za svjetlost.
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Slika 6. Vrijednost nepropusnosti filmova K, LK i PK pri 600 nm i 650 nm

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

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.

Prema dobivenim rezultatima film s listom konoplje LK pokazuje najvecu nepropusnost za
svjetlost, odnosno najmanju transparentnost §to se moze pripisati sastavu lista konoplje i
njegovim biljnim bojilima kao $to su klorofil te karotenoidi (karoten 1 ksantofil) koji snazno
apsorbiraju svjetlost. Primjena neprozirnih filmova moze sprijeciti oksidacijske promjene u

pakiranoj hrani uzrokovane utjecaju vidljive i ultraljubicaste svjetlosti (Sogut i Seydim, 2018).

4.6. TOPLJIVOST JESTIVIH FILMOVA

Topljivost jestivih filmova u vodi jedno je od vaznih svojstava na koje treba obratiti
pozornost. Topivost u vodi je vazna, jer film treba zastiti namirnicu, no ako je on topiv u vodi,
a namirnica ima visoki sadrzaj vode to moze uzrokovati njegovo otapanje i gubitak zasStitne
funkcije. Veca topljivost u vodi uzrokuje slabiju otpornost na vodu (Atef'i sur., 2014). Rezultati
odredivanja topljivosti filmova K, LK i PK prikazani su na slici 7. Rezultat pokazuje da su film
s kitozanom K i film s kitozanom i listom konoplje LK podjednako topivi u vodi odnosno film
LK je nesto topiviji (K—89,7 % i LK — 92,3 %), a oba filma pokazuju vecéu topivost od filma s
kitozanom i proteinom konoplje PK (76,1 %). Nesto veca topivost filma s kitozanom i listom

konoplje LK moze biti posljedica utjecaja spojeva iz lista konoplje (poput fenola i terpena), jer
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rezultati dobiveni u znanstvenom radu Wanga i suradnika (2013) pokazuju da se topljivost filma

povecava s dodatkom ekstrakta koji sadrzi polifenole.
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Slika 7. Rezultati topljivost (FS, %) uzoraka filmova (K, LK i PK) u vodi

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

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.

Takoder, Jridi i sur. (2014) te Huang i Wang (2023) su pokazali da dodavanje kitozana u
film s proteinom smanjuje topivost. Slabija topivost filma s kitozanom i proteinom konoplje
PK od topivosti filma s kitozanom K moze se objasniti specifi¢nim sastavom proteina konoplje,
u ¢ijem sastavu prevladavaju aminokiseline: glutaminska kiselina, arginin, metionin i cistein
(Sun i sur., 2021). Obzirom da se u sastavu proteina nalazi i metionin koji ima hidrofobnu
tioestersku bo¢nu skupinu, to moze doprinijeti slabijoj topljivosti ovog filma u odnosu na

kitozanski film K.

4.7. RELATIVNA VLAZNOST JESTIVIH FILMOVA

Za potrebe utvrdivanja karakteristika filmova s kitozanom K, kitozanom 1 listom konoplje
LK te kitozanom i proteinom konoplje PK, radena je i analiza relativne vlaZnosti filmova.

Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 5.
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Tablica 5. Relativna vlaznost filmova K, LK i PK

Uzorak Relativna vlaznost (%)
K 22,40 + 0,40?
LK 20,85 + 0,06
PK 20,66 + 0,31°

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

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.

Iz rezultata je vidljivo da nesto vecéu relativnu vlaznost ima film s kitozanom K (22,4
%) dok je relativna vlaznost filmova s listom konoplje LK i proteinom konoplje PK nesto niza
i iznosi 20,85 %, odnosno 20,66 %. Dobiveni rezultati dosta dobro odgovaraju dobivenim
rezultatima topljivosti filmova, gdje je pokazano da su film s kitozanom K i film s listom
konoplje LK topiviji u vodi od filma s proteinom konoplje PK.

Bourbon i sur. (2011) navode da ugradnja bioaktivnih spojeva (poput polifenola) u
kitozanske filmove dovodi do povecanja sadrzaja vlage, $to se moze objasniti porastom broja
nabijenih molekula, koje imaju veéu sposobnost adsorpcije vode. Obzirom da je za film s
kitozanom 1 listom konoplje LK izmjerena niZa relativna vlaZznost od filma s kitozanom K,
moguce je da je dodavanjem praha suhog lista konoplje u film s kitozanom do$lo do promjena
u strukturi zbog kojih je dio vode izgubljen, a relativna vlaznost je nesto niza od oc¢ekivane.

Takoder, prema Bourbonu i sur. (2011) hidrofilnost je direktno povezana s udjelom
vlage, odnosno hidrofilni filmovi imaju visi udio relativne vlaznosti. U skladu s time, za film s
kitozanom i proteinom konoplje izmjerena je najniza vrijednost relativne vlaznosti, §to se moze
povezati sa sastavom proteina konoplje koji sadrzi aminokiselinu metionin koja ima hidrofobnu

tioestersku bo¢nu skupinu.

4.8. PROPUSNOST NA VODENU PARU, KISIK I UGLJICNI DIOKSID

Propusnost jestivih filmova za vodenu paru bi trebala biti Sto niza, jer je jedan od glavnih

ciljeva koristenja jestivog filma kao ambalaznog materijala usporavanje prijenos vlage izmedu
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hrane 1 okoliSa. Interakcije izmedu molekula biopolimera od kojeg je izgraden jestivi film i
molekula vode osnova su za procjenu permeacije vode kroz film, koja se obi¢no deSava kroz
hidrofilni dio filma (Bourbon i sur., 2011). Niza vrijednost WVP znaci bolja barijera filma na
vodenu paru (Atef'i sur., 2015). Takoder, propusnost jestivih filmova za kisik vrlo je vazna za
ocuvanje hrane, buduc¢i da je kisik kljucni ¢imbenik koji moZze izazvati oksidaciju koja pokrece
nekoliko reakcija kvarenja. Polisaharidni filmovi po svojoj prirodi, predstavljaju dobru barijeru
za kisik jer je njihova mreza vodikovih veza ¢vrsto zbijena i rasporedena (Bourbon i sur., 2011).
Polisaharidi 1 proteini su polimeri koji mogu formirati snazne medumolekulske veze Sto
posljedi¢no stvara dobru barijeru za plinove (CO2 i O2) (Andrade i sur., 2012).

Rezultati mjerenja WVP filma s kitozanom K, filma s kitozanom i listom konoplje LK te
filma s kitozanom i proteinom konoplje PK, prikazani su na slici 8. Iz rezultata je vidljivo da
film s kitozanom K ima najmanju vrijednost WVP, film s kitozanom i listom konoplje LK ima
nesto vecu vrijednost, a film s kitozanom i proteinom konoplje najvecu vrijednost propusnosti
za vodenu paru. To znaci da je od ova tri filma, film s kitozanom najbolja barijera za vlagu.
Jridi i sur. (2014) te Huang i Wang (2023) su pokazali da filmovi sa visokim postotkom proteina
zelatine pokazuju 1 viSe vrijednosti WVP u odnosu na filmove s ve¢im udjelom kitozana,
odnosno da dodavanje kitozana u film smanjuje propusnost filma za vodenu paru. Navedeno se
objasnjava prisutnoS¢u hidrofilnih aminokiselina u sastavu Zelatine. Stoga, primjenjujuci
analogiju 1 film s kitozanom 1 proteinom konoplje, zbog sloZenog sastava proteina konoplje 1
prisutnosti hidrofilnih aminokiselina (cistein), ima visu vrijednost WVP u odnosu na film koji

sadrzi samo kitozan.

N w L (¢, »
o
o
@

[EN

WVP (g m?s1PpPal)(x 10-19)

o

K LK
Uzorak filma

Slika 8. Propusnost vodene pare (WVP) uzoraka filmova K, LK i PK
Razliciti eksponenti (a-c) unutar stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05).

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.
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Rezultati mjerenja OTR filma s kitozanom K i filma s kitozanom i listom konoplje LK,
prikazani su na slici 9, a rezultati mjerenja COTR filma s kitozanom K i filma s kitozanom i
listom konoplje LK, prikazani su na slici 10. U oba slu¢aja nije bilo moguée analizirati

propusnost za film s kitozanom i proteinom konoplje PK, jer je taj film pucao i nije se mogao

iskoristi.

5E-10
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&~ 4E-10
[]
a 3,5E-10
S 3E-10
E 2,5E-10
5 2E-10
@ 1,5E-10
O 1E-10
5E-11
0
K LK

Uzorak filma

Slika 9. Propusnost kisika (OTR) uzoraka filmova K i LK

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.
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Slika 10. Propusnost ugljicnog dioksida (COTR) uzoraka filmova K i LK

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.

Obzirom da su rezultati mjerenja OTR 1 COTR za oba filma vrlo niski (reda veli¢ine 10
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10) to zna¢i da su filmovi K i LK gotovo nepropusni za kisik i uglji¢ni dioksid. Navedeno je u
skladu s Bourbonom i sur. (2011) koji navode da polisaharidni filmovi po svojoj prirodi,
predstavljaju dobru barijeru za kisik jer je njihova mreza vodikovih veza ¢vrsto zbijena i
rasporedena.

Visa vrijednost OTR znaci vecu propusnost za kisik, a visa vrijednost COTR znaci vecu
propusnost za uglji¢ni dioksid. Rezultati mjerenja pokazuju da je film s kitozanom K ima vise
od dvostruko vecu vrijednost OTR i vrijednost COTR, §to znaci i ve¢u propusnost za kisik,
odnosno vec¢u propusnost za uglji¢ni dioksid, u odnosu na film s kitozanom i listom konoplje
LK.

Obzirom da neki autori navode da antioksidansi kao $to su feruli¢na kiselina i ekstrakt
propolisa dovode do smanjenja propusnosti kitozanskih filmova na kisik zbog interakcije
izmedu aktivne komponente i polimera (Aljawish i sur., 2016; Siripatrawan i Vitchayakitti,
2016), moguce je da bioaktivne tvari u listu konoplje, medu kojima su i neki antioksidansi,
dovode do uo¢enog smanjenja OTR i COTR kod filma s kitozanom i listom konoplje LK u
odnosu na film s kitozanom K.

Prilikom provodenja ANOVA testa na rezultate propusnosti za kisik (OTR) i propusnosti
za uglji¢ni dioksid (COTR), test je pokazao da su vrijednost srednjeg kvadrata pogreske te
varijance parametara jednake nuli, stoga nije bilo moguce usporediti odstupanja. 1z navedenog
se moze zakljuciti da model savrSeno odgovara podacima, odnosno da nije utvrdena statisticka

pogreska.
4.9. MEHANICKA SVOJSTAVA JESTIVIH FILMOVA

Mehanicka svojstva jestivih filmova vaZna su karakteristika koja odreduje njihovu
otpornost i sposobnost ¢uvanja proizvoda. Promatran je uéinak dodavanja usitnjenog lista
konoplje, odnosno proteina konoplje na mehanicka svojstva kitozanskog filma te su u tu svrhu
za film s kitozanom K, film s kitozanom i listom konoplje LK te film s kitozanom i proteinom
konoplje odredena tri parametra: vlacna ¢vrstoca (TS) koja oznacava maksimalnu silu koja se
moze primijeniti na povrsinu filma, postotak produljenja prije pucanja (E) te Youngov modul

(YM). Rezultati su prikazani u tablici 6.
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Tablica 6. Vlacna ¢vrstocéa (TS), postotak produljenja prije pucanja (E) i Youngov modul (Y M)
uzoraka filmova K, LK i PK

Uzorak filma TS (MPa) E (%) YM (MPa)
K 23,656+11,124*  92,10+44,99%  27,073+6,6312
LK 12,282+1,747%  73,61£10,93%  16,698+0,248°
PK 13,974+1,105%  98,98+17,41*  14,297+1,563°

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

K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.

Prema dobivenim rezultatima, najveéu vlaénu ¢&vrstoéu (TS) pokazao je film s
kitozanom K (23,656 MPa), no istovremeno taj film pokazao je i najmanju elasti¢nost. U skladu
s time, i vrijednost Youngovog modula (YM) je znatno vecéa kod filma s kitozanom K, nego
kod druga dva ispitivana filma. Navedeno se u velikoj mjeri poklapa s nalazima Huanga i
Wanga (2023) koji su pokazali da film samo s kitozanom pokazuje gotovo dvostruko vecu
vrijednost vlacne ¢vrstoc¢e (TS) u odnosu na film koji sadrzi samo protein zelatinu, §to se po
analogiji moze primijeniti i na rezultate u ovom istrazivanju. Takoder, Bourbon i sur. (2011) su
pokazali da dodatak bioaktivnih tvari u kitozanski film smanjuje vla¢nu ¢vrstocu te povecava
elasticnost. Navedeno objasnjava i1 najnizu izmjerenu vrijednost vlacne ¢vrstoce za film LK s
kitozanom 1 listom konoplje, vjerojatno radi sadrzaja bioaktivnih spojeva poput terpena i
polifenola.

Na slici 11 prikazane su krivulje pucanja najreprezentativnijih uzoraka filma K, LK i
PK iz kojih je vidljivo da filmovi pucaju u trenutku postizanja Fmax $to je upravo karakteristi¢no
za biomaterijale, a upucuje i na ravnomjernu raspodjelu Cestica dodanih spojeva iz lista

konoplje, odnosno proteina konoplje u strukturi kitozanskih filmova.

Vrijeme (5)

Slika 11. Krivulje pucanja filmova pri postizanju Fmax za uzorke K (crna linija), LK
(plava linija) i PK (crvena linija)
K — kitozan; LK — list konoplje; PK — protein konoplje.
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Najvecu vrijednost postotka produljenja prije pucanja (E) pokazao je film s kitozanom i
proteinom konoplje PK (98,983 %) §to se moze potkrijepiti nalazima Nowzari i sur. (2013) koji
navode da filmovi s kitozanom i Zelatinom pokazuju pobolj$ana mehanicka svojstva u odnosu

na filmove izradene od pojedinacnih komponenti.

4.10. MIKROSKOPSKI PREGLED FILMOVA

Mikroskopski pregled jestivih filmova s kitozanom K, s kitozanom i listom konoplje LK
te kitozanom i proteinom konoplje PK prikazan je na slici 12. Vidljivo je da su filmovi K i PK
prozirniji i Zu¢kasto obojeni, dok je film LK viSe zelenkasto obojen i manje proziran te su u

njemu vidljivi intenzivnije zeleno obojeni dijelovi, vjerojatno nakupine kloroplasta.

Pk 100X

Slika 12. Mikroskopski pregleda filmova s kitozanom (K), kitozanom i listom konoplje (LK)
te kitozanom i proteinom konoplje (PK) (vlastita fotografija)

Mikroskopski vidljivo obojenje i prozirnosti filmova odgovaraju rezultatima dobivenim

analizom obojenosti filmova i analizom apsorbancije.
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5. ZAKLJUCCI

1.

10.

11.

Izmjereni pH svih filmogenih otopina pokazuje da su otopine kisele, $to je posljedica
njihove pripreme s octenom kiselinom. Filmogena otopina PK je najkiselija zbog
prisutnih aminokiselina iz proteina konoplje.

Dodavanje lista konoplje 1 proteina konoplje utjeCe na viskoznost te su filmogene
otopine LK i PK znacajno manje viskozne od filmogene otopine K, a takoder pokazuju
I manju obrtnu silu.

Prisutnost lista konoplje i proteina konoplje u sastavu filma, poveéava njegovu debljinu
te one iznose 87,0 um (LK) odnosno 110,3 pm (PK) u odnosu na 73,0 um (K).

Film s listom konoplje LK je tamniji (niza vrijednost parametra L*) u odnosu na filmove
s kitozanom K te kitozanom i proteinom konoplje PK. Sva tri filma su zeleno-Zute boje
(negativna vrijednost parametra a* i pozitivna vrijednost parametra b*), a film LK
pokazuje najvecu vrijednost Zutog parametra b*.

Propusnost filma za svjetlost ovisi 0 sastojcima koji su dodani u kitozanski film.
Dodatak lista konoplje znac¢ajno smanjuje propusnost za svjetlost (nize Ogoo | Os50), dOk
je dodatak proteina konoplje nesto povecao propusnost za svjetlost (vise vrijednosti O).
Topljivost filma s kitozanom K (89,7 %) i filma s listom konoplje LK (92,3 %) je vrlo
visoka te sli¢na. Topljivost filma s proteinom konoplje (76,2 %) je niZa §to se moze
objasniti sloZenim sastavom proteina konoplje koji sadrzi 1 hidrofobne aminokiseline
(metionin) sto moze smanyjiti topljivosti.

Najvecu izmjerenu relativnu vlaZznost pokazao je film s kitozanom.

Dodatak lista konoplje, odnosno proteina konoplje u kitozanski film povecava
propusnost za vodenu paru, stoga je film s kitozanom najbolja barijera za gubitak vode.
Dodatak lista konoplje u kitozanski film dodatno je smanjio ve¢ vrlo nisku propusnost
samog kitozanskog filma za kisik te uglji¢ni dioksid.

Film s kitozanom pokazao je najvecu vlacnu ¢vrstocu, ali ne i najvecu elasti¢nost, dok
su filmovi s listom konoplje i proteinom konoplje pokazali gotovo dvostruko manju
kitozanom, dok je film s listom konoplje najmanje elastican.

Mikroskopski pregled pokazao je da su filmovi s kitozanom i proteinom konoplje
prozirniji 1 zu¢kasto obojeni, dok je film s listom konoplje viSe zelenkasto obojen i

manje proziran.
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