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1. UvOD

Pakiranje hrane, vazna disciplina u podru¢ju prehrambene tehnologije, odnosi se na
oCuvanje i zaStitu svih vrsta hrane i njihovih sirovina od kvarenja. Petrokemijska plastika kao
Sto su poliolefini, poliesteri, poliamidi itd. sve se viSe koristi kao ambalazni materijal zbog lake
dostupnosti u velikim koli¢inama, niskih troskova i povoljnih funkcionalnih karakteristika kao
Sto su dobra savojna zilavost i ¢vrstoca, dobra barijerna svojstva na Oz i Spojeve arome i
toplinska brtvljivost. Propusnost na vodenu paru im je niska, i S$to je najvaznije, nisu
biorazgradivi, zbog ¢ega uzrokuju oneciS¢enje okoliSa, Sto predstavlja ozbiljne ekoloske
probleme. Stoga se njihova uporaba u bilo kojem obliku mora ograniciti ili mozda ¢ak i
postupno napustiti kako bi se izbjegli problemi vezani uz odlaganje otpada (Tharanathan i
Saroja, 2001). U posljednje vrijeme dolazi do promjene paradigme koju namece rastuca
ekoloska svijest kako bi se pronasle alternative bolje za okolis. U odredenom smislu,
biorazgradivost nije samo funkcionalni zahtjev, ve¢ 1 vazan ekoloski atribut. Dakle, koncept
biorazgradivosti ima i korisnic¢ki i ekoloski prihvatljive atribute. Sirovine su u osnovi izvedene
iz poljoprivrednih sirovina koje se mogu obnoviti ili otpadaka iz morske i/ili prehrambene
industrije. Time se kapitalizira iskoriStavanje prirodnih resursa u ekoloski prihvatljivoj i
sigurnoj atmosferi. Dodatna prednost biorazgradivih ambalaznih materijala je u tome Sto kod
biorazgradnje i kompostiranja mogu djelovati kao gnojivo i regeneratori tla te tako utjecati na
bolji prinos usjeva. Hrana, bilo u preradenom obliku ili u obliku sirovine, ovisno o aktivitetu
vode 1 temperaturi skladiStenja, vrlo je kvarljiva. Stoga je potrebna precizna tehnoloska
intervencija kako bi se produljio njen rok trajanja. Kvalitetno ¢uvanje hrane ozbiljan je problem
u dana$njim tehnoloSkim procesima prerade hrane. Gubici nakon Zetve poljoprivrednih
proizvoda, na primjer, vocéa i povrca, znacajni su i to u rasponu od 15 do 20 %. Ti gubici
uglavnom su posljedica neprimjerenog rukovanja i nepozeljnih tehnoloskih praksi nakon Zetve.
Transport od proizvodnog centra do udaljenih prodajnih mjesta prouzrokuje dodatne gubitke
uslijed kvarenja. Dostupnost svijezih poljoprivrednih proizvoda s poboljSanim rokom trajanja,
boljim okusom/aromom i teksturnim karakteristikama te veCom nutritivnom vrijednoSéu
potreba je danasnjice. Cilj ovog rada bio je istraziti promijene karakteristika jestivog filma od
kitozana nakon dodavanja vitamina C. Primjenom raznih metoda istrazivanja poput mjerenja
debljine filma, mjerenja propusnosti vodene pare i kisika kroz film, odredivanja boje 1
transparentnosti filma, mjerenja topljivosti i bubrenja filma, mjerenja pH vrijednosti filmogenih
otopina te primjenom diferencijalne pretrazne kalorimetrije odredene su promjene do kojih

dolazi nakon dodavanja vitamina C.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JESTIVA AMBALAZA

Ambalaza za pakiranje hrane ima vaznu ulogu u proizvodnom lancu te je bitan dio
posljednjeg procesa. Jestivi filmovi i premazi jedna su od rastucih strategija u optimizaciji
kvalitete hrane, a njihova korist mjeri se sposobnos¢u produljenja roka trajanja proizvoda,
ocuvanjem kvalitete proizvoda te doprinosom ekonomskoj efikasnosti materijala za pakiranje
(Arsimendi i sur., 2013). Dodatno, potrosaci zahtijevaju proizvode visoke kvalitete koji sadrze
iskljucivo prirodne sastojke. Zbog toga su stvoreni novi materijali za ambalazu iz prirodnih
izvora. Medutim, takvi materijali poznati su u primjeni samo s odredenim vrstama hrane, tj.
nisu univerzalni, §to predstavlja izazov pri razvoju specifi¢nih filmova za sve vrste hrane.
Karakteristike koje jestiva ambalaza mora zadovoljiti primarno ovise o prehrambenom
proizvodu na kojem ¢e se primjenjivati. Kako svaki proizvod ima odredena kemijska i fizikalna
svojstva, pa 1 specifi¢an proizvodni proces (npr. nacin berbe, transporta i skladiStenja kod voca
i povréa) jestiva ambalaza osigurava barijeru za plinove (poput kisika, ugljikovog dioksida,
etilena i dr.), lipide, vodu (vodenu paru), sastojke arome iz okruzenja te razne patogene ali i
mehanicku zastitu (faktore stresa) (Barbosa-Pereira i sur., 2014; Janjarasskul i sur., 2014). Te
karakteristike treba prilagoditi primjenom razli¢itih materijala (topljivost u vodenom ili uljnom
mediju) i aditiva (plastifikatori, arome, antimikotne tvari, antioksidansi, probiotici i prebiotici)
koji se dodaju u filmove i premaze radi pobolj$anja mehanickih, senzorskih i zastitnih svojstava
(Gali¢, 2009). Razlikujemo dvije vrste jestive ambalaZe: jestivi premazi i jestivi filmovi. Glavna
razlika izmedu jestivog premaza i filma je u nacinu nanoSenja na proizvod. Jestivi premaz
nastaje izravnim nanoSenjem otopine na proizvod postupkom uranjanja, prskanja ili
premazivanja, te se zatim susi pri ¢emu nastaje tanki sloj premaza na povrsini proizvoda. Pod
pojmom jestivi film podrazumijevamo suhi film koji nastaje suSenjem otopine na supstratu.
Nakon su$enja se film odvaja od supstrata i nanosi na proizvod kojeg zelimo zastititi (Otoni i
sur., 2017). Jestivi filmovi i premazi mogu u potpunosti prekriti proizvod, ali mogu se Koristiti
i kao slojevi izmedu komponenata hrane (Garcia i sur., 2016.). Glavna uloga jestivih filmova
je povecati prirodnu barijeru voc¢a 1 povréa dok u isto vrijeme moraju biti sigurni za ljudsku
konzumaciju i ekoloski prihvatljivi (Ali i sur., 2010). Medutim koriste se i u pakiranju drugih

vrsta proizvoda poput ribe, sira, kobasica itd.

2.1.1. Materijali za izradu jestive ambalaze
Jestiva se ambalaza proizvodi od jestivih komponenti koje moraju biti odobrene za ljudsku

konzumaciju od strane sluzbenih institucija za sigurnost hrane i materijala u dodiru s hranom.



U Europskoj uniji tu funkciju obavlja Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European
Food Safety Authority, EFSA), a u Sjedinjenim Americkim Drzavama Agencija za hranu i
lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA). Postoji velika raznolikost materijala koji
se koriste u proizvodnji jestive ambalaze iz Cega proizlaze i razliCita ponaSanja pri formiranju
istih. Proteini 1 polisaharidi formiraju filmove dobrih mehanickih svojstava ali loSe barijere za
vlagu zbog svoje hidrofilne prirode. Funkcionalna svojstva lipida ovise o njihovoj kemijskoj
strukturi (Rhim i Shellhammer, 2005) i njihovoj polarnosti, Sto dalje ovisi o distribuciji
kemijskih grupa, duljine alifatskih lanaca, te stupnju saturacije. Zasi¢ene masne kiseline su vrlo
efikasne u kontroli prolaska vlage zbog niske polarnosti u usporedbi s nezasi¢enim masnim
kiselinama (Morillon i sur., 2002). Kako bi se neka svojstva (mehanicka, prozirnost, barijerna
svojstva te propusnost na vodenu paru) ovih materijala poboljSala proizvode se razliciti
kompoziti. Temeljeno prema materijalu od kojega je jestivi film izgraden (Skurtys i sur., 2010),
jestivi filmovi se dijele na:

* Hidrokoloide koje stvaraju proteini i polisaharidji;

* Lipide;

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

2.1.1.1. Hidrokoloidi

Hidrokoloidni materijali koristeni u proizvodnji jestivih filmova definirani su kao hidrofilni
polimeri biljnog, zivotinjskog, mikrobnog ili sintetskog podrijetla (Dhanapal i sur., 2012).
Njihova zajednicka karakteristika je velik broj hidroksilnih skupina Sto im daje povecanu
sposobnost vezanja vode, a mogu imati i ionsku i/ili ionizabilnu grupu (npr. alginat, karagenan,
karboksimetilceluloza, pektin, ksantan guma i kitozan) (Skurtys i sur., 2010). U prisutnosti vode
hidrokoloidi su dispergirani pri ¢emu nastaje sloZeni sustav koloidnih svojstava, tj. sustav koji
nije ni prava otopina, ali nije ni suspenzija, ve¢ nesto izmedu (Milani i Maleki, 2012). Filmovi
I premazi nacinjeni od hidrokoloida topljivih u vodi, poput polisaharida i nekih proteina imaju
dobra barijerna svojstva prema lipidima, te nizu propusnost za plinove, medutim zastita od
vlage je ogranic¢ena (Guilbert i sur., 1996). Zbog svoje jedinstvene strukture, proteinski filmovi
pokazuju bolja svojstva od polisaharidnih i lipidnih filmova, medutim barijerno svojstvo prema
vlazi je ograni¢eno. Kako bi se taj nedostatak izbjegao svojstva proteina se poboljSavaju
kemijskim, fizikalnim i enzimskim procesima, te kombiniranjem s hidrofobnijim materijalima
(Bourtoom, 2009). Polisaharidni jestivi filmovi i premazi nastaju interakcijama specificnih
dijelova dugackih ugljikohidratnih lanaca tijekom otapanja u otapalu, te nastajanjem novih

hidrofilnih veza uslijed isparavanja otapala. Zbog svojih odli¢nih barijernih svojstva prema



kisiku i lipidima, te zbog dobrih mehanickih svojstava sve ¢esce se koriste kao glavni materijal
pri izradi jestivih filmova (Gali¢, 2009). Iako zbog svoje hidrofilnosti imaju slabiju otpornost
na vodenu paru, svejedno mogu pridonijeti smanjenom gubitku vlage iz proizvoda (Kester i
Fennema, 1986).

2.1.1.2. Voskovi, lipidi i derivati

Od svih jestivih filmova, zbog svojih strukturnih svojstva, filmovi od voskova imaju
najbolju barijernu zastitu od vlage. Pcelinji vosak pokazao je 25 puta manju permeaciju vode
kroz film u odnosu s uljnim i ¢ak 100-200 puta manju u odnosu na hidrokoloidne filmove
(Gali¢, 2009). Medutim, kako niti jedan materijal nije savrSen sam po sebi, tako i vostani
filmovi pokazuju nepozeljna svojstva poput uzeglosti i masnije povrsSine proizvoda. Jo§ neke
poteskoce vezano uz ovakve vrste filmova su neunificirana povrsina filma (razlic¢ita debljina,
pukotine), te loSa organolepticka svojstva (npr. vosStani okus). Neki od tih nedostataka mogu se

umanjiti naprasivanjem proizvoda Skrobom prije nanoSenja filma ili premaza (Gali¢, 2009).

2.1.1.3. Slozeni sustavi (kompoziti)

Uloga slozenih sustava je uklanjanje nepozeljnih pojava i negativnih svojstva materijala
kombinacijom dvokomponentnih ili viSekomponentnih filmova, na nacin da svaka komponenta
doprinosi novim svojstvima i kvaliteti novonastalog filma. Neke od kombinacija materijala su
Skrob i alginati, guma i Skrob, pektin i Zelatina, dekstrin i polisaharidne Zelatine. Npr. kako bi
se poboljsala mehani¢ka i organolepticka svojstva lipidnih filmova hidrofobne strukture
kombiniraju se s polarnim polimerima. Takav novonastali film ima zastitnu barijeru prema vodi

(lipidna komponenta) i ¢vrs¢u strukturu (polarna komponenta) (Gali¢, 2009).

2.1.1.4. Aditivi

Kako bi se poboljsala zaStitna, nutritivna i organolepti¢ka svojstva u proizvodnji filmova se
koriste razni aditivi. Dodavanjem bojila, zasladivaca, kiselina i soli podize se kvaliteta
senzorskih svojstva, te se uklanjaju nepoZeljni i neugodni mirisi. ZaStitna svojstva filmova
poboljsavaju se dodatkom antimikrobnih tvari poput organiskih kiselina, sorbinske kiseline i
tokoferola. Primjerice koriStenjem limunske kiseline 1 otopinom natrijevog klorida moze se
sprijeciti mikrobno kvarenje mesa (Gali¢, 2009). Za poboljsanje nutritivne vrijednosti hrane u

filmove se dodaju odredeni nutritivni aditivi (nutraceutici).

2.1.1.5. Plastifikatori
Plastifikatori se dodaju u filmove kako bi se smanjila njihova krhkost, te povecala

fleksibilnost, zilavost i otpornost na pucanje tijekom rukovanja i skladistenja (Gali¢, 2009).



Zbog jednolike raspodjele plastifikatora unutar strukture polimera od kojega je nacinjen film,

u prehrambenoj industriji su:
* mono-, di- 1 oligo- saharidi (glukoza ili fruktozno-glukozni sirup, med);
« polioli (sorbitol, glicerol, gliceril derivati i polietilen glikol);
« lipidi i derivati lipida (masne kiseline, monogliceridi, derivati estera, fosfolipidi);
* voda.

Dodaju se ovisno o ¢vrstoci polimera, u koli¢ini od 10 do 60 % mase hidrokoloida (Skurtys i

sur., 2010), a njihova ucinkovitost se odreduje iskustvom (Gali¢, 2009).

2.2. IZRADA FILMOVA

U sustavu hrana-jestivi film prisutne su dvije vrste sila: sile kohezije (djeluju medu
molekulama od kojega je sa¢injen film) i sile adhezije (djeluju izmedu filma i supstrata, tj.
hrane). Svojstva filma (gustoa, kompaktnost, poroznost, permeabilnost, fleksibilnost i
zilavost) odreduje stupanj kohezije medu molekulama polimera. Prilikom izrade filmova,
najéeSce se preporuca upotreba ugrijane otopine filma, ali vrlo je bitno voditi racuna kako
temperatura ne bi bila previsoka zbog povecane moguénosti nastanka ne kohezivnog filma,
ljustenja te filma rupicaste strukture. Cvrstoéa filma raste proporcionalno debljini filma do
odredene vrijednosti, no nakon S§to se ta vrijednost dosegne, Cvrsotca filma ostaje ne
promijenjena (Gali¢, 2009). Postoji nekoliko medusobno razli€itih procesa izrade filmova koji
rezultiraju razli¢itim svojstvima filmova, ali 1 vrsta filma odreduje najpovoljniji proces izrade:
ekstruzija, lijevanje otopine jestivog filma, premazivanje, uranjanje i prskanje (Pamukovic,
2017; Garcia i sur., 2016; Novak, 2015; Donhowe i Fennema, 1994).

2.2.1. Ekstruzija

Ekstruzija je kontinuirani, ucinkovit i ekonomski prihvatljiv proces, pogodan za
proizvodnju vecih koli¢ina jestivih filmova (Garcia i sur., 2016). Postupak se temelji na
termoplasti¢nim svojstvima polimera. U polimer se dodaju plastifikatori, punila, stabilizatori,
maziva i drugi aditivi kako bi dobili proizvod sa Zeljenim svojstvima. Sastojci se pomocu
jednog ili dva vijka postavljenih u cijevi guraju u kudiste ekstrudera. Uslijed rotacije vijaka
dolazi do postupnog povecanja tlaka i temperature te tako dolazi do sabijanja i mijeSanja
sastojaka. Prilikom izlaska proizvoda dolazi do ekspanzije. U ovom je postupku vazno

kontrolirati klju¢ne parametre poput brzine uvlacenja, brzine vrtnje, konfiguracije vijka, omjera



duljine i promjera vijka, temperature, oblika cijevi, itd. Filmovi proizvedeni postupkom
ekstruzije pokazuju bolja mehanicka, barijerna i mikrostrukturalna svojstva u odnosu na

filmove dobiveni lijevanjem (Hernandez-1zquierdo i sur., 2008).

2.2.2. Lijevanje otopine jestivog filma

Lijevanje je najc¢es¢i postupak proizvodnje hidrokoloidnih filmova. Postupak se temelji na
lijevanju otopine filma na prikladnu podlogu te se zatim suSe u konvekcijskoj peénici na
odredenoj temperaturi kroz odredeno vrijeme. SuSenjem otapalo isparava te se dobiva film u
krutom obliku. PoZeljno je susiti film do udjela vlage 5-10 %. U ovom postupku vazno je
odabrati prikladni supstrat kako bi se film nakon susenja mogao odvojiti od podloge bez
ostecenja. Konacan izgled i svojstva filma ne ovise samo o uvjetima susenja (relativna
temperatura i vlaznost zraka) veé ovise i o sastavu otopine za lijevanje te debljini mokrog

lijevanja.

2.2.3. Premazivanje

Premazivanje je postupak rucnog nanoSenja otopine filma pomocu cetke na Zeljeni
proizvod. Film nastaje skruéivanjem na sobnoj temperaturi ili suSenjem na povisenoj
temperaturi. Premazivanje se pokazalo boljim od postupka uranjanja ili omatanja u smislu

smanjenja gubitka vlage u proizvodu koji se Zeli zastititi (Pamukovi¢, 2017).

2.2.4. Uranjanje

Uranjanje je postupak u kojem jestivi film nastaje potapanjem proizvoda u jestivu otopinu
te naknadnim cijedenjem. Postupak potapanja traje 5-30 sekundi, a obi¢no se primjenjuje za
namirnice nepravilnog oblika i kada je otopina filma vrlo viskozna. Kod ovakvog nacina
nanoSenja filma debljina 1 pokrivenost filmom mogu biti manje jednoli¢ni nego kod ostalih

postupaka (Pamukovi¢, 2017).

2.2.5. Prskanje

Prskanje ili rasprSivanje je najceSca tehnika koja se koristi za oblikovanje jestivog premaza
(Skurtys 1 sur., 2010). Definira se kao postupak jednolikog nanoSenja otopine filma sustavom
rasprsivanja na proizvod velike povrsine. Ovaj postupak nije pogodan za viskozne otopine jer
se one tesko ili uopce ne rasprsuju. Sprej izlazi iz mlaznice kao dvodimenzionalni list teku¢ine
koji se razbija u seriju cilindri¢nih vrpci (Novak, 2015) te tako nastaje tanki sloj filma s
minimalnom koli¢inom vode na proizvodu. Ova tehnika zahtjeva okretanje proizvoda kako bi

se film nanio sa svih strana proizvoda.



2.3. JESTIVI FILMOVI

Jestivi zastitni filmovi mogu se definirati kao tanki sloj materijala koji potrosa¢ moze
konzumirati, a koji osigurava barijeru prema plinovima i vodenoj pari (Gali¢, 2009; Robertson,
2006).

Osim §to imaju zastitnu ulogu, jestivi filmovi mogu poboljsati kvalitetu hrane, te njenu
trajnost i funkcionalnost. Upotrebljavaju se kao sloj izmedu razli¢itih komponenti hrane
ukoliko se radi o heterogenoj hrani ili se proizvod u potpunosti moze prekriti filmom.
Suvremeni zastitni filmovi trebaju zadovoljiti neke osnovne uvjete poput: (i) odgovarajuca
barijerna svojstva (vlaga, plinovi, itd.); (ii) dobra mehanicka svojstva; te (iii) dobra
organolepti¢ka svojstva (Gali¢, 2009). Tijekom prerade i skladistenja film je sklon raznim
oSte¢enjima. Stoga je vazno osigurati da film zadrzi Zeljena svojstva. Kako bi se to osiguralo,
filmovi se mogu poboljsati raznim aditivima poput plastifikatora (omeksavala), tvari arome,
antimikotnih tvari ili antioksidansa. Pozeljno je da oni u medusobnim interakcijama ne
naruSavaju organolepti¢ka svojstva samog proizvoda, a budu¢i se uglavnom koriste u malim
koncentracijama, smatra se da je taj utjecaj najées¢e zanemariv (Zhao i McDaniel, 2005).
Medutim, dodatkom aditiva u jestive filmove znafajno se mogu poboljsati ne samo
organolepti¢ka svojstva hrane, ve¢ se ¢ak mogu ukloniti neugodni mirisi kod nekih jestivih
filmova (Gali¢, 2009). Ipak treba paziti da se njihovom primjenom ne smije maskirati neugodan
miris hrane uzrokovan mikrobnim kvarenjem kako se ne bi zavaralo potroSaca odnosno dovelo

u pitanje zdravstvena ispravnost takvog proizvoda.

Primjena jestivih filmova uglavnom je ograni¢ena na prehrambene proizvode s niskim ili
srednjim udjelom vlage, kao 1 na smrznute proizvode (Gali¢, 2009). Proizvode pakirane u
jestivu ambalazu je potrebno zastititi dodatnim materijalom/pakiranjem kako bi se ocuvala
svojstva zaStitnog filma i kvaliteta takvog pakiranja. Jestivi film mora biti odabran prema
specifi¢noj namirnici, vrsti prehrambenog proizvoda i glavnom ¢imbeniku smanjenja kvalitete
proizvoda kako bi se pruzila maksimalna zaStita i produljio rok trajanja same namirnice
(Petersen i sur., 1999).

2.3.1. Kitozan

Hitin, komponenta egzoskeleta kukaca i rakova, ukljucuju¢i rakove i Skampe, sastoji se od
ostataka N-acetilglukozamina spojenih 3-1,4-glikozidnim vezama. To je drugi najzastupljeniji
biopolimer na svijetu nakon celuloze. Strukturno hitin (poli-N-acetilglukozamin) podsje¢a na

celulozu, osim §to je supstituent atoma C-2 acetilirana aminokiselina (-NH-CO-CHz) umjesto



hidroksilne (-OH) skupine. Interes za hitinom leZi u ¢injenici da njegov deacetilirani proizvod
nazvan kitozan pokazuje pozeljne funkcionalne i bioloske osobine, ukljucujuéi antimikrobna i
antioksidativna svojstva (Friedman i Juneja, 2010). Deacetilacija se postize izlaganjem hitina
jakim otopinama NaOH ili enzimu hitinazi. Kitozan (poli-B(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-
glukopiranoza) je linearni kopolimer. Izgraden je od dvije vrste ponavljaju¢ih monomernih
podjedinica N-acetil-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoza (acetilirana podjedinica) i 2-amino-2-
deoksi-D-glukopiranoza (deacetilirana podjedinica) (Carneiro-da-Cunha i sur., 2010) koje su
medusobno povezane B-(1—4) glikozidnim vezama. Za razliku od hitina, kitozan je pogodan
za pripremu jestivih filmova, biorazgradiv i biokompatibilan (Muillemin i sur, 2019). Osim
toga, kitozan pokazuje snazne antimikrobne ucinke protiv razli¢itih patogenih organizama koji
uzrokuju kvarenje (Friedman i Juneja, 2010) ukljucujuci gljive (kvasce i plijesni), Gram
pozitivne i Gram negativne bakterije (van den Broek i sur., 2015; Friedman i Juneja, 2010;
Kong i sur., 2010). Zbog svega navedenoga, kitozan je prepoznat kao potencijalni prirodni

konzervans.

Cini se da glavni mehanizam koji upravlja bakteriostatskim i bakteriocidnim ugincima
kitozana ukljucuje vezanje njegovih pozitivno nabijenih amino (-NH3) skupina na negativno
nabijene karboksilne (—-COO-) skupine smjestene na povrsini bakterijskih stani¢nih membrana
(Rabea i sur., 2003). Takvo elektrokemijsko vezanje moze promijeniti raspodjelu negativnih i
pozitivnih naboja na povrSinama stani¢nih membrana, §to rezultira promjenama u propusnosti

membrane, curenju stani¢nih komponenti, nakon ¢ega slijedi stani¢na smrt (Jeon i sur., 2002).

Osim opisanih antimikrobnih u¢inaka u hrani, kitozan takoder pokazuje brojna terapijska
svojstva (Amidi i sur., 2010; Yin i sur., 2009). To ukljucuje antikancerogena, antikolesterolna,

antihipertenzivna, hemostatska, imunoprotektivna i neuroprotektivna svojstva.

Zapravo, kitozan je zajednicki naziv za sve deacetilirane oblike hitina, koji se medusobno
razlikuju po stupnju deacetilacije i molnoj masi, a gotovo sva funkcionalna svojstva kitozana
ovise upravo o duljini polimernog lanca te o gusto¢i i raspodjeli naboja (Martinac i Filipovi¢-
Gréic, 2002). Na trzistu se moze pronaci u obliku otopine, praska, kuglica ili vlakana, a koristi

se u biomedicini, prehrambenoj i kemijskoj industriji.

Cisti kitozanski filmovi su kohezivni i kompaktni, a povriina im je glatka, bez pora i
pukotina (Skurtys i sur., 2010). Slabo su propusni za plinove (CO2 i O2) i imaju veliku
propusnost vodene pare. Kako bi se poboljsala zastitna svojstva propusnosti vode u kitozanske

filmove se ¢esto dodaju hidrofobne komponente (Bourbon i sur., 2011).



2.4. FUNKCIONALNI JESTIVI FILMOVI

Jestivi filmovi i premaze predstavljaju obecavajucu i inovativnu vrstu pakiranja proizvoda,
primarno hrane, koja moze sluziti kao sredstvo nosaca aktivnih sastojaka poput antioksidansa,
antimikrobnih tvari, bojila, aroma, te nutraceutika. S obzirom na ambivalentno svojstvo jestivih
filmova kao hrane i kao pakiranja, oni moraju zadovoljiti vrlo specifi¢ne potrebe (navedene u
poglavlju 2.2.). Dodatkom aditiva, tj. bioaktivnih tvari efikasnije se postizu potrebe za
ocuvanjem kvalitete, sigurnosti, te senzorskih svojstava hrane (Salgado i sur., 2015). Osim $to
mogu ocuvati, aditivi mogu i poboljsati kvalitetu hrane. S obzirom na vrlo slozenu i raznoliku
strukturu jestivih filmova vrlo je bitno obratiti pozornost na to kako aditivi utje¢u na njihov
integritet. Aditivi poboljSavaju svojstva filmova, medutim samo do jedne razine pri kojoj
pocinju interferirati s fizikalnim i mehanickim svojstvima, te kompromitirati barijerna svojstva

samih filmova (Ramos i sur., 2012).

2.4.1. Ucinak premaza od kitozana i vitamina C na primjeru voéa papaje

Jestivi premaz kitozana moze odrZavati svjezinu vo¢a smanjenjem mikrobnog kvarenja,
omeksavanja i oksidativnog stresa (Ghosh i sur., 2021; Gao i sur., 2013). Kitozanski premaz
takoder usporava gubitak mase, ¢ime su se zadrzale ¢vrstoca kore i nize razine ukupnih topljivih
tvari (engl. total soluble solids, TSS) plodova manga (Limon i sur., 2021). Primjenom kitozana
odgodena je senescencija. To je posljedica inhibicije brzine disanja, poja¢anog antioksidativnog
sustava te povecane aktivnosti antioksidativnih enzima kao Sto su superoksid dismutaza (SOD),
peroksidaza (POD), katalaza (CAT) i askorbat peroksidaza (APX), a dokazano je ukupnim
sadrzajem fenola i flavonoida te smanjenjem akumulacije vodikovog peroksida (H202) i

malondialdehida (MDA) (Zhang i sur., 2019).

Askorbinska kiselina (ASK) ima Siroku primjenu kao redukcijsko sredstvo u prenrambenoj
industriji, uglavnom kako bi se sprijecile nezeljene reakcije kao $to je enzimsko posmedivanje
hrane. ASK ima antioksidativnu aktivnost i sposobnost smanjenja pH vrijednosti vode za
pranje. Odrzava visok sadrzaj fenola, visoku aktivnost antioksidativnih enzima, ukljucujuci
SOD, POD i polifenol oksidazu (PPO), antioksidativni kapacitet (vitamin C, ukupni Seceri i
flavonoidi, ukupni fenoli i antocijani) te nisku stopu kvarenja voca (Saleem i sur., 2021; Zhao
i sur., 2019).

Zhou i sur. (2022) prikazali su nekoliko faktora na koje je primjena kombiniranog filma od
kitozana i vitamina C na vocéu papaje imala pozitivne ishode. Razmotrit ¢emo ih u slijede¢em

dijelu.



2.4.1.1. Gubitak mase

Degradacija i skupljanje tkiva voca nakon zetve moze biti posljedica gubitka mase zbog
gubitka vlage (Ghosh i sur., 2021). U studiji Ghosh i sur. (2021), ASK i CTS (kitozan) zasebno
su smanjili gubitak mase u razliitim omjerima, a u kombinaciji odrzali na niskoj razini.
Tretiranjem povrsine ploda kitozanom nastaje jestivi premaz koji sluzi kao barijera za plinove
(sprec¢ava razmjenu kisika i ugljiénog dioksida) i usporava stopu disanja (Qiu i sur., 2013).
Prema Ghosh i sur. (2021) primjenom jestivih premaza voée se moze zastititi od gubitka vlage.
Sli¢no tome, kriSke korijena biljke lotusa tretirane s ASK imale su smanjen gubitak mase (Ali
sur., 2020). U studiji Ali i sur. (2020), primjena ASK s CTS bila je u¢inkovita u smanjenju
gubitka mase papaje. Kombinacijom ASK i CTS inhibiran je gubitak vode i odgodeno
sazrijevanje i senescencija plodova papaje.

2.4.1.2. Bojaiizgled

Najvaznije karakteristike voéa su boja i izgled jer su to prve stvari na koje se kupci
fokusiraju, a imaju mo¢ utjecati na njihov odabir pri kupnji (Ali i sur., 2011). Stupanj zrenja i
smede boje u plodovima moze se procijeniti pomocu L*, a * i b* koordinata prema. CIELAB
sustavu broj¢anog vrednovanja boje (Lama i sur., 2020; Ali i sur., 2011). Primjenom ASK, CTS
i ASK/CTS =zabiljezene su smanjene vrijednosti L*, a* i b*. To upuéuje na odgodenu

senescenciju i tamnjenje ploda. Kombinacijom ASK i CTS izmjeren je nizi indeks smede boje.

2.4.1.3. Zrenje voca

Kombinacijom ASK i CTS-a smanjen je sadrzaj TSS-a tijekom razdoblja skladiStenja.
Smanjenje TSS-a moze biti povezano s brzinom disanja i potro$njom Secera tijekom ovog
procesa (Moreira i sur., 2006). Jedan od osnovnih markera za zrenje vocéa je sadrzaj Secera. |
prije 1 nakon zrenja nereducirajuci Seceri, uglavnom disaharidi, pretvaraju se u jednostavne
Secere, od kojih je veéina reducirajucih Se¢era (Kou i Wu, 2018). Medutim, pokazalo se da
premazi usporavaju disanje 1 metabolizam, §to zauzvrat usporava zrenje i snizava stope pri
kojima se nereducirajuci Seceri pretvaraju u reducirajuce Secere. Voce papaje premazano CTS
I ASK s CTS imalo je nizi sadrzaj reducirajucih Secera i ve¢i sadrzaj topljivih Secera.
2.4.1.4. Oksidativna oStecenja

Jedna od poznatih reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) odgovornih za oksidativna oStecenja u
plodovima je H202, koji nastaje zbog uvjeta skladistenja nakon berbe. Nastanak ROS-a u vo¢u
pokrece antioksidativni sustav koji pomaze u smanjenju oksidativnih oste¢enja (Ghosh i sur.,
2021; Ali i sur., 2012). Primjena ASK s CTS smanjila je nakupljanje H2O2 i oksidativna

oStecenja, Sto je produljilo rok trajanja tretiranih plodova papaje i poboljSalo njihovu kvalitetu.
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CTS premaz funkcionira kao polupropusna barijera koja ograni¢ava prijenos kisika u tkiva
voca, §to smanjuje peroksidaciju lipida i smanjuje oksidativna oste¢enja (Nguyen i sur., 2020).
ASK sluzi kao antioksidans i smanjuje oksidativni stres u svjezem povréu tretiranom s ASK

(Ali i sur., 2020).

Atmosferski uvjeti (relativna vlaznost zraka, temperatura, omjeri plinova, itd.) nakon berbe
dovode do pojave oksidativnog stresa, §to pokrece stvaranje ROS-a i rezultira oksidativnim
oste¢enjem tkiva voca (Ali i sur., 2021). Antioksidativni enzimi (SOD, POD, CAT i APX) i
antioksidansi (ASK, ukupni fenolni i karotenoid) aktiviraju se u biljnim tkivima kao dio
obrambenog sustava za ¢iS¢enje ROS-a (Soares i sur., 2021; Imahori i sur., 2016). U studiji
Zhou i sur. (2022) rezultati su pokazali da su plodovi tretirani ASK s CTS imali visoke razine
ukupnih fenolnih tvari i visoku potro$nju askorbinske kiseline, $to je rezultiralo visokom
antioksidacijskom aktivno$¢u. Oni su bili u skladu s prethodnim istrazivanjima (Ali i sur., 2020;

Linisur., 2020).

2.4.1.5. Omeksavanje voca

Na kvalitetu vo¢a nakon berbe zna¢ajno utjece ¢vrstoca voca, a kljucna je karakteristika.
Omeksavanje vocéa prvenstveno je uzrokovano otapanjem pektina, gubitkom galaktoze i
arabinoze te depolimerizacijom ksiloglukana tijekom zrenja i nakon berbe (Brummell, 2006).
Razgradnja polisaharida stani¢ne stijenke uzrok je povecane aktivnosti enzima koji razgraduju
stani¢nu stijenku kao §to su PG (poligalakturonaza), PME (pektin metil esteraza) i B-GAL (B-
galaktozidaza). Navedeni enzimi smanjuju ¢vrstocu i kohezivnost ploda promijenom strukture
stani¢ne stijenke (Zhao i sur., 2019; Yang i sur., 2018). Kombinacija ASK i CTS odrzava
¢vrstocu voca reguliranjem enzima koji razgraduju stani¢ne stijenke. Kobinacijom ASK s CTS
smanjena je aktivnost i genetska ekspresija PG, PME i B-GAL u razli¢itim stupnjevima u ranim
1 kasnim fazama skladiStenja. Kada se premazi nanose na povrSinu ploda, stvaraju barijeru koja
smanjuje protok kisika i1 usporava aktivnost enzima koji razgraduju stani¢nu stijenku, ¢ime se

poboljsava integritet membrane (Lin i sur., 2018).

2.5. SVOJSTVA JESTIVIH FILMOVA

Ucinkovitost i funkcionalnost jestivih filmova u direktnoj su ovisnosti s njegovim fizikalno-
kemijskim, mehanickim, opti¢kim i barijernim svojstvima. Karakteristike jestivih filmova
povezane su s mehanickim svojstvima filma: obi¢no su krhkiji i zahtijevaju viSe paznje pri

rukovanju u usporedbi s plasticnim filmovima. Jo$ jedna od karakteristika je njihova visoka
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osjetljivost na vlagu i temperaturu te se stoga posebna pozornost mora posvetiti kontroli

temperature i relativne vlaznosti (Guillard i sur., 2016).

2.5.1. Fizikalno-kemijska svojstva
2.5.1.1. Debljina jestivih filmova

Rok trajanja proizvoda na kojega se nanosi jestivi film direktno ovisi o debljini filma.
Debljina jestivog filma kontrolira se volumenom otopine i koncentracijom suhe tvari (Liu,
2005), ali ovisi i o viskoznosti otopine i tehnici koja se koristi. Za odredivanje debljine filma
postoje dvije metode, kontaktna i ne-kontaktna, a kona¢na debljina filma mora biti manja od
0,25 mm. Kontaktna metoda provodi se mikrometrom, jednostavnija je, a nedostatak je
mogucnost oStecenja uzorka. Ne-kontaktna metoda je djelotvornija, ne dolazi do oStecenja

uzorka, ali je sloZenija.

2.5.1.2. Topljivost i udio vode jestivih filmova

Topljivost ili netopljivost filma u vodi karakterizira ponasanje i stabilnost filma u vodenom
okruzenju. Ovisno 0 kemijskom sastavu filma, film moze biti hidrofilan, tj. topljiv ili
hidrofoban tj. netopljiv u vodi. Hidrofobnost je fenomen kojim dominira snazna samo
asocijacija molekula vode, te iskljucuje vezanje i solubilizaciju nepolarnih otopina (Vogler,
1998). Logi¢no, kemijski sastav namirnice koja se zeli zastiti diktirat ¢e odabir vrste filma.
Namirnice osjetljive na migraciju vode bolje ¢e biti zasti¢ene hidrofobnim jestivim filmovima
jer oni pruzaju bolju zastitu od utjecaja vlage. Hidrofilni filmovi sprje¢avaju oksidaciju lipida i

drugih osjetljivih sastojaka.

Udio vode je faktor koji predstavlja ukupni volumen vode inkorporiran u polimernu
strukturu filma (Buljan, 2020).

2.5.2. Mehanicka svojstva

Mehanicka svojstva jednako su vazna za jestive filmove kao 1 barijerna svojstva, a mogu
ublaziti o$te¢enja hrane tijekom rukovanja i transporta. Jestivi filmovi imaju slabija mehanicka
svojstva u usporedbi sa sintetickim, a hidrokoloidni filmovi imaju bolja mehanicka svojstva u
usporedbi s lipidnim filmovima. Dodatkom stabilizatora, aditiva, plastifikatora i/ili emulgatora
moze Se utjecati na njihovo poboljsanje. Teoretski gledano, bio materijali mogu postici ¢vrstocu
sli¢nu sintetickim polimerima (Iguchi i sur, 2000). Integritet filma tijekom rukovanja, pakiranja
i ostalih tehnoloskih procesa moze se evaluirati tek nakon definiranja mehanic¢ke otpornosit i
deformabilnosti jestivih filmova (Debeaufort i sur., 1998). Posebna se paznja posvecuje

savojnoj zilavosti (engl. impact strength), savojnoj ¢vrstoéi (engl. flexural strength), otpornosti
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na odljepljivanje, fleksibilnosti (engl. flexibility), termostabilnosti te otpornosti na vanjske
utjecaje i fizicke stresove (Gali¢, 2009). Medutim, tri su parametra koji definiraju mehanicka
svojstva filmova: (1) Young-ov modul (modul elasti¢nosti), (2) vlacna ¢vrstoéa i (3) postotak

produljenja prije pucanja (Skurtys i sur., 2010).

2.5.3. Termicka svojstva

Sto se ti¢e Sirokog spektra primjene biopolimera, &ini se da je toéno poznavanje njihove
toplinske razgradnje od velike vaZznosti za definiranje primjena takvih materijala. Termalno
ponasanje moze se promatrati primjenom nekih fizikalno-kemijskih metoda, osobito metoda
toplinske analize, kao §to su diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning
calorimetry, DSC), termogravimetrijska analiza (engl. thermogravimetric analysis, TGA),
diferencijalna toplinska analiza (engl. differential thermal analysis, DTG) i dinami¢ko

mehanic¢ka analiza (engl. dynamic mechanical analysis, DMA) (Bonilla i sur., 2017).

Sto se tice &istih kitozanskih filmova, Sanchez-Gonzélez i sur. (2011) proudavali su u¢inak
hidratacije u strukturi kitozanskih filmova uz pomo¢ DSC-a. Autori su izvijestili o dva termic¢ka
dogadaja (engl. glass transition temperature, Tq na 54 °C i engl. melting temperature, Tm na 88
°C) u prvom zagrijavanju jer je djelomi¢no kristalni dio regija bogatih acetatom osigurao
dovoljnu mobilnost kako bi se omogucilo djelomi¢no oslobadanje zarobljene octene kiseline.
Tijekom drugog zagrijavanja, Cinilo se da se film sastoji od dvije razli¢ite amorfne faze
osjetljive na sadrZaj vode koje su se pojavile na nizim temperaturama od prvog zagrijavanja
(Tgr = 16 °C i Tg2 = 56 °C). Toffey i Glasser (2001) izmjerili su T4 kitozanskih filmova u
rasponu od 60-93 °C, ovisno o kiselini koja se koristila (butirat, propionat, acetat i format) za

pripremu filma (Bonilla i sur., 2017).

2.5.4. Opticka svojstva
Razli¢ite kategorije ambalaZznog materijala nude razlicite stupnjeve zastite od promjena
izazvanih svjetlom zbog razlika u refleksiji, prozirnosti i propusnosti kisika odredene

molekularnim sastavom materijala, debljinom filma, uvjetima obrade filma i obojenju filma.

Filmovi u boji karakteriziraju se Hunterovim sustavom: L (svjetlina), a (crvenilo) i b
(zutost) vrijednosti. Ukupna razlika u boji (4E) objasnjava koliko su udaljene dvije boje u

prostoru boja i na njih utjecu vrijednosti L, a i b (Rao i sur., 2010).

2.5.5. Barijerna svosjtva
Ukratko, glavna uloga jestivih filmova i premaza je regulacija prijenosa mase izmedu

proizvoda i atmosfere koja ga okruzuje te izmedu razlicitih slojeva samog proizvoda. Kvarenje
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hrane usko je povezano s gubitkom kvalitete hrane zbog mikrobne kontaminacije, neoptimalnih
organolepti¢kih svojstava (tj. gubitka teksture, okusa i/ili mirisa, boje i izgleda), a u manjoj
mjeri i gubitka nutritivne vrijednosti. Fenomen prijenosa mase izmedu okolne atmosfere i
prehrambenog proizvoda poticCe te reakcije kvarenja. Kvaliteta hrane mijenja se s vremenom
skladiStenja zbog fizikalnih, kemijskih ili bioloskih reakcija uglavnom potaknutih prijenosom
kisika i vodene pare iz okoline. Na primjer, prijenos kisika snazno utjece na brzinu oksidacije
spojeva osjetljivih na kisik, kao §to su vitamini ili masne kiseline. To dovodi do gubitka
nutritivnih svojstava i ubrzanog rasta aeroba. Drugi primjer kvarenja hrane odnosi se na
prijenos vlage. U svim navedenim primjenama fenomen difuzije prisutan je i u filmovima i
veéinu vremena u samoj hrani. Uc¢inkovitost jestivog filma stoga snazno ovisi 0 njegovoj
sposobnosti da permeant difundira te o brzini same difuzije. Svojstva svake klase materijala
koji se koriste za proizvodnju jestivih filmova i1 premaza direktno utjeCu na barijerne
sposobnosti. Ovisno o njihovoj mehanickoj otpornosti, materijali na bazi lipida pokazuju dobra
barijerna svojstva za vlagu, dok proteini i polisaharidi pruzaju dobru barijeru za O2 i aromu,
medutim, vrlo su osjetljivi na vlagu (Cerqueira i sur., 2016). Stoga pri odabiru jestivog filma

treba uzeti u obzir svojstva proizvoda te tako odabrati adekvatan film.

2.5.5.1. Propusnost plinova i vodene pare

Prijenos mase kroz jestive filmove ili premaze obicno karakteriziraju Fickovi zakoni koji
podrazumijevaju poznavanje tri glavna parametra: adsorpcija, difuzija i propusnost ili
permeacija. Transport plinova u jestivim filmovima se odvija u 3 koraka: i) adsorpcija plina na
povrsinu jestivog filma; ii) difuzija adsorbiranih Cestica od jedne do druge strane filma; iii)
desorpcija Cestica plina iz filma. Topljivost opisuje maksimalnu koli¢inu tvari koja bi se mogla
sorbirati u odredenom mediju. Za plin ili vodenu paru ta koli¢ina ovisi o okolnom parcijalnom
tlaku odredenog plina ili vodene pare. Koncentracija 1 parcijalni tlak povezani su Henryjevim
zakonom pri zadanoj temperaturi i ukupnom tlaku. Henryjev zakon obi¢no se primjenjuje za
razrijedene sustave 1 za plinove pri okolnom atmosferskom tlaku do 1 atm. Topljivost se dobiva
inverzijom Henryjeva koeficijenta. Oba su termodinamicki parametri. Medutim za vodenu
paru, Henryjev zakon nije primjenjiv. Koeficijent difuzije ili difuzivnost nije termodinamicki
kineticki parametar, a koji opisuje mobilnost molekula u odredenom mediju. Ovaj prijenos
mase je posljedica prisutnosti gradijenta koncentracije razmatrane molekule. Obi¢no se opisuje
poznatim Fickovim drugim zakonom, koji povezuje lokalne promjene koncentracije (kg m™3)
kao funkciju vremena. U ravnoteznom stanju i za jednosmjeran prijenos mase primjenjuje se

prvi Fickov zakon.
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Jednadzba Fickovog zakona je [1]1 [2]:
ac
1=-0(5) [1]

gdje su:
J - tok, neto koli¢ina otopljene tvari koja difundira kroz jedinicu povrSine u jedinici vremena
(gm2ilimL m?s?), D - koeficijent difuzije ili difuzivnost (m?s™), C - koncentracija tvari koja
difundira (g m3ili mL m), x - debljina filma (m)

ili

C,—C
J=DE==_L [2]

gdje su:

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

Kombiniraju¢i Fickov prvi zakon i Henryjev zakon, pojavljuje se novi parametar u
Fickovom zakonu, propusnost ili koeficijent propusnosti (P) gdje je propusnost rezultat difuzije
i topljivosti [3].

L _p.skEP_p? 3]
At X X

gdje su:
S - Henryjeva konstanta topljivosti (mol atm™), 4p - razlika parcijalnog tlaka plina kroz film

(Pa), P - propusnost (mL ili g m m? s Pa).

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

izraCunati pomoc¢u jednadzbe [4]:

_ _oX
- A-t-Ap [4]

gdje su:

P - propusnost (mL ili g m m2s Pa), Q - koli¢ina plina koji difundira kroz film (g ili mL), X -
debljina filma (m), A - povrsina filma (m?), t - vrijeme (), 4p - razlika parcijalnog tlaka plina
kroz film (Pa).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za pripremu jestivih filmova koristen je prirodni polimer kitozan (France Chitin, Francuska,
tip 652, molekulske mase 165 kDa, stupanj deacetiliranja iznad 85 %). Za pripremu
funkcionalnih filmova koristen je vitamin C (vitamin C prah, I-askorbinska kiselina, Poljo-
Evelin d.o.0., Hrvatska). Za pripremu otapala koristena je destilirana voda i octena kiselina
(ledena octena kiselina 100 %, Merck, Darmstadt, Njemacka) te biljni glicerol (minimalne

Cistoce 99,5 %, Glaconchemie Gmbh, Merseburg, Njemacka) kao plastifikator.

3.2. PRIPREMA FILMOVA

U ovom radu pripremljeni su filmovi od kitozana (KO0), i kitozana s dodatkom razli¢itih
koli¢ina vitamina C (K2, K4 i K6) uz dodatak glicerola. Za usporedbu pripremljeni su uzorci
od kitozana (KO) i glicerola koji su koristeni kao slijepa proba u provedenim metodama.

Koncentracije su navedene dalje u opisu metoda.

Aparatura i pribor:

1.) Analiticka vaga (KERN KB 2000-2N)

2.) Staklene ¢ase (250 mL)

3.) Menzura (100 mL)

4.) Tikvica (1000 mL)

5.) Pipeta (10 mL)

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

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

9.) Ventilirana klima komora (HPP110, Memmert, Njemacka)
10.) Eksikator

11.) Ladica za vaganje

12.) Spatula, pinceta

13.) Filter papir
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Postupak pripreme:

S obzirom da kitozan nije topljiv u vodi, kao otapalo korsiti se 1 % (v/v) vodena otopina
octene kiseline. Pripremana su Cetiri razlicita filma od kojih je KO koristen kao slijepa proba, a
K2, K4 i K6 su temeljeni na KO uz dodatke razli¢itih masa vitamina C (kako bi se postigla konc.
od 2, 46 % (m/v)). Otopina kitozana (K0) dobivena je otapanjem 2 g kitozana u 100 mL 1 %
octene kiseline, K2 isto kao i KO uz dodatak 2 g vitamina C, K4 uz dodatak 4 g vitamina C, te
K6 uz dodatak 6 g vitamina C. Filmogene otopine se pripremaju na nacin da se 100 mL vodene
otopine octene kiseline ulije u ¢asu od 250 mL u koju se stavi magnet i zatim se sve zajedno
stavi na magnetnu mijeSalicu, te se broj okretaja podesi na 450 rpm. Potom se uz upaljenu
magnetsku mijesalicu u vodenu otopinu octene kiseline postepeno dodaje odvagana koli¢ina
kitozana (2 g) kako bi se omogucilo bolje otapanje polimera, a sprijecilo zgrusavanje kitozana,
te u konacnici dobio homogeniji film. Za filmogene otopine s vitaminom C nakon dodavanja
kitozana u otopinu, postepeno se dodaje odvagana koli¢ina vitamina C (2, 4 i 6 g). Nakon 15
min broj okretaja na magnetnoj mijesalici podignut je na 530 rpm, te je nastavljeno mijesanje
otopine jo$ 2 h. Prije izlijevanja filmogenih otopina u Petrijeve zdjelice, u otopine se dodaje
biljni glicerol (30 % suhe mase kitozana, tj. 0,6 g/100 mL ) kako bi se osigurala elasti¢nost
filma, te se kontinuirano mijesa kroz 10 minuta. Radi boljeg povezivanja polimera i homogenije
smjese, filmogene otopine se dodatno homogeniziraju pomoc¢u Ultra-turrax-a, 3 minute pri
3000 rpm. Filmovi se formiraju izlijevanjem to¢no 30 g filmogene otopine u Petrijevu zdjelicu
promjera 11,8 cm, te susenjem u ventiliranoj komori 36 h pri kontroliranim uvjetima
temperature (25 °C) i relativne vlaznosti (50 % RH). Nakon susenja, formirani filmovi pazljivo
se odvoje od podloge kako ne bi doslo do osStecenja i pucanja filma. Do provedbe analiza
filmovi se ¢uvaju u koSuljicama napravljenim od filter papira u eksikatoru pri kontroliranim

uvjetima vlage (50 % RH).
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3.3. METODE
3.3.1. Debljina filmova

Debljina filmova mjerena je kontaktnom metodom pomocu digitalnog mikrometra (Helios
Preisser DIGI-MET, Njemacka) s precizno$¢u 0,001 mm. Debljina svakog filma izmjerena je
na 10 nasumi¢nih mjesta, a kao rezultat debljine svakog filma uzeta je srednja vrijednost tih
mjerenja. Rezultati su izrazeni u mikrometrima (um) kao srednja vrijednost mjerenja s

pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.3.2. Mjerenje propusnosti vodene pare kroz polimerni film
Propusnost vodene pare kroz polimerni film mjerena je gravimetrijski koristeci
modificiranu ASTM E96-80 standardnu metodu (Crosby, 1989).

Aparatura i pribor:

1.) Casice s teflonskim prstenom za mjerenje propousnosti na vodenu paru
2.) Ventilirana klima komora (Memmert HPP110, Memmert Njemacka)
3.) Analiticka vaga (ABS320-4N, Kern, Njemacka)

4.) Menzura volumena 20 mL

Postupak:

Prije svega film je potrebno izrezati u obliku kruga to¢no odredenog promjera kako bi
pristajao otvoru mjerne Casice. U ¢aSice se ulije po 20 mL destilirane vode, zatim se rub otvora
Casice namaze vakumskom kremom te se na njega postavlja uzorak filma, povrh filma stavlja
se teflonski prsten koji se ucvrsti zatvaraCem s otvorom. Na taj nacin osigurano je da vodena
para prolazi isklju¢ivo kroz uzorak filma. Medutim, treba paziti da ne dode do ostecenja filma
ili da se uzorak ne kontaminira vakumskom kremom jer bi to smanjilo povrsinu za mjerenje i
u konacnici bi utjecalo na rezultate. Prije nego $to se uzorci stave u ventiliranu klima komoru,
izmjeri se poCetna masa na analitickoj vagi. Uzorci se drZze u komori 5 dana. Masa svakog
uzorka mjeri se svakih 24 h. Uvijeti u klima komori kontrolirani su na 25 °C i 30 % RH.

Propusnost na vodenu paru (WVP) izracuna se pomocu formule [5]:

Am

WVP = xoass X [5]
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gdje je:
WVP — propusnost na vodenu paru (g m?s);
AmlAt — 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 strane filma (Pa).

3.3.3. Mijerenje propusnosti kisika kroz polimerni film

Mjerenje propusnosti filmova provedeno je manometrijskom metodoma na uredaju
Brugger, GDP - C (Brugger Feinmechanik GmbH, Njemacka). Filmovi se postavljaju na za to
predvideno mjesto u uredaju, izmedu gornjeg i donjeg djela permeacijske celije. Vakum
pumpom se evakuira zrak iz volumena permeacijske ¢elije, a potom se mjerni plin pod tlakom
od 5 bara i protokom od 80 mL/min propusta s jedne strane ispitivanog uzorka filma. Razlika
tlakova uzrokuje difundaciju mjernog plina kroz uzorak filma. Racunalo automatski biljezi
postepeni porast tlaka u djelu ¢elije, suprotnom od izvora mjernog plina. Dobivena vrijednost

se naziva permeanca (cm®* m2d * bar?).

Propusnost na kisik (PO-) i ugljikov dioksid (PCO2) dobiveni su kao aritmeti¢ki produkt

debljine filma i permeance izrazeno kao cm® m? dan Pa, prema sljedeéem izrazu [6]:
PO, = g+ d [6]
gdje je:
q - permeanca (cm® m2 d* bar?);
d- debljina filma (pum).

3.3.4. Odredivanje boje polimernog filma

CIELAB prostor boja, takoder poznat kao L* a *b*, je prostor boja koji je definirala
Medunarodna komisija za osvjetljenje (skraceno CIE od International Commission on
Illumination) 1976. godine. Ona izraZava boju kao tri vrijednosti: L* za perceptivnu svjetlinu,
te a* i b* za Cetiri jedinstvene boje ljudskog vida: crvena, zelena, plava i zuta. CIELAB prostor
boja je trodimenzionalan i pokriva cijelu skalu (raspon) ljudske percepcije boja. Temelji se na
teoriji suprotnih parova boja ljudskog vida, gdje crvena i zelena formiraju suprotan par, te plava

i zuta formiraju suprotan par. Akromatska os svjetline, L* definira crno pri vrijednosti 0 i bijelo
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pri vrijednosti 100. Os a* predstavlja zeleno-crvene boje, s negativnim vrijednostima prema
zelenoj i pozitivnim vrijednostima prema crvenoj. Os b* predstavlja plavo-zute boje, s
negativnim brojevima prema plavoj i pozitivnim prema zutoj (Slika 1).

—2
100

Slika 1. CIELAB prostor boja

Postupak:

Boja pripremljenih filmova odredena je pomocu kolorimetra (Konica Minolta
Spectrophotometer CM3500d). Prije mjerenja, potrebno je kalibrirati uredaj na bijeloj povrsini.
Za svaki pojedinac¢ni film mjerenje je provedeno na 8 razli¢itih mjesta pri ¢emu se ocitaju L*,
a* i b* vrijednosti na uredaju. Kod mjerenja se uzorak filma namjesti na otvor kolorimetra koji
mijeri reflektiranje u vidljivom spektru. Rezultati se izrazavaju kao srednja vrijednost mjerenja
uz pripadaju¢u standardnu devijaciju. Kolorimetrijska razlika (4E*) definira odstupanje

reflektirane boje od kalibrirane nulte vrijednosti, a ra¢una se prema izrazu [7]:

AE = VAL? + Aa? + Ab? [7]
AL=1Ly—L,
Ada=ay—a
Ab = by — b,
gdje su:
Lo, ao, bo- vrijednosti referentne boje prema kojoj se mjeri odstupanje

L1, a1, b1- vrijednosti ispitivanoga uzorka boje (Petrovic i sur., 2013).
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3.3.5. Mijerenje transparentnosti polimernog filma

Mjerenje transparentnosti filma provelo se uz pomo¢ UV/VIS spektrometra (Perkin Elmer
Lambda 25, SAD), mjerenjem apsorbancije uzoraka pri valnoj duljini od 600 nm i 650 nm, a
kao slijepa proba koriStena je prazna kiveta. 1z dobivenih podatka o apsorbanciji uzoraka

izraCuna Se transparentnost filma prema slijedecoj jednadzbi [8]:
T = Absqy/! [8]
gdje su:
T — transparentnost;
Abs — apsorbancija (vrijednost kod 600 i 650 nm);
[ — prosje¢na debljina filma (mm).

3.3.6. Topljivost filmova u vodi i puferu kao imitaciji sline

Aparatura i pribor:

1.) Aluminijske posudice
2.) Staklene ¢ase (100 mL)
3.) Analiti¢ka vaga

4.) SusSionik

5.) Eksikator

6.) Pinceta

7.) Plasti¢ne posudice

Postupak:

Priprema se vodena otopina pufera (pH(H20)=5,79) za simulaciju topljivosti filma u
ustima. Uzorci filma rezu se na komadice u obliku pravokutnika (1 cm x 2 cm). Uzorci su prije
odredivanja ¢uvani u eksikatoru pri kontroliranim uvjetima vlaznosti (50 % RH). Zatim se
uzorci vazu i suse 3 h na 105 °C. Nakon susenja uzorci se ponovno vazu te se umacu u 30 mL
destilirane vode i 30 mL vodenog pufera 24 h na sobnoj temperaturi (23+2 °C), a plasti¢ne

posudice se prekriju parafilmom. Nakon 24 h uzorci se pincetom vade iz plasti¢nih posudica,
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te se pazljivo uklanja visak vode ili pufera uz pomo¢ filter papira. Aluminijske se posudice
oznace 1 stave u susionik na 105 °C do postizanja konstantne mase, te se hlade u desikatoru.
Ocijedeni uzorci Stavljaju se u ohladene aluminijske posudice te se zajedno vazu. Nakon
vaganja stavljaju se u susionik na 105 °C do postizanja konstante mase, pri tome aluminijske
posudice moraju biti malo otklopljene. Konac¢no slijedi posljednje vaganje uzoraka zajedno s

aluminijskim posudicama.

Topljivost filma (FS) se moze izracunati pomoc¢u formule [9]:

wWi—
w

FS(%) = =100 [9]

gdje su:
FS — topljivost filma (%);
Wi — pocetni sadrzaj suhe tvari (g);
Ws — masa suhe tvari neotopljene u vodi (g).

3.3.7. Bubrenje filmova u vodi i puferu kao imitaciji sline

Kapacitet bubrenja (engl. swelling ratio, SW) filmova odreden je standardnom metodom
ASTM D2765-95C. Bubrenje filmova provedeno je paralelno uz odredivanje topljivosti filma
u vodi i puferu. Uzorci filma se nakon 24 h namakanja u vodi i puferu izvade, ocijede od viska
tekucine te vazu prije suSenja do konstantne mase. Dobivena masa je masa uzorka nakon
bubrenja (Ws). Kapacitet bubrenja odreden je za sve filmove jer nije doslo do potpunog otapanja

uzoraka.

Kapacitet bubrenja izra¢unat je pomocu sljedeceg izraza [10]:

Ws-wd

SW(%) = va

* 100 [10]
gdje su:
W;s— masa uzoraka nakon bubrenja;

Wy — masa suhog uzorka.
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3.3.8. Mijerenje pH vrijednosti otopina polimera

pH vrijednost je negativni dekadski logaritam mnozinske koncentracije vodikovih iona u
otopini, a daje informaciju o kiselosti (aciditetu) ili luznatosti (alkalitetu) otopine. pH vrijednost
pripremljenih filmogenih otopina izmjerena je pH metrom. Kombinirana elektroda, koja je
prethodno kalibrirana u destiliranoj vodi, uranja se u otopinu te se pH vrijednost o¢ita na ekranu
uredaja. Nakon svakog mjerenja, elektroda se ispire destiliranom vodom i mjeri se pH
vrijednost destilirane vode. Za svaki uzorak provedena su 3 paralelna mjerenja, a za rezultat se

izrazava kao srednja vrijednost i standardna devijacija.

3.3.9. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Termicka svojstva filma analizirana su diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (DSC
214 Polyma diferencijani skenirajuci kalorimetar, NETZSCH-Gerédtebau GmbH, Njemacka).
Kao inertna referenca koristena je prazna kapsula, a kalibracija je provedena primjenom indjij
standarda. Kao nosivi plin za grijanje koristen je dusik (protok 40 ml/min). Temperaturni
program bio je u rasponu od 25 °C do 340 °C za sve uzorke, a postavljen je na sljedeci nacin:
a) uravnotezivanje na 25 °C i zagrijavanje do 340 °C brzinom od 10 °C/min, b) hladenje do 25
°C, ¢) ponovno zagrijavanje do 340 °C te d) finalno hladenje do 25 °C. Provedena su dva

ponavljanja za svaki uzorak, a prosjecna masa uzorka bila je oko 8 mg.

3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka provedena je analizom varijance (ANOVA) pomocu Xlstat-Pro
(win) 7.5.3. (Addinsoft, New York). Podaci su rangirani te su statisticke razlike ocijenjene u
redovima s jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Tukeyovim viSestrukim

usporednim testovima. Vrijednost p < 0,05 statisti¢ki je znacajna.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovome radu pripremljeni su filmovi od kitozana, bez dodatka i s dodatkom vitamina C u
tri razli¢ite koncentracije koji sluzi kao izvor bioaktivnih sastojaka. Cilj ovog rada bio je ispitati
osnovna fizikalno-kemijska svojstva pripremljenih filmova (debljina filma, barijerna svojstva
tj. propusnost na vodenu paru i kisik, boja i transparentnost filma, topljivost i bubrenje filma,
pH vrijednost filmogene otopine, te termicka svojstva uz pomo¢ DSC-a) te usporediti utjecaj
dodatka vitamina C na navedena svojstva filmova. Dobiveni rezultati su prikazani graficki i

tabli¢no (tablice 1. do 5. i slike 2 do 7.).

4.1. DEBLJINA FILMOVA

Izmjerena debljina pripremljenih filmova nalazi se u tablici 1. Debljina filma vazno je
svojstvo koje direktno utjeCe na mehanicka i barijerna svojstva filmova. Pove¢anjem debljine
jestivog filma pomaze u smanjenju stope difuzije. Opéenito, debljina filma ovisi o sastavu i
metodama njegove pripreme, kao $to su susenje, vrijeme isparavanja otapala, relativna vlaznost
i povrSina podloge. 1z dobivenih rezultata (tablica 1) moze se uociti da se dodatkom vitamina
C debljina filma povecala. lako su svi filmovi bili lijevani u Petrijeve zdjelice jednakog
promjera i u jednakoj masi povecanjem koncentracije dodanog vitamina C debljina filma je
rasla. Prema tome debljina K2, K4 i K6 veca je od KO za 58 %, 111 % te 267 %. Ovakav rezultat
suprotan je rezultatima istrazivanja Tan i sur. (2019) koji nisu zamijetili statisti¢ki znacajnu
promjenu u prosjecnoj debljini filmova Cistog kitozana i filmova s razli¢itim koncentracijama
vitamina C. Razlog suprotnim rezultatima moguc je zbog razli¢itog nacina pripreme filmogenih
otopina gdje su Tan i sur. (2019) kitozan askorbatne otopine pripremali bez dodatka acetata.
Riaz i suradnici (2018) ispitivali su utjecaj ugradnje polifenola iz kore jabuke na fizikalna i
antimikrobna svojstva proteinskih jestivih filmova na bazi kitozana te su takoder izvijestili 0
znacajnom povecanju debljine jestivih filmova u koje su ugradeni polifenoli iz kore jabuke u
odnosu na kontrolni uzorak bez polifenola. S povecanjem koncentracije polifenola povecale su
se interakcije izmedu polifenola i kitozana (ukljucujuci vodikove veze i hidrofobne interakcije),
Sto je uzrokovalo ¢vrSée vezanje polifenola i kitozana. Na taj nacin polifenoli mogu djelovati
kao most. Oni se veZu s viSe od jednom molekulom kitozana zbog prisutnosti polihidroksilnih
skupina u molekularnim strukturama. Stoga je udaljenost izmedu molekula kitozana postala

kraca, posljedi¢no ¢inec¢i strukturu filma kompaktnijom, a time debljom i guS¢om.

Nadalje, u studiji Kumar i sur. (2021) ispitali su svojstva filma kitozana obogac¢enog

ekstraktom kore nara. Kontrolni uzorci filma pokazali su manju debljinu u usporedbi s drugim
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testiranim uzorcima. Ti su rezultati otkrili da se debljina jestivog filma povecala s pove¢anjem
koncentracije ekstrakta kore nara zbog medu molekularnih interakcija izmedu funkcionalnih
skupina. Medutim ugradnja ekstrakata kore nara nije znacajno (p < 0,05) utjecala na debljinu

filmova na bazi kitozana.

Ocito je da prilikom formiranja filmova na bazi kitozana obogaéenih aktivnim tvarima
dolazi do molekularnih interakcija koje u konacnici mogu manje ili viSe utjecati na debljinu
samog filma. Kako bismo u potpunosti razumjeli zbog ¢ega su ispitani filmovi pokazali vrlo
veliko povecanje u debljini u odnosu na kontrolni uzorak potrebno je provesti dodatna

istrazivanja.

Tablica 1. Debljina pripremljenih filmova

DeIDIJ(ILTr?l)fllma 149,87 £2,18 86,30 £2215" 64,77 +10,94° 40,83 +8,75

KO — Kitozan, K2 — Kitozan i vitamin C (2 g), K4 - Kitozan i vitamin C (4 g), K6 - Kitozan i vitamin C (6 g).
Razli¢iti eksponenti (a-d) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

4.2. PROPUSNOST FILMOVA NA VODENU PARU

Propusnost vodene pare (engl. water vapor permeability, WVP) vazan je parametar kod
pakiranja hrane, a ukazuje na svojstva barijere prema propustanju vode. WVP filma igra vaznu
ulogu u produljenju roka trajanja prehrambenih proizvoda poticuéi smanjenje prijenosa vlage.
WVP jestivog filma moZe se odrediti na temelju mehanizama prijenosa mase razli¢itih
komponenti izmedu hrane i okoline jestivog pakiranja, kao i na temelju interakcija izmedu
jestivih materijala i komponenti hrane. Debljina i ujednacenost jestivog filma vazni su
parametri na kojima se temelji pouzdanost odredivanja svojstava barijere kao $to je propusnost
vodene pare. Niska propusnost na vodenu paru pozeljno je svojstvo svakog ambalaznog
materijala jer velika koli¢ina vodene pare potencijalno dovodi do mikrobioloskog kvarenja
upakiranog proizvoda. Pojam propusnost vodene pare obi¢no podrazumijeva sorpciju, difuziju
i adsorpciju. Prijasnja istrazivanja pokazala su da je propusnost vodene pare za filmove na bazi
kitozana ukljucivala dva procesa: adsorpciju i difuziju. Vlaga se moze lako adsorbirati u
polimernu mrezu slobodnim hidrofilnim skupinama kitozana, nakon cega slijedi poboljsana
difuzija. Niza vrijednost WVP karakterizira bolju barijeru filma na vodenu paru. Rezultati
mjerenja prikazani su graficki na slici 2. Tan i sur. (2019) zamijetili su da su vrijednosti WVP
kitozan askorbatnih filmova znacajno nize (p < 0,05) nego kod kitozan acetatnih filmova.

Medutim, nije bilo znacajnih razlika (p > 0,05) u vrijednosti WVP detektiranoj s porastom

25



sadrzaja askorbata. lonske i vodikove veze u molekuli kitozan askorbata zauzimale su veliku
koli¢inu hidrofilnih skupina kitozana, $to je u konac¢nici dovelo do smanjenja afiniteta kitozan
askorbatnih filmova prema vodi. U prikazanim rezultatima vidljivo je da testirani filmovi
pokazuju drugacija svojstva od onih koje mozemo vidjeti kod Tan i sur. (2019). Povecanjem
udjela askorbata (uzorci K4 i K6) WVP vrijednost je rasla i bila je ve¢a nego kod filma bez
dodatka askorbata (KO0), osim kod uzorka K2. Ovakvo ponasanje moglo bi se protumaciti
gubitkom mehanickih svojstava filmova s ve¢om koncentracijom vitamina C, a i moguéim

mikro oSte¢enjima filma kao posljedicom toga.

Rezultati u studiji Riaz i sur. (2018) pokazali su da ekstrakt kore jabuke ima znac¢ajan ucinak
smanjenja (p < 0,05) na WVP kitozanskih filmova. WVP filmova je smanjena kako se
koncentracija ekstrakta povecala s 0 na 1,0 % $to sugerira da bi dodavanje ekstrakta kore jabuke

moglo poboljsati svojstvo vodonepropusnosti filma. Unakrsno povezivanje koje proizlazi iz
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Slika 2. Propusnost vodene pare filmova bez dodatka vitamina C (KO0) i filmova s
dodatkom vitamina C (K2, K4, K6).

KO - Kitozan, K2 — Kitozan i vitamin C (2 g), K4 - Kitozan i vitamin C (4 g), K6 - Kitozan i vitamin C (6 g).
Razlic¢ite oznake (a-c) iznad stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

interakcija izmedu ekstrakta, kitozana i glicerola moglo bi smanjiti slobodni volumen u
polimernoj mrezi, uzrokuju¢i manje interakcija izmedu molekula vode u filmovima. To
povecanje barijernih svojstva za vodu moze se pripisati povecanoj debljini i gusto¢i filmova,
zbog Cega se molekule vodene pare lakSe blokiraju izvana (ili je potrebno dulje vrijeme da
molekule vodene pare prodru kroz film). S druge strane u istrazivanju Kumar i sur. (2021)
propusnost vodene pare filmova na bazi kitozana s ekstraktom kore nara blago se povecala u

odnosu na kontrolni film (p > 0,05) zbog prisutnosti fenolnih frakcija u ekstraktu kore nara. Ovi
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fenolni spojevi kore nara formirali su alternativne puteve i pukotine u kemijskim vezama mreze
filma. Takvi alternativni putevi i pukotine mogle bi biti razlog povec¢ane WVP ispitanih filmova
u ovom radu.

4.3. PROPUSNOST FILMOVA NA KISIK
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Slika 3. Propusnost filmova na O>

KO — Kitozan, K2 — Kitozan i vitamin C (2 g), K4 - Kitozan i vitamin C (4 g), K6 - Kitozan i vitamin C (6 g).
Razli¢ite oznake (a, ab, b) iznad stupca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

Propusnost za kisik vazan je ¢imbenik koji moZe ubrzati razgradnju zdravih komponenti
hrane, posebice oksidacijom i promjenama senzorskih svojstava. Na barijerna svojstva jestivih
filmova znacajno utjeCe priroda materijala i dodataka koji se koriste u njihovoj pripremi.
Propusnost ispitivanih filmova prikazana je na slici 3. Najmanju propusnost imali su uzorci bez
dodatka vitamina C (KO0). Film s dodatkom vitamina C (K2) pokazao je statisti¢ki znacajan
porast propusnosti, dok film K4 nije bio statisticki znacajan. Do porasta propusnosti uzoraka s
dodatkom vitamina C vjerojatno dolazi zbog smanjene kompaktnosti i strukturnih promjena u
filmu. Ove hipoteze trebale bi se dodatno ispitati u daljnjim istrazivanjima uz pomo¢ preciznijih
i detaljnijih metoda za ispitivanje struktura biopolimera. Zbog pucanja filma K6 prilikom
odvajanja od podloge koji je bio izrazito lomljiv nije bilo moguce izmjeriti propusnost na kisik.
Kurek i sur. (2021) ispitali su utjecaj dodatka ekstrakta bodljikave kruske (Opuntia ficus-Indica
L.) na fizikalno kemijska svojstva jestivih filmova ukljucujuéi i propusnost na kisik. Propusnost
filma od kitozana bila je 2,82 + 1,19 x 10 cm® m™ d* bar! §to je znatno manje od propusnosti

koju smo izmjerili u ovom istrazivanju. Dodatkom ekstrakta propusnost filma blago se
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smanjila, potencijalno ukazuju¢i na stvaranje novih veza ili interakcija izmedu ekstrakata i

polimera.

4.4. BOJA JESTIVIH FILMOVA

Promjene u optickim svojstvima filma ovise uglavnom o ugradenim bioaktivnim spojevima.
Razli¢ite studije su izvijestile da bi ugradnja biljnog ekstrakta mogla utjecati na opticka svojstva
(prozirnost, neprozirnost i boja) filmova povecanjem vrijednosti zutila i crvenila, kao i
smanjenjem svjetline. Sli¢na pojava zamijeCena je i u testiranim filmovima s dodatkom
vitamina C. Boja jestivih filmova odredena je CIE L*a*b* prostornim modelom boja. Rezultati
ispitivanja kolorimetrijskih parametara uzoraka prikazani su u tablici 2. Kao kontrolna skupina,
kitozan acetatni film (KO) bio je bezbojan i proziran. Medutim, filmovi kitozan askorbata (K2,
K4, K6) imali su zu¢kastosmedu boju u usporedbi s filmom kitozan acetata i doslo je do
promjena u svim parametrima boje. Vrijednost parametra L* opisuje svjetlinu filma, tj. L* =0
je tamno (crno), a L* = 100 je svjetlo (bijelo). Porastom koncentracije askorbata u filmu
zamijeceno je sSmanjenje L* vrijednosti §to nam govori o tome da je doslo do tamnjenja filma.
Vrijednost a* opisuje polozaj izmedu crvenog i zelenog gdje negativne vrijednosti oznac¢avaju
zeleno, a pozitivne vrijednosti crveno. Filmovi s dodatkom vitamina C pokazali su porast u
crvenilu (Tablica 2). Vrijednost b* opisuje polozaj izmedu Zute i plave gdje negativne
vrijednosti oznacavaju plavu, a pozitivne zutu. Filmovi s dodatkom vitamina C pokazali su
porast u zutilu. Filmovi K2 i K6 imali su sli¢nu vrijednost b*. Rastuca vrijednost AE govori da
su u konaénici dobiveni obojaniji filmovi u odnosu na kontrolni film (KO). Sli¢ne rezultate
dobili su Tan i sur. (2019) koji su izvijestili o promjeni L*, a* i b* parametara u uzorcima filma
s vitaminom C u odnosu na kontrolni uzorak bez vitamina C. U njihovom istrazivanju porastom
udjela vitamina C, L* vrijednosti se takoder smanjila, a* vrijednost je rasla isto kao i b*
vrijednost.

Tablica 2. Parametri boje (L*, a*, b*, 4E) jestivog filma sa¢injenog od kitozana (KO0) te
kitozana 1 vitamina C u razli¢itim koncentracijama (K2, K4, K6).

KO 94,04+ 0,742 -1,69 £0,17° 9,98 + 0,94°¢ 0,00¢

K2 80,92 +2,90° 1,55 +2,33° 36,69 + 3,50° 30,04 + 4,44°
K4 81,47 +1,61° 2,75 +1,29° 43,95 + 5,85 36,58 + 5,61°
K6 76,53 £ 2,83¢ 3,16 £1,14° 36,02 + 6,34° 32,01 +5,67°

KO - Kitozan, K2 — Kitozan i vitamin C (2 g), K4 - Kitozan i vitamin C (4 g), K6 - Kitozan i vitamin C (6 g).
Razli¢iti eksponenti (a-c) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znac¢ajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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45. TRANSPARENTOST JESTIVOG FILMA

Transparentnost (T) ili prozirnost je vazno fizikalno svojstvo filma za pakiranje, koje
opisuje svojstvo prozirnosti ili sprjeCavanje prijenosa svjetlosti. Transparentnost odnosno
propusnost filma na svjetlost utjeCe na zastitu proizvoda od svjetlosti spre¢avajuci nezeljene
reakcije u hrani. UV i vidljivi spektar svjetlosti mogu katalizirati proces oksidacije zapakirane
hrane, a prevelika izlozenost UV-vis svjetlu moze ubrzati kvarenje hrane i gubitak hranjivih
tvari. Sto je vrijednost T niZa, to je transparentnost filma manja zbog ¢injenice da manje vidljive
svjetlosti moze pro¢i kroz film. PoZeljno je da jestivi film u upotrebi kao ambalazni materijal

ima nisku T.

T je najvaznije svojstvo jestivih filmova, jer oni izravno utjecu na prihvatljivost potrosaca,
posebno ako ¢e se film koristiti kao povrSinski premaz hrane ili za poboljSanje izgleda
proizvoda. T jestivih filmova vazna je jer utjece na vidljivost pakiranog proizvoda potrosac¢ima.
T bilo kojeg materijala je pokazatelj stupnja u kojem svjetlost moze proci kroz njega (Saurabh
i sur., 2015). Svjetlosna propusnost pakiranja utjee na brzinu oksidacije lipida, a time i na
kvalitetu hrane. NajizraZeniji Stetni ucinci svjetlosti na hranu uzrokovani su ultraljubi¢astim
svjetlom (Bekbdlet, 1990). Ovisno o karakteristikama prijenosa svjetlosti ambalaznih
materijala, odgovarajuc¢i ambalazni materijal moze pruziti zastitu pakirane hrane apsorpcijom
ili refleksijom cijelog ili dijela spektra svjetlosti. Kataliti¢ki u¢inci svjetlosti najizrazeniji su za
svjetlost u nizim valnim duljinama vidljivog/ultraljubicastog spektra (Lennersten i Lingert,
1998; Bekbolet, 1990). Povecanje intenziteta svjetlosti, tj. fotonskog toka, ubrzava oksidaciju
izazvanu svjetlom (Hong i sur., 1995; Deger i Ashoor, 1987).

Dobiveni rezultati prikazani su graficki na slici 4. Iz rezultata moZemo vidjeti da su
pojedini filmovi imali podjednaku apsorbanciju pri valnim duljinama od 600 nm i 650 nm. Film
bez dodatka vitamina C, logi¢no je imao najve¢u T, odnosno najmanju apsorbanicju sto ukazuje
na to da njegova zastitna svojstva nisu pogodna. Nadalje film s dodatkom vitamina C K2 nije
imao znatno bolja svojstva od K0O. Medutim ve¢ K4 film pokazuje znacajno vece vrijednosti
apsorbancije. Dok film s najve¢im udjelom vitamina C (K6) ima jako veliku vrijednost
apsorbancije u odnosu na ostala tri filma iz ¢ega se mozZe zakljuciti da su njegova zastitna
svojstva na svjetlost najbolja od svih testiranih uzoraka. U usporedbi s KO apsorbancija K6 je i
do 20 puta vec¢a (ovisno o valnoj duljini). Takoder mozemo primijetiti da je vrijednost A rasla
porastom koncentracije vitamina C. Taj veéi kapacitet blokiranja svjetlosti mogao bi biti
posljedica kapaciteta apsorpcije askorbata prema UV svjetlu. Nasi podaci pokazali su da

filmovi od kitozana s dodatkom vitamina C imaju dobar kapacitet blokiranja UV-vis svjetlosti.
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Tan i sur. (2019) dobili su sli¢ne rezultate u kojima je porastom udjela vitamina C u kitozanskim

filmovima rasla i apsorbancija, odnosno vrijednost A je bila veca.
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Slika 4. Transparentnost KO, K2, K4 i K6 filmova pri 600 nm i 650 nm

KO - Kitozan, K2 — Kitozan i vitamin C (2 g), K4 - Kitozan i vitamin C (4 g), K6 - Kitozan i vitamin C (6 g).
Razli¢ite oznake (a-c) iznad stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

4.6. TOPLJIVOST FILMOVA U VODI | PUFERU

Kontaktni kut (6) filmova jedan je od indikatora za izravno odredivanje hidrofilnosti ili
hidrofobnosti filmova (Galus i Kadzinska, 2016). Zbog hidrofobnog karaktera filmova s veé¢im
brojem molekula lipida, pove¢anjem sadrzaja lipida povecava se i kontaktni kut. Adsorpcija
kapljica vode na hidrokoloidnim filmovima povezana je s hidrofilnom prirodom takvih
materijala (Kokoszka i sur., 2010). Ovaj fenomen je posljedica topljivosti povrsine filma u
dodiru s vodom. Op¢enito, filmovi s viSim 0 (kontaktnim kutom) pokazuju viSu povrsinsku
hidrofobnost (Ramos i sur., 2013; Tang i Jiang, 2007). Kvantitativna diferencijacija izmedu
hidrofobnih i hidrofilnih povrSina doista se temelji na tome je 1i 6 > 65 stupnjeva ili 6 < 65

stupnjeva (Vogler, 1998).

Svojstva namirnice koju Zelimo zastititi filmom direktno ¢e utjecati na odabir jestivog filma.

Razli¢ite namirnice imaju zahtjev za razli¢itim svojstvima zastitnih ambalaza. Jedno od tih

30



svojstava je topljivost filmova u vodi. To svojstvo je vazno jer namirnice s visokim udjelom
vode mogu uzrokovati otapanje filma (ukoliko je topljiv u vodi) koriStenog za pakiranje i
posljedi¢no smanjiti njegova zastitna svojstva. Ukoliko film pokazuje vecu topljivost u vodi to
znaCi da je manje otporan na vodu. Za jestive filmove, prevencija izmjene vode izmedu
zapakirane hrane i vanjskog okruzenja moze ucinkovito produljiti njihov rok trajanja. Stoga je
u ovom radu bilo vrlo bitno ispitati svojstva topljivosti filma u vodi, a buduéi da je ambalaza
namijenjena za konzumaciju ispitali smo i topljivost u puferu koji je simulirao uvjete u usnoj
Supljini. Rezultati ispitivanja prikazani su u tablici 3 od uzorka s najve¢om FS (engl. film
soulubility, FS) prema filmu s najnizom FS. Prema rezultatima vidljiv je trend veée topljivosti
filmova u puferu u odnosu na vodu. Takoder, porastom udjela vitamina C u filmu rasla je i
topljivost filma. Prema tome, film s najveé¢im udjelom vitamina C (K6) imao je najveée FS
vrijednosti u puferu i u vodi, a film bez vitamina C (KO) najnize. Hidrofilno svojstvo askorbatne
skupine u kitozanskim okosnicama i ometanje unutarmolekularnih ili medumolekularnih mreza
vodikovih veza mogle bi biti odgovorne za vecéu topljivost askorbatnih filmova kitozana u vodi
i puferu. Ovi rezultati u skladu su s rezultatima koje su izvijestili Tan i sur. (2019). Znacajnu
stopu u porastu topljivosti filmova s dodatkom ekstrakta kore jabuke prijavili su i Riaz i sur.
(2018). Medutim, Kumar i sur. (2021) primijetili su nizi postotak topljivosti filmova s
dodatkom ekstrakta kore nara u odnosu na kontrolni film. Tan i sur. (2019) u svom su
istrazivanju pokazali suprotan trend. Porastom koncentracije vitamina C stupanj bubrenja bio
je manji. Oni ovaj rezultat pripisuju reakciji stvaranja soli i vezanja vodika u interakciji
molekula kitozana i1 askorbinske kiseline, $to bi moglo uzrokovati nedostatak slobodnih
hidrofilnih skupina, kao §to su amino i hidroksilne skupine, u okosnicama kitozana koje bi s
vodom stvarale vodikove veze.

Tablica 3. Topljivost filmova (FS) u vodi i puferu.

K6 - p 64,70 + 4,407
K6 - v 51,21 + 8,34°
K4-p 49,62 + 0,05°
K4 -v 47,10 +0,78°
K2-p 46,86 + 0,80°
K2 -v 43,06 +0,02°
KO- p 31,15 + 2,25¢
KO - v 26,05 + 4,44°

KO - Kitozan, K2 — Kitozan i vitamin C (2 g), K4 - Kitozan i vitamin C (4 g), K6 - Kitozan i vitamin C (6 g), p -
topljivost filma u puferu, v — topljivost filma u vodi. Razli¢iti eksponenti (a-d) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki
znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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4.7. BUBRENJE FILMOVA U VODI | PUFERU

Bubrenje podrazumijeva sposobnost filma da zadrzava vodu u svom matriksu, a povezano
je s prisutnosc¢u hidrofilnih skupina, poput karboksilne i hidroksilne, u strukturi polimera koje
mogu stupiti u interakciju s vodom. Na bubrenje uzorka utjece i prisutnost glicerola koji je
hidrofilne prirode, a potreban je u svojstvu plastifikatora. Rezultati su prikazani u tablici 4.
Najveéi postotak bubrenja pokazao je film bez dodatka vitamina C, zatim K4 te K6 i K2.
Takoder, moze se primijetiti da je postotak bubrenja bio manji u otopini pufera, osim kod filma
K2 koji je u puferu pokazao 8 % veci SW (engl. swelling, SW). Za tumacenje rezultata postotka
bubrenja jako je vazno uzeti u obzir i topljivost samog filma, buduci da su topljivost i bubrenje
odredivani paralelno. U procesu namakanja filmova (24 sata u vodi i otopini pufera) paralelno
se odvijaju dva procesa: i bubrenje ali 1 otapanje. To znaci da se tijekom tog procesa dio filma
otopi, dok onaj dio filma koji se nije otopio na sebe nakuplja maksimalnu koli¢inu vode. U
konacnici filmovi koji su bili najmanje topljivi pokazivati ¢e i veéi kapacitet za bubrenjem dok
¢e oni filmovi koji su se u vecoj mjeri otopili logi¢no pokazivati i manji kapacitet bubrenja.
Prema tome, rezultati vjerodostojno opisuju ovu povezanost jer je film koji je pokazao najnizi
FS (K0) imao 1 najve¢i SW, a film koji je imao najvisi FS imao je i nizi SW. Kao iznimka se
javlja film K2, a to se moze protumaciti boljom inkorporacijom vitamina C u matriks kitozana
i glicerola ¢ime je dosSlo do kompaktnije i otpornije strukture samog filma. Kod filma K2 su i

topljivost i bubrenje bili niski u odnosu na druge filmove.

Tablica 4. Bubrenje filmova (SW) u vodi i puferu

KO -v 143,36 + 27,072
KO-p 79,66 + 9,96°
K4 -v 38,85 + 16,38°
K4 -p 36,08 + 20,64
K6 - v 14,73 + 13,79%
K2-p 12,02 + 0,03¢
K2-v 4,12 + 3,96%
K6 -p -7,80 + 5,83°

KO - Kitozan, K2 — Kitozan i vitamin C (2 g), K4 - Kitozan i vitamin C (4 g), K6 - Kitozan i vitamin C (6 g), p -
topljivost filma u puferu, v — topljivost filma u vodi. Razli¢iti eksponenti (a-€) unutar stupca ukazuju na statisticki
znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).
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4.8. ODREDIVANJE PH VRIJEDNOSTI FILMOGENIH OTOPINA

Kod pripreme filmova od kitozana pH vrijednost bitan je faktor obzirom da se kitozan ne
otapa u destiliranoj vodi, ve¢ isklju¢ivo u blago kiselim uvjetima (1 % otopini octene Kiseline).
pH vrijednost nam govori da li je nesto kiselo (pH < 7) odnosno luznato (pH > 7). I1zmjerene
pH vrijednosti filmogenih otopina prikazane su u tablici 5. Sve otopine pokazale su pH
vrijednost manju od 7 Sto se moglo i pretpostaviti zbog prirode pripreme filma u kiselim
uvjetima. Takoder dodatkom vitamina C, tj. askorbinske kiseline, pH vrijednost se smanjivala.
Zapravo dodavanjem askorbinske kiseline otopine su se dodatno zakiseljavale pa je tako
filmogena otopina s najnizim pH bila otopina za film K6 s najve¢im udjelom vitamina C. U
buducim pripremama kitozanskih filmova s dodatkom vitamina C mogao bi se izbjec¢i dodatak
octene kiseline, ve¢ iskoristiti samu askorbinsku Kiselinu u ulozi zakiseljavanja otopine kako bi
se kitozan mogao otopiti te na taj nacin dobiti film s neutralnijim pH.

Tablica 5. pH vrijednosti filmogenih otopina bez dodatka vitamina C (KO) i s dodatkom
vitamina C(K2, K4, K6).

KO 4,76 + 0,022
K2 4,11 +0,01°
K4 3,78 £0,01¢
K6 3,53 +£0,01¢

KO - Kitozan, K2 — Kitozan i vitamin C (2 mg), K4 - Kitozan i vitamin C (4 mg), K6 - Kitozan i vitamin C (6
mg). Razli¢iti eksponenti (a-d) unutar stupca ukazuju na statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p < 0,05).

4.9. DSC - DIFERENCIJALNA PRETRAZNA KALORIMETRIJA

DSC je prikladna toplinska metoda kojom se mijeri razlika toplinskog toka izmedu
referentnog materijala i uzorka za vrijeme izlaganja kontroliranom temperaturnom programu i
atmosferi, tj. mjeri apsorbiranu odnosno otpuStenu toplinu iz materijala kao funkciju
temperature ili vremena (izotermno) (Suman, 2015). DSC pruza informacije 0 stabilnosti,
razgradnji, gelaciji, te o vaznim toplinskim karakteristikama poput ukupne entalpije (AH),
taliSta (engl. melting temperature, Tm), temperature staklenog prijelaza ili "staklista" (engl.
glass transition temperature, Tg) i temperature kristalizacije (Tk) biopolimera koji se koriste u
ambalaZi za hranu podloznih toplinskim promjenama. Rezultat DSC analize dobiva se u obliku
termograma iz kojega je moguce ocitati temperaturu ispitivanog uzorka, toplinski tok u ili iz
uzorka (dH/dt), te parcijalna ili ukupna entalpija (AH). Za polisaharide i poliole tijekom
toplinske razgradnje javljaju se dva fenomena: uklanjanje lanaca (engl. chain stripping), sto je
uzrokovano uklanjanjem molekula vode (dehidracija), nakon ¢ega slijedi cijepanje lanca i

raspadanje. Najvazniji ¢imbenici koji utjeCu na termicka svojstva jestivih filmova ukljucuju
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sadrzaj vlage, strukturna svojstva koriStenog polimera, koncentraciju biopolimera i
koncentraciju te vrstu plastifikatora. Plastifikatori smanjuju Tg vrijednost u jestivim filmovima
S$to se moze objasniti teorijom slobodnog volumena tj. slobodnog prostora medu molekulama.
Plastifikatori mogu inducirati kretanje polimerne mreze s veCom udaljenosti izmedu polimernih
lanaca i smanjiti vrijednost T4 poticanjem grupiranja molekula vode, tzv. segmentalna

mobilnost polimernih lanaca (Zibaei i sur., 2021).

Rezultati DSC mjerenja prikazani su na slici 5 i slici 6. Promjene u nagibu osnovne linije
bile su vrlo slabe u svim ciklusima mjerenja, tako da se nije mogla izmjeriti temperatura
staklenog prijelaza ni za kitozan ni za kitozan askorbat. Samo je kitozan u prahu pokazao
endotermni maksimum oko 82,7 °C, pripisan kao temperatura dehidracije, Tq (temperatura
dehidracije) i pripisan je malim koli¢inama vode apsorbirane tijekom rukovanja prije mjerenja
(Kurek i sur., 2012.). Za ostale uzorke nisu se mogli vidjeti vrhovi ispod 100 °C, vjerojatno
zbog kondicioniranja uzorka s niskom RH prije mjerenja (Molnar i sur., 2023). Drugi
endotermni maksimum za kitozan u prahu izmjeren je na 186,8 °C. Temperature prijelaza
promijenile su se nakon formiranja filma i u filmovima na bazi kitozana bile su niZe nego za
kitozan u prahu (156,8 °C za jednostavni film od kitozana i 137,2 °C za K4 te 175,2 °C za K6
film).

U znanstvenoj literaturi ovi endotermni prijelazi poznati su kao temperatura disocijacije
(Tos). Opisuje se kao proces disocijacije medu lan¢anih vodikovih veza kitozana, promjena
faze iz krutog u gumasto stanje i gubitak kristalizacijske vode u GA (Sani Mamman i sur.,
2020.). Kao sto se ocekivalo, ovi vrhovi su nestali u drugom ciklusu zagrijavanja (Chuang 1
sur., 1999). Nesto vise vrijednosti (3 — 4 °C) izmjerene su u KC mjeSavinama. To bi moglo
znaditi da postoji slaba molekularna interakcija izmedu kitozana i C vitamina (askorbinske

kiseline).
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Slika 5. DSC termogram praha kitozana (KO)

1. 25°C/10.0(K/min)/300°C, 2. 300°C/50.0(K/min)/25°C, 3. 25°C/10.0(K/min)/300°C.
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Slika 6. DSC termogram jestivih filmova od kitozana i dodatkom C vitamina; K2,
K4 i K6

K2 - 25°C/10.0(K/min)/300°C, K2 - 300°C/50.0(K/min)/25°C; K4 -
300°C/50.0(K/min)/25°C; K6 - 25°C/10.0(K/min)/300°C, K6 - 300°C/50.0(K/min)/25°C.
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5. ZAKLJUCCI

1.

Filmovi od kitozana s dodatkom vitamina C vece su debljine u odnosu na filmove bez

dodatka vitamina C. Debljina KO =40,83 + 8,759 um u odnosu na K6 =149,87 + 2,18%um.

Propusnost filmova na vodenu paru veca je kod uzoraka s dodatkom vitamina C u odnosu

na uzorke bez dodatka, osim filma K2 koji je imao niZu propusnost. KO =1,96 x 101

m?tstpPal K2=1,78x10 m?’s?tpPal K6=3,63*x10° m's!Pal,

Dodatak vitamina C u filmovima izazvao je porast propusnosti kisika. KO = 0,07° x103

cm®m1d?!bar!, K2 =0,47¢ x103 cm® m? d! bar.

Filmovi s dodatkom vitamina C pokazali su nizu L* vrijednost u odnosu na film bez
dodatka. Filmovi s dodatkom vitamina C pokazali su porast u crvenilu (a*) i zutilu (b*).

Ukupna razlika u obojenosti rasla je slijede¢im redom : K2<K6<K4, i to s vrijednostima

AE(K2) = 30,04 + 4,44°, AE(K4) = 36,595 + 5,612, AE(K6) = 32,01 + 5,67".

Transparentnost filmova smanjivala se porastom koncentracije vitamina C. U odnosu na
film bez dodatka vitamina C (KO) film s najviSom koncentracijom vitamina C (K6) ima
i do 20 puta vetu apsorbanciju. A(600nm)[K0] = 0,08, A(650nm)[K0] = 0,072
A(600nm)[K6] = 1,76°, A(650nm)[K6] = 1,66°.

Topljivost svih uzoraka pokazala se ve¢om u otopini pufera nego u destiliranoj vodi.
Takoder, povecanjem koncentracije vitamina C rasla je i topljivost filma. Film bez
dodatka vitamina C bio je najmanje topljiv. KO - v = 26,06 + 4,44°, KO - p = 31,15 +
2,25°, K6 - v = 51,21 + 8,34°, K6 - p = 64,70 + 4,40%.

Bubrenje svih uzoraka bilo je veée u destiliranoj vodi u odnosu na bubrenje u otopini
pufera. Zbog vece topljivosti filmova s dodatkom vitamina C postajao je i manji
kapacitet za vezanje vode u matriks uzoraka s porastom koncentracije. Izuzetak je film
K2 koji je imao gotovo najnize vrijednosti. KO - v = 143,36 + 27,07%, KO - p = 79,67 +
9,96°, K2 - v =4,12 + 3,96%, K2 - p = 12,02 + 0,03,

Porastom udjela vitamina C u filmogenim otopinama doslo je do smanjenja pH

vrijednosti. pH(KO0) = 4,76 + 0,022, pH(K®6) = 3,53 + 0,014

Temperature prijelaza (DSC termogrami) promijenile su se nakon formiranja filma i u

filmovima na bazi kitozana bile su nize nego za kitozan u prahu. Tg(K0) = 156,8 °C,

Ty(K4) = 137,2 °C, Ty(K6) = 175,2 °C.
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njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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