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1. UvVOD

U prehrambenoj industriji posljednjih godina napravljen je znacajan napredak te je ujedno
uocen trend kontinuiranog rasta u razvoju i proizvodnji proizvoda dobivenih iz biljnih izvora.
Jedan od razloga je sve veca osvijestenost i educiranost potrosaca o pozitivnim djelovanjima
bioaktivnih molekula koje su prisutne u biljnim izvorima. Uz to postoje i skupine potrosaca koje
zahtijevaju prilagodbu sastava hrane zbog zdravstvenih razloga ili Zelje za isprobavanjem novih
okusa i teksture.

Medutim, mnoge bioaktivhe komponente koje se nalaze u biljnim ekstraktima Cesto su
podloZne utjecaju okolisnih uvjeta kao Sto su temperatura, svjetlost, kisik i vlaga. Primjena
bioaktivnih molekula u njihovom prirodnom obliku takoder je ograni¢ena zbog brzog
otpustanja unutar organizma, slabe topljivosti i nedovoljne bioraspolozivosti pa se tako

smanjuje i njihov povoljan utjecaj na zdravlje.

Zbog toga raste potreba za uvodenjem novih tehnologija koje ¢e omoguciti ocuvanje takvih
sastojaka. Metode 3D printanja i inkapsulacije primjenjuju se u svrhu dobivanja funkcionalnih
namirnica. Kontrolirano otpustanje aktivnog sredstva, maskiranje nezeljenih okusa i povecanje
stabilnosti postizu se razli¢itim tehnikama inkapsulacije. U najvaznije fizikalne i kemijske
metode inkapsulacije spadaju suSenje rasprSivanjem, tehnika premaza fluidnim slojem,
emulzifikacija, molekularna inkluzija i koacervacija i njima se mogu dobiti kapsule razli¢itih
veli¢ina i svojstava. S obzirom na to da lipofilne i hidrofilne molekule imaju razli¢itu strukturu i
topljivost im ovisi o matriksu u kojem se nalaze, izbor materijala za oblaganje vazan je kako

bi se njihova bioraspoloZivost povecala.

Osim poboljSanja raspolozivosti funkcionalnih komponenti trendovi u prehrambenoj industriji
nalazu proizvodnju namirnica novih oblika, tekstura i personaliziranih sastava. Tehnologijom
3D printanja proizvode se slozeni oblici uz smanjenje otpadnih materijala i troSkova. Uz to se
omogucuje upotreba alternativnih sastojaka koji uklapanjem u razlicite oblike postaju izgledom

prihvatljiviji potrosacima.

Cilj ovog zavrsnog rada stoga je bio teoretski prouciti najvaznijie metode 3D printanja hrane i
metode inkapsulacije. Tehnologija inkapsulacije provedena je eksperimentalno na biljni
ekstrakt origana kako bi se vidio utjecaj postupka na zadrzavanije fenolnih spojeva u mokrim i
suhim mikrosferama, kao i utjecaj na antioksidacijsku aktivnost i fizikalne parametre tijekom

obrade biljnog ekstrakta origana.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.  Biljni ekstrakti

Ljekovito i aromatsko bilje koristi se kao izvori komponenata s povoljnim utjecajem na zdravlje.
Sekundarni metaboliti biljaka nisu ukljuceni u razvoj biljaka nego sluze za zastitu od nametnika
te se ovisno o kemijskim strukturama dijele na alkaloide, terpenoide, tanine, fenolne spojeve
i ostale. Dijelovi biljaka koji sadrze takve ciljane bioaktivne molekule ili komponente
podvrgavaju se razli¢itim postupcima ekstrakcije uz upotrebu selektivnih otapala pri ¢emu se
ciljane bioaktivhe komponente odvajaju od netopljivih stanicnih dijelova. Takvi produkti biljaka
nazivaju se ekstraktima i mogu biti tekucée, polukrute ili krute konzistencije. Mogu se dobiti
razliCitim metodama ekstrakcije kao Sto su maceracija, dekokcija, infuzija, perkolacija i
ekstrakcija po Soxhletu. (Dekebo, 2019).

NajCes¢a standardna metoda ekstrakcije bioaktivnih termosenzibilnih komponenata je
maceracija. Postupak ukljuuje namakanje biljnog materijala u krupnom ili usitnjenom obliku
u posudi s otapalom, a nakon toga slijedi presanje i filtriranje. Prilikom namakanja i mijeSanja
dolazi do razbijanja stanicne stijenke i oslobadanja biljnog materijala u ekstrakcijski medij
procesom difuzije. Ovaj postupak izvodi se na sobnoj temperaturi u vremenskom periodu od
nekoliko dana, a otapala koja se najcesée koriste ukljucuju vodu, etanol i metanol. Proces se
upotrebljava zbog jednostavnosti i moguénosti koristenja razlicitih biljnih materijala, no
ukljucuje i nedostatke kao Sto su dugo vrijeme ekstrakcije, velika koli¢ina otapala i niski prinos.
Postupak slican maceraciji je infuzija koja se razlikuje od prethodne tehnike u kraéem vremenu
ekstrakcije. Otapalo koje se koristi u infuziji je hladna ili prokuhana voda. Tehnika dekokcije
takoder se odvija po istom principu s razlikom u tome da nije prikladna za termolabilne i

hlapljive spojeve.

Perkolacija je jednostavna tehnika ekstrakcije koja se primjenjuje za osuSene, praskaste
uzorke. Uzorci se potapaju u kipucoj vodi i ekstrahiraju tijekom vremenskog perioda od 2 sata
umjerenom brzinom. Nedostatak metode je koristenje velike koli¢ine otapala pa je potrebno

obratiti pozornost na zbrinjavanje otpadnih materijala.

Ekstrakcija po Soxhletu je kontinuirana, automatska metoda prikladna za osusene, usitnjene
biljne materijale koji su otporni na visoke temperature. Postupak se odvija na nacin da se
uzorak smjesta u poroznu vrecicu napravljenu od filter papira u komori Soxhletovog aparata.

Otapalo se zagrijava u tikvici i potom isparava u vrecicu. Nakon toga dolazi do kondenzacije



otapala i ponovnog kapanja u tikvicu. Prednost u odnosu na maceraciju je koriStenje manje

koli¢ine otapala i veéa ucinkovitost, no povecana je izlozenost zapaljivim otapalima.

Na pravilan odabir ekstrakcijske metode utjecat ¢e Cimbenici kao Sto su kemijska priroda
supstrata i izbor otapala. Prinos ekstrakcije ovisit ¢e o vremenskom periodu tijekom kojeg se
odvija ekstrakcija, temperaturi te omjeru otapala i biljnog materijala. Pove¢anjem temperature
poboljSava se topljivost biljnog materijala, skrauje se vrijeme ekstrakcije i smanjuje se
viskoznost otapala, no mogu¢ je negativan utjecaj kada se primjenjuje na hlapljive,
termosenzibilne spojeve. Usitnjavanje Cestica takoder ¢e dati vedi prinos zbog pojacanog
prodiranja otapala (Azwanida i sur., 2015; Brglez Mojzer i sur., 2016; Jovanovic¢ i sur., 2017;
Zhang i sur., 2018; Dekebo, 2019).

2.2. Origano

Origano (Origanum vulgare L.) je aromatska biljka mediteranskog podneblja iz porodice
Lamiaceae (Yan i sur., 2016). Koristi se kao zacin u hrani, a zbog prisutnih fitokemikalija u
sastavu primjenjuje se i za ublazavanje simptoma respiratornih bolesti, bolesti probavnog
sustava i opcih infekcija. Fitokemikalije su skupina spojeva dobivena iz sekundarnog
metabolizma biljaka cija je glavna funkcija obrana protiv biljnih nametnika, UV zracenja i
oksidativnog stresa. Ovisno o hidrofilnim i hidrofobnim svojstvima, fitokemikalije u origanu
mogu se podijeliti na etericna ulja i fenolne komponente. Najvaznije fenolne komponente
origana su fenolne kiseline i flavonoidi koje imaju izraZzena antioksidativna svojstva. Fenolne
kiseline u strukturi imaju jedan aromatski prsten na kojeg je vezana jedna ili viSe karboksilnih
skupina. Od fenolnih kiselina najzastupljenije su hidroksicinaminske kiseline i
hidroksibenzojeve kiseline. Flavonoidi su skupina spojeva niske molekularne tezine koji se
sastoje od dva benzenska prstena A i B medusobno povezanih s piranskim prstenom C.
Najces¢i flavonoidi u origanu su flavoni, a zatim slijede flavonoli, flavanoni i flavanoli. Glavni
spojevi iz grupa flavonoida i fenolnih kiselina u origanu su apigenin, luteolin, kvercetin i
ruzmarinska kiselina (Altemimi i sur., 2017; Gutiérrez-Grijalva i sur., 2017). Eteri¢na ulja su
hlapljivi biljni metaboliti koji se nalaze u Zljezdanim dlacicama ili u sekretornim Supljinama
stanicnih stijenki i daju biljkama karakteristiCan okus i miris. Prisutna su u liS¢u, stabljikama,
kori, cvjetovima, korijenju i plodovima biljaka. Glavni spojevi u etericnim uljima origana su
karvakrol i timol (Memar i sur., 2017). Na slici 1. prikazan je dijagram najzastupljenijih fenolnih
spojeva i spojeva eteri¢nih ulja u origanu, dok su na slici 2. prikazane strukturne formule

najvaznijih spojeva u origanu.
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Slika 1. Dijagram najzastupljenijih fenolnih spojeva i spojeva eteri¢nih ulja origana
(Gutiérrez-Grijalva i sur., 2017)
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Slika 2. Strukture najvaznijih spojeva u origanu: a) apigenin, b) ruzmarinska kiselina, c)

kvercetin, d) luteolin, e) timol, f) karvakrol (Rothwell i sur., 2016)



S obzirom na to da su aktivnhe komponente origana i ostalih biljnih ekstrakata osjetlljive na
vanjske uvjete, potrebno ih je zastititi primjenom tehnika proizvodnje koje ¢e poboljsati njihovu
bioraspoloZzivost kao Sto su 3D printanje i inkapsulacija. Kako bi bili pogodni za proizvodnju
takvim tehnikama, biljni ekstrakti origana mogu se uklopiti u jestive gelove (Shishir i sur.,
2018).

2.3. Sredstva za geliranje

Dodatak sredstava za geliranje neophodan je za oblikovanje jestivih gelova. Za tu svrhu
primjenjuju se hidrokoloidi; polimeri s visokim sadrzajem hidrofilnih grupa. Imaju svojstvo
proizvodnje viskoznih disperzija te su dobro topljivi u vodi (Dickinson, 2017).

Tvari koje se koriste za oblaganje moraju spadati u biorazgradive GRAS (eng. Generally
recognized as safe) materijale. Kako bi se primijenili za metode inkapsulacije, hidrokoloidi
moraju ispuniti odredene uvjete. Omotac treba zastititi aktivnu tvar od vanjskih utjecaja, ne
smije reagirati s inkapsuliranom tvari i treba stabilizirati inkapsuliranu tvar prilikom skladistenja
i obrade. Dobra svojstva emulgiranja i stvaranja mreze gela su takoder vazna za izbor
materijala kao i funkcionalnost krajnjeg proizvoda (Shishir i sur., 2018). Opisani su neki od

najcescée koristenih hidrokoloida.

> Agar je kompleksna smjesa polisaharida agaroze koja ima svojstva geliranja i
agaropektina koji je zgusnjivac. Ekstrahira se iz crvenih algi rodova Gracilaria, Gelidium
i Gelidiella. Ima termoreverzibilna svojstva; primjenom topline dolazi do disperzije
Cestica i taljenja, a hladenjem nastaju Cvrsti gelovi koji su stabilni na temperaturi do
65 °C (Khalil i sur., 2018).

> Alginat je linearni polimer koji se sastoji od B(1->4)-D-manuronske kiseline i a(1>4)-
L-guluronske kiseline. Povecanjem sadrzaja guluronske kiseline dobivaju se ¢vrséi
gelovi, dok vedi sadrzaj manuronske kiseline daje elasticne gelove. Ekstrahiran je iz
stanicnih stijenki smedih algi i bakterija kao Sto su Azotobacter i Pseudomonas. Na
sobnoj temperaturi ima sposobnost oblikovanja ireverzibilnin gelova u prisutstvu
dvovalentnih iona kao Sto je kalcij (Khalil i sur., 2018).

> Karagenani se svrstavaju u skupinu polisaharida Cija okosnica sadrzi naizmjenicne
B(1->3) i B(1>4) glikozidne veze s galaktozom i 3,6-anhidrogalaktozom. Uglavhom se
sastoje od kalijevih, natrijevih, magnezijevih i kalcijevih soli i imaju moguénost
oblikovanja termoreverzibilnih gelova. Ekstrahirani su iz crvenih algi i razlikuju se tri
oblika ovisno o udjelu estera i svojstvima geliranja: jota, kapa i lambda (Khalil i sur.,
2018; Krempel i sur., 2019).



> Pektin je heteropolisaharid dobiven iz staniCnih stijenki biljaka s okosnicom
sastavljenom od jedinica galakturonske kiseline povezanih a(1->4) glikozidnim vezama.
Molekularna tezina, stupanj esterifikacije i raspored bocnih ogranaka utjeCu na
raznolikost strukture pektina. Niskoesterificirani pektini imaju stupanj esterifikacije
manji od 50 % i geliraju mehanizmom ionotropskog geliranja u prisutstvu dvovalentnih
kationa kao Sto je kalcij. Dodatak Secera i kiselina pomaze u nastanku mreze
visokoesterificiranih pektina na nacin da se lanci pektina zdruzuju formiranjem
hidrofobnih interakcija pri poviSenoj temperaturi. Hladenjem se hidrofobne veze
zamjenjuju vodikovim vezama i tada dolazi do geliranja (Dickinson, 2017; Einhorn-Stoll,
2017).

> Zelatina se dobiva iz Zivotinjskog proteina kolagena, a razlikuju se u rasporedu
aminokiselina. Tijekom proizvodnog postupka zelatine dolazi do promjene konformacije
kolagena; aminokiseline prolin, glicin i hidroksiprolin oblikuju trostruku uzvojnicu
pomocu vodikovih veza na visokim temperaturama. Hladenjem se takva uzvojnica
ucvrscuje i dolazi do stvaranja gela zbog prisutstva vode u zelatinskoj mrezi (Thakur i
sur., 2017).

» Kitozan je prirodni linearni polimer dobiven alkalnom deacetilacijom hitina koji je glavna
komponenta oklopa ¢lankonoZaca i stani¢ne stijenke nekih gljiva. Po kemijskom sastavu
je kopolimer glukozamina i N-acetil-glukozamina povezanih a-(1—4) glikozidnim
vezama. Stupanj acetilacije odreduje klasificira li se polimer kao hitin ili kao kitozan. Pri
stupnju acetilacije manjem od 50 %, polimer je topljiv u vodenim otopinama (ph<®6) i

naziva se kitozan (Vincekovi€ i sur., 2016; Shishir i sur., 2018).
U tablici 1. navedena su sredstva za geliranje dobivena iz razliitih izvora.

Tablica 1. Sredstva za geliranje (Bamidele i Emmambux, 2020)

Skrob, modificirani Skrobovi, maltodekstrini, ciklodekstrini,

celuloza, polisaharidi, kitozan

gluten, kazeini, proteini sirutke, Zelatina

masne kiseline, gliceridi, voskovi, fosfolipidi

ksantan guma, gelan guma, karagenan, alginat, arapska guma,

guar guma




2.4. 3D printanje

3D printanje, takoder poznato kao proces aditivne proizvodnje, tehnologija je koju karakterizira
taloZenje materijala sloj po sloj prema prethodno dizajniranom 3D modelu (Pinna i sur., 2016).
Charles Hull i Scott Crump zapoceli su primjenjivati aditivne tehnologije proizvodnije
stereolitografiju i modeliranje talozenjem 80-tih godina prosSlog stolje¢a. U odnosu na
subtraktivne metode (primjerice mljevenje), aditivne tehnologije razlikuju se po tome Sto nema
gubitka materijala tijekom proizvodnje; prema tome sav se materijal iskoriStava za izgradnju
konacnog proizvoda (Vogt, 2017). Materijali prikladni za 3D printanje raznoliki su pa se tako
objekti mogu izradivati od plastike, metala, gume, smole, papira, drva te komponenti hrane
(Izdebska i Zolek-Tryznowska, 2016).

2.4.1. Postupak printanja

Osnovni postupak 3D printanja sastoji se od nekoliko koraka koji su zajedniCki svim
tehnologijama neovisno o tome koriste li se za printanje hrane ili uporabnih predmeta. Prvi
korak je osmisljavanje 3D modela na racunalu u programima za izradu 3D modela. Jedan od
takvih je CAD program (Computer Aided Design) u kojem model treba biti optimiziran i
napravljen po pravilima za izradu 3D modela kako bi printanje bilo uspjesno. Takav model
zatim je potrebno izvesti u STL datoteku (stereolithography file) prikladnu za razmjenu 3D
podataka. STL datoteka koristi trokute za aproksimaciju povrsine CAD modela i na taj nacin on
se pojednostavljuje kako bi bio pogodan za ispis. Pojednostavljeni model potom se rastavlja
na slojeve u programima za rezanje (slicer programs) te se dobiva datoteka s G kodom kojeg
3D printer prepoznaje. Povecanjem broja slojeva raste rezolucija i kvaliteta printanog objekta.
Tijekom tog procesa 3D printer prima informacije o vaznim parametrima printanja. Takvi
parametri printanja ukljucuju lokaciju ispisa potpornog materijala, visinu i debljinu sloja, izlazni
tlak, izlaznu koli¢inu materijala, koordinaciju kretanja, brzinu kretanja glave pisaca,
temperaturu komore za ispis i vrijeme printanja. 3D objekt se zatim proizvodi na automatizirani
nacin i nakon zavrSetka procesa moze se izravno ukloniti iz 3D printera (Vogt, 2017; Keppner,
2018; Kunc, 2019). Na slici 3. prikazan je opceniti postupak 3D printanja.



CAD 3D STL _ Primjena

model datoteka rezanja
Gkod 3D 3pobjekt
printanje

Slika 3. Opceniti postupak 3D printanja (Hager i sur., 2016)

Tehnologije koje se koriste za 3D printanje hrane ukljucuju: printanje bazirano na ekstruziji,
selektivno lasersko sinteriranje, printanje primjenom vezivnog sredstva i tintni ispis. Neke od
tih tehnologija zahtijevaju podvrgavanje objekta procesima naknadne obrade kao Sto su
uklanjanje potpornih materijala ili dodatak veziva (Izdebska i Zolek-Tryznowska, 2016).

2.4.2. Printanje bazirano na ekstruziji

Printanje bazirano na ekstruziji najéeS¢a je metoda u 3D printanju hrane. Printer se u ovoj
tehnologiji sastoji od ekstrudera koji na dnu spremnika ima mlaznicu. Smjesa se puni u
spremnik i potom istiskuje u slojevima pod pritiskom kroz mlaznicu zagrijanu iznad
temperature taljenja materijala. Neposredno nakon ekstruzije slojevi se medusobno spajaju i
ucvrscuju u 3D strukturu. Moguce je istovremeno koristenje vise ekstrudera kako bi se isprintali
objekti razliCitih svojstava. U slucaju da se Zeli izmijeniti boja krajnjeg proizvoda, koristi se
ekstruder s dvojnim dovodom koji mijeSa materijale razli¢itih boja. Sirovine koje se
upotrebljavaju za printanje ekstruzijom u teku¢em su obliku, a najéesée se koriste ¢okolada,
sir te vocCne i povrtne kasSe. Pretvorba takvih materijala u slozene oblike ogranic¢ena je njihovim
svojstvima bududi da su skloni izobli¢avanju (Izdebska i Zolek-Tryznowska, 2016; Liu i sur.,
2017; Vogt, 2017). Nedostaci tehnologije su dugo vrijeme proizvodnje, raslojavanje i vidljiva

granica izmedu slojeva (Vogt, 2017).

2.4.2.1. Vrste printera

Huang (2018) u tehnologiji 3D printanja hrane na bazi ekstruzije razlikuje tri vrste printera:
Kartezijev, Delta i SCARA sustav.



Zbog jednostavne upotrebe i niskih troSkova najéesce se upotrebljava Kartezijev printerski

sustav u kojem mlaznica za ispis i platforma kontroliraju pokrete u X, y i z smjeru.

Druga vrsta printera za ekstruziju je Delta printerski sustav. U takvom sustavu mlaznica za
ispis postavlja se na sjeciste triju drzaca koji svojim poloZajem kontroliraju njene pokrete.
Brzina Delta printera veca je u odnosu na Kartezijev sustav, ali je takav printer slozeniji za
kalibraciju i prilagodbu. Za printanje termoplastic¢nih niti koriste se pomicni alati, dok se za
ekstruziju paste koriste fiksni alati, a moguée je oblikovanje delta dizajna koji ¢e izmjenjivati

pomicne i fiksne alate.

Printer s robotskom rukom, SCARA (eng. Selective compliance assembly robot arm) sustav,
koristi povezane ruke koje se rotiranjem laktova pomicu u luku, a pomicanje u z smijeru
ostvaruje se prilagodbom ramena na z osi ili pomicanjem platforme za printanje. U tablici 2.

prikazani su primjeri najpoznatijih printera.

Tablica 2. Primjeri najpoznatijih printera (Tan i sur., 2018)

PRIMJERI PRINTERA SIROVINE PREDNOSTI NEDOSTATCI
Cokolada, jednostavno
Procusini 3.0 Dual marcipan, fondan  punjenje spremnika, niski kapacitet
masa magnetska podloga
5 bezi¢no sucelje na ispisuje samo
Choc Creator V2.0 Plus cokolada o .
ploci cokoladu
ekstruder
dvostruki dovod 5
Discov3ry 2.0 Extrusion jestivi gelovi o smjesten u
sirovina

vanjskom kucistu

otvoreni kod

Fab@Home Model 3 paste modularan .
dostupan svima
. . . . . . - printa samo
Barilla Pasta Printer tjestenina jednostavni sastojci _ _
tjesteninu
Zmorph 2.0 Vx paste ispravljanje slojeva  nema zagrijavanja

2.4.2.2. Procesni parametri

Vazan procesni parametar za kvalitetno printanje je razmak izmedu vrha mlaznice i podloge
za printanje. Kada je razmak nedovoljan volumen smijese je prevelik za raspoloziv prostor te

se tako dobiju stisnuti objekti male tocnosti. Prevelik razmak izmedu mlaznice i podloge dovodi
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do kasnjenja prilikom istiskivanja materijala iz ekstrudera pa su objekti takoder smanjene
tocnosti.

Promjer mlaznice joS je jedan od parametara vaznih za uspjeSnu ekstruziju. Nastavak za
mlaznicu treba biti najmanje velicine koja omogucuje dosljednu ekstruziju uz dobivanje objekta
glatke povrsine i visoke rezolucije. Upotrebom nedovoljnog promjera mlaznice, linije su dobre
rezolucije, ali nisu konzistentne i vrijeme ekstruzije se produzuje. Preveliki promjer mlaznice

daje konzistentne linije niske tocnosti.

Brzina ekstruzije takoder se treba uzeti u obzir. Primjenom prevelike brzine ekstruzije uzrokuje
se pucanije niti i prevelik promjer ekstrudiranih niti, a mala brzina ekstruzije daje nestabilnosti

u toku smijese (Liu i sur., 2017).

2.4.2.3. Mehanizmi ekstruzije

Svojstva materijala trebaju biti takva da omogucuju jednostavno istiskivanje kroz mlaznicu,
stabilnost strukture nakon taloZenja, brzo ucvrscivanje slojeva i glatku povrSinu objekta.
Odgovarajuca struktura moze se postic¢i dobrim odnosom elasti¢nosti i viskoznosti ili dodatkom
sredstava za geliranje (Liu i sur., 2017). Prema rijeCima Godoi i sur. (2016), ovisno o
materijalima koji se koriste u procesu ekstruzije, mehanizmi ekstruzije dijele se na ekstruziju

mekih materijala, ekstruziju taljenjem i ekstruziju hidrogelova.

Ekstruzija mekih materijala koristi se za printanje sirovina kao Sto su tijesto, sir i pasteta.
Viskoznost materijala treba biti dovoljno visoka za postizanje samostojecih slojeva objekta i
strukture koja se nece urusavati, ali dovoljno niska da se smjesa moze lagano ekstrudirati iz
mlaznice. Kako bi se dobila odgovarajuca reoloska svojstva proizvoda, mogu se dodati reoloski

modifikatori.

Ekstruzija taljenjem upotrebljava se za printanje proizvoda od ¢okolade na temperaturama
izmedu 28°C i 40°C. S obzirom na to da je kakao maslac glavni sastojak ¢okolade koji ima Sest
razliCitih oblika kristalnih polimorfa, potrebno je izabrati odgovarajuci oblik kako bi se dobila

optimalna svojstva za printanje (tekstura, taljenje i rok trajanja).

Ekstruzija hidrogelova

Za printanje jestivih gelova vazna su reoloska svojstva polimera i mehanizmi formiranja gelova.

Otopina polimera treba imati viskoelasticna svojstva i sposobnost pretvaranja u samostojedi
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gel prije talozenja slojeva. Geliranje se ne smije dogoditi unutar printera, stoga se vrijeme
mehanizama geliranja treba kontrolirati (Godoi i sur., 2016).

Burey i sur. (2008) dijele mehanizme geliranja na ionotropsko geliranje, hladno geliranje i

geliranje pod utjecajem topline.

Ionotropsko geliranje dogada se zbog umrezavanja lanaca hidrokoloida s kationima ili
negativno nabijenim polisaharidima. Primjeri takvih hidrokoloida su alginat, karagenan i pektin.
Ionotropsko geliranje moze se provesti rasprsivanjem iona u otopini hidrokoloida, no tako se
dobije struktura koja nije homogena. Mehanizam se moze odvijati i unutarnjim geliranjem na
nacin da se dodaju inaktivni oblici iona koji uzrokuju geliranje hidrokoloida. Nakon sto je
rasprSivanje inaktivnih iona zavrSeno, promjenom pH dolazi do aktivacije iona. Tim nacinom

sprjecava se prebrzo geliranje koje izaziva nejednaku strukturu.

U metodi hladnog geliranja praskasti hidrokoloidi otapaju se u vodi na poviSenoj temperaturi
te se potom hlade na sobnu temperaturu i oblikuju trodimenzionalnu mrezu gela. Primjeri

takvih sredstava za geliranje su Zelatina i agar.

Geliranje pod utjecajem topline odvija se na nacin da se hidrokoloidi zagrijavaju kako bi se
potaknulo stvaranje trodimenzionalne mreze gela. Primjenom topline dolazi do Sirenja nativne
strukture hidrokoloida i njihovog uredenja u mrezu gela. Ne koristi se ¢esto u prehrambenoj

industriji, a primjer takvog sredstva za geliranje je Skrob.

U jednoj studiji (Cohen i sur., 2009) istrazivalo se koristenje dvaju hidrokoloida: Zelatine i
ksantana zajedno sa sastojcima pogodnima za printanje. Dobiveni su razliciti okusi i teksture,
a upotrebom kompleksnog koacervata formiranog mijeSanjem Zzelatine i ksantana, smjesa je
postala granularna. Kao materijal pogodan za daljnja istrazivanja printanja jestivih gelova
navodi se smjesa alginata s razlicitim omjerima guluronske kiseline i manuronske kiseline i
pektina s razli¢itim stupnjevima esterifikacije. Uvjeti za dobivanje zajednickog gela su niska pH
vrijednost, odsutsvo kalcijevih iona, visoka aktivnost vode i parcijalni pozitivni naboj lanaca

alginata i pektina.

Yang i sur. (2018) istrazivali su dodavanje razli¢itih koncentracija krumpirovog Skroba u
limunov sok kako bi se dobio gel prikladan za 3D printanje. Dodatak Skroba u koncentracijama
17,5 — 20 % rezultirao je prevelikom viskoznoséu gela nestabilne strukture, a pri
koncentracijama 10 — 12,5 % postigla se premala viskoznost gela. Kuhanjem smjese Skroba i
limunovog soka na 86 °C u vremenu od 20 minuta postignuto je bubrenje granula Skroba i
njihovo puknuce prilikom kojeg su oslobodeni amiloza i amilopektin povecali viskoznost smjese.
Nakon hladenja formirao se stabilan gel.
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U jednom od istrazivanja (Derossi i sur., 2018) proucavao se dodatak pektina u mijeSanu kasu
od banane, obranog mlijeka u prahu, limunovog soka i susenih gljiva kako bi se dobio obrok
za djecu. Zakljueno je da je dodatak pektina u koncentraciji od 3,3 % najprikladniji za

modificiranje kase u gel koji se moze printati.

U istrazivanju (Liu i sur., 2018) je kuhano meso (piletina, svinjetina i riba) mehanicki
pomijeSano s vodom te je dodana Zelatina. Zakljuceno je da bez dodatka Zelatine dolazi do
razdvajanja faza Sto dovodi do zacepljivanja mlaznice i loSe kvalitete printanih objekata.

Zelatina omoguce kontinuiranost procesa printanja.

Primjer 3D printera koji se moze upotrebljavati u ekstruziji hidrogelova je Focus 3D Food
Printer tvrtke byFlow. Printer ima mlaznice s otvorima razli¢itih veli¢ina: 0,8 mm, 1,2 mmi 1,6
mm te je prikladan za printanje konditorskih proizvoda, personaliziranih poklona, slozenih

oblika i dekoracija. Na slici 4. prikazan je Focus 3D Food Printer.

|

_[, —F

———
L L

Slika 4. Focus 3D Food Printer (Anonymus, 1)

Drugi primjer printera koji se moze koristiti za dobivanje jestivih gelova je Discov3ry 2.0 sustav
za ekstruziju. Ima dvostruki dovod koji omogucuje mijeSanje dvaju sastojaka u spiralnom
mikseru prije talozenja. Zbog toga je prikladan za mijeSanje sredstava za geliranje i promotora
geliranja, a svaki spremnik moze prihvatiti 60 mL materijala (Tan i sur., 2018).

Iz navedenih primjera moze se zakljuciti da je za 3D printanje jestivih gelova mogu¢ dodatak
raznih sredstava za geliranje. Odabir sredstva ovisit ¢e o sastojcima smjese, temperaturi na
kojoj se odvija mehanizam geliranja i namjeni jestivih gelova. S obzirom na to da se mreza

gela uz dodatak Zelatine ili agara dobiva hladenjem, takvi jestivi gelovi nisu prikladni za
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naknadnu toplinsku obradu i skladiStenje na temperaturi vecoj od temperature taljenja. U
slucaju da se jestivi gel treba podvrgnuti toplinskoj obradi, koristit ¢e se sredstva koja mogu
odrzati stabilan gel na visokoj temperaturi kao Sto je Skrob. pH vrijednost takoder je jedan od
¢imbenika zasluzan za odabir materijala za geliranje, stoga ¢e se alginat koristiti za gelove
stabilne u kiselom mediju. Visokoesterificirani pektini geliraju u prisustvu Secera pa takvi jestivi
gelovi nisu prikladni za osobe koje zbog zdravstvenih razloga moraju paziti na prekomjeran
unos Secera (Tan i sur., 2018).

2.4.3. Tintni ispis

Tintni ispis je metoda koja se moze usporediti s printanjem knjiga u industriji ili dokumenata
kod kuce, s time da se kod primjene takve tehnologije u prehrambenoj industriji koristi jestiva
tinta. Postupak se provodi na nacin da printer Strcaljkom dozira kapljice razli¢itih materijala
koje padaju na podlogu silom gravitacije te se susSe isparavanjem otapala. Tehnologija se
koristi za izradu dvodimenzionalnih slika i ispunjavanje povrSine na hrani kao Sto su kolaci ili
torte jer je tinta niske viskoznosti i teSko se moze odrzati trodimenzionalna struktura predmeta
(Sun i sur., 2015; Izdebska i Zolek-Tryznowska, 2016).

Serizawa i sur. (2012) su u studiji istrazivali printanje jestivih gelova od agara i Zelatine pomocu
E-CHEF printera. Printer se sastoji od injekcije, rasprsivaca i jedinice za kontrolu temperature
kako bi se sprijeCio nastanak nehomogenih dijelova unutar gela. Gelovi se zagrijavaju na
temperaturu od 80 °C kako bi imali potrebnu te¢nost te se potom ispustaju iz Strcaljke. Nakon
toga dolazi do faze hladenja na 0 °C i oblikovanja strukture. Od Zelatine i agara isprintana su
Cetiri jestiva gela razlicite ¢vrstoce u rasponu od 8 kPa do 45 kPa koji su prikladne teksture za
starije osobe s poteSko¢ama gutanja. Gelovi se mogu oblikovati u racunalnom softveru Ge/

Works koji Salje digitalne podatke printeru.

2.4.4. Ostale tehnologije 3D printanja hrane

Tehnologijom selektivnog laserskog sinteriranja spajaju se praskaste sirovine u slozene oblike
u kratkom vremenu. Proces se odvija na nacin da se materijal nanosi na podlogu u vrlo tankom
i jednoliko rasporedenom sloju. Vru¢ zrak ili laser djeluju kao izvor topline koji sjedinjuje Cestice
kre¢udi se podlogom po koordinatama. Sjedinjene Cestice potom oblikuju ¢vrst sloj. Podloga
se spusta nanoSenjem svakog iduceg sloja, a proces se ponavlja dok se ne dobije konacni
proizvod. Praskasti materijal koji se ne iskoristi za dobivanje 3D objekta sluZi kao potpora da

se struktura ne bi urusila i taj se viSak odstranjuje na zavrSetku procesa. Naknadna toplinska
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obrada nije potrebna te je krajnji proizvod odmah spreman za upotrebu (Sun i sur., 2015;
Izdebska i Zolek-Tryznowska, 2016; Liu i sur., 2017).

Printanje primjenom vezivnog sredstva proces je u kojem se slojevi praska spajaju rasprsenim
tekuéim vezivom. Cesto se koristi vodena para kako bi se prasak stabilizirao prilikom
rasprsivanja veziva. Proces se ponavlja dok se ne dobije 3D objekt koji se dalje obraduje, a
viSak praskastog materijala se odstranjuje. Naknadna obrada sluzi poboljSanju povezanosti
slojeva, a postize se primjenom toplinskih metoda kao Sto su suSenje i pecenje. Ovom
metodom mogu se napraviti slozeni i obojani oblici od sastojaka niske cijene u kratkom
vremenu. Medutim, 3D printer za tu tehnologiju je skup, a proizvodi imaju visok udio Secera i

hrapavu povrinu (Sun i sur., 2015; Izdebska i Zolek-Tryznowska, 2016; Liu i sur., 2017).

U tablici 3. prikazana je usporedba tehnologija 3D printanja, njihove prednosti i nedostatci.

Tablica 3. Usporedba tehnologija 3D printanja (Liu i sur., 2017)

tekuce vezivo i

praskaste o
v . o praskasti o
cokolada, tijesto, sirovine bogate . v sirovine male
. v s . . materijali kao sto . .
Sir secerima i v v viskoznosti
. su skrob, secer,
mastima .
proteini
zagrijavanje,
pecenje,
aditivi, kontrola odstranjivanje premazivanje
v . v nema
recepta viska dijelova povrsine,
odstranjivanje
viska dijelova
- . veci izbor
veci izbor . kompleksni 3D . e'c 0 .
y kompleksni 3D - v sirovina, bolja
materijala, . o, oblici, koristenje .
. . oblici, razlicite i e kvaliteta
jednostavni boje, razliciti . .
. teksture " printanja, brza
uredaji okusi i teksture . :
proizvodnja
. - jednostavan
. ogranicene ogranicene .
jednostavan . . dizajn hrane,
o sirovine, sirovine, L
dizajn hrane, . . i . . ) koristi se jedino
. proizvodi manje  proizvodi manje . : .
nestabilna 3D o o zZa ispunjavanje
nutritivhe nutritivne T o
struktura " . " : povrsine ili
vrijednosti vrijednosti

ukrasavanje slika
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2.4.5. Prednosti i nedostatci 3D printanja

Uvodenje tehnologije 3D printanja u prehrambenu industriju dovodi do modernizacije i novih

mogucnosti u usporedbi s tradicionalnim tehnologijama.

Najveca prednost 3D printanja je razvoj personalizirane hrane. Prvi razlog personalizacije
hrane je mogucnost osmisljavanja obroka koji ¢e biti pogodni za osobe s poteSko¢ama gutanja
ili osobe s alergijama. Osim toga personalizacijom hrane mogu se dobiti obroci koji odgovaraju
Zeljama osoba razlicitih prehrambenih navika (primjerice sportasi ili vojnici).

Upotrebom racunala omogucuje se pohranjivanje podataka o prehrambenim navikama
potroSaca pa je tako priprema obroka jednostavnija i sprije¢ena je slucajna kontaminacija
obroka (Izdebska i Zolek-Tryznowska, 2016; Pinna i sur., 2016; Liu i sur., 2017).

Druga prednost je proizvodnja sloZzenih geometrijskih oblika uz ekonomicno koriStenje resursa.
Naime, takvi kompleksni oblici mogu se proizvesti s manje otpadnog materijala jer se
proizvodnja odvija prema prethodno izradenom 3D modelu. Buduéi da se koristi manje
materijala, krace je vrijeme potrebno da oblici ocvrsnu nakon talozenja. Za razliku od toga,

tradicionalne metode koriste viSe materijala za proizvodnju jednostavnijih oblika.

S obzirom na to da se racunalom upravlja proizvodnjom, lanac opskrbe hranom je jednostavniji
i smanjeni su troskovi transporta, pakiranja i distribucije. Prilagodeni prehrambeni proizvodi

na taj su nacin dostupni potrosacu u kraéem vremenu (Pinna i sur., 2016; Liu i sur., 2017).

Uvodenjem tehnologije 3D printanja u prehrambenu industriju omoguéeno je koristenje novih
sirovina kao Sto su alge i insekti koji nisu prikladni za tradicionalne tehnologije zbog izgleda i
teksture. Ovim nacinom te se sirovine mogu preoblikovati u proizvode koje ce izgledom biti
prihvatljive potrosacima i uz to imati povoljan utjecaj na okolis, a zbog svojih dobrih nutritivnih

svojstava utjecat ¢e na zdravlje (Pinna i sur., 2016).

Jedna od mogucénosti je primjena tehnologije 3D printanja u proizvodnji hrane za svemirske
misije. Izazovi kod pripreme hrane u svemiru su dugo vrijeme trajanja misije, smanjen prostor
za skladiStenje namirnica te ogranicene vrste hrane koje se mogu upotrijebiti. Zbog tih razloga
hrana treba imati dug rok trajanja, biti sigurna za upotrebu i imati nutritivnu stabilnost tijekom
misija (Liu i sur., 2017).

Osim mnogobrojnih prednosti tehnologije 3D printanja, postoji i nekoliko nedostataka koje
treba razmotriti. Glavni nedostatak je taj da vecina smjesa nije prikladna za 3D printanje zbog
sastojaka, strukture i teksture. Sastojci imaju razliCita taliSta pa zbog toga toplinska obrada

utjece razli¢ito na njihovu stabilnost. Uz to, oblici nakon printanja trebaju imati sposobnost
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zadrzavanja strukture za daljnju obradu. Tradicionalnim tehnologijama ne mogu se postici
strukture smjesa pogodne za 3D printanje pa se receptura prvo treba prilagoditi moguénostima
printera kako bi bila prikladnija za printanje. No, prilikom preoblikovanja recepture proizvoda
moZze doci do nepozeljnih senzorskih svojstava u odnosu na tradicionalne proizvode (Suni sur.,
2015; Pinna i sur., 2016; Vogt 2017; Growes i Watkins, 2018).

Od ostalih nedostataka isticu se neprikladnost tehnologije za masovnu proizvodnju, dugo
vrijeme proizvodnje i mogucnost povrede autorskog prava prilikom dijeljenja 3D oblika putem
interneta (Vogt, 2017).

2.5. Inkapsulacija

Potrosaci su danas educirani o vaznosti konzumiranja bioaktivnih komponenti pa se tako unutar
prehrambenih proizvoda sve ¢eSce primjenjuju sastojci poput polifenola, vitamina, minerala,
probiotika i enzima. Nedostatak primjene takvih bioaktivnih komponenata je taj da su Cesto
osjetljive na okoliSne uvjete pa u prisutstvu svjetlosti, kisika, vlage i topline dolazi do stvaranja
nepozeljnih senzorskih svojstava i smanjenja stabilnosti proizvoda. Osim toga oksidativnom
degradacijom nastaju slobodni radikala koji mogu imati nepovoljan utjecaj na zdravlje ovjeka.
Zbog tih razloga postoji potreba za ocuvanjem funkcionalnih komponenti, a u tu svrhu moze
se primijeniti metoda inkapsulacije. (Shishir i sur., 2018; Abd El Kader i Abu Hashish, 2020)

Inkapsulacija je tehnologija koja ima Siroku primjenu u farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji. Ovom tehnologijom se krutine, tekucine ili plinoviti materijali pakiraju u zatvorene
kapsule veli¢ine od nekoliko nanometara do milimetara. Tvar koja se nalazi unutar kapsule
moZe biti Cista sirovina ili mjeSavina i naziva se aktivnim sredstvom, dok se materijali za

pakiranje zovu omotaci, kapsule ili sredstva za oblaganje (Shishir i sur., 2018).

2.5.1. Prednosti inkapsulacije

Buduéi da su biljni ekstrakti bogati aktivnim sastojcima ograniCene bioraspolozivosti,
inkapsulacija se koristi kako bi se njihova dostupnost povecala. Kada su takve funkcionalne
komponente u inkapsuliranom obliku, njihova stabilnost tijekom skladistenja i obrade je
povecana te su manje podloZne utjecaju okoliSnih uvjeta. Zastitom bioaktivnih tvari od svjetla,
vlage i kisika produzuje se rok trajanja prehrambenog proizvoda i smanjuje se isparavanje
hlapljivih tvari. Uz to inkapsulacijom je omoguceno postizanje kontroliranog otpustanja pa tako

biline komponente mogu dospjeti unutar probavnog sustava bez prijevremenog gubitka
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aktivnih svojstava. Inkapsulacijom se takoder mogu promijeniti fizikalna svojstva poput
teksture, topljivosti i protocnosti kako bi se olakSala upotreba. Pritom je omoguéeno koristenje
sastojaka koji bi inaCe medusobno reagirali te maskiranje nezeljenog okusa i mirisa hrane. Uz
navedene prednosti postupak inkapsulacije ima i povoljan utjecaj na okoliS zbog smanjenja
toksicnih produkata (Shishir i sur., 2018; Abd El Kader i Abu Hashish, 2020). U tablici 4.

prikazani su primjeri bioaktivnih komponenti i prednosti njihova inkapsuliranja.

Tablica 4. Primjeri bioaktivnih komponenata i prednosti njihove inkapsulacije (Abd El Kader i

Abu Hashish, 2020).
Bioaktivhe komponente
Bojila
Arome

Antioksidansi

Antimikrobne tvari

Bioaktivni peptidi

Bioaktivni lipidi

Vitamini

Minerali

Probiotici

Primjeri
karotenoidi, flavonoidi
citrusna ulja, prirodni

ekstrakti
tokoferoli, karotenoidi,

flavonoidi, fenoli

eteri¢na ulja

mlijecni, mesni i biljni
peptidi
-3 masne kiseline,
linolenska kiselina

vitamini A, D, E,

Zeljezo, kalcij

bakterije mlijecne kiseline

Prednosti inkapsulacije
poboljSano uklapanje u
vodeni medij, bolje
skladistenje, bolja kontrola

otpustanja i ucinkovitost

bolja kompatibilnost s
matriksom, bolje
skladistenje, smanjena
kemijska degradacija,
maskiranje nezeljenih okusa
smanjena degradacija, bolja
kontrola otpustanija,
smanjenje gorkog okusa
poboljSano uklapanje u
vodeni medij, smanjena
kemijska degradacija, bolja
kontrola otpustanja
prevencija nezeljenih
kemijskih reakcija, bolja
bioaktivnost

poboljSana odrZivost
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2.5.2. Vrste kapsula

Ovisno o tehnikama inkapsulacije mogu se dobiti kapsule koje se morfoloski mogu podijeliti na

mononuklearne, multinuklearne, kapsule s vise materijala za oblaganja i matrikse.

Mononuklearne kapsule sastoje se od jedne jezgre u tekuéem ili ¢vrstom obliku koja sacinjava
10% - 90% volumena kapsule i jednog materijala za oblaganje. Multinuklearne kapsule
najcesce su koristeni oblik kapsula u prehrambenoj industriji zbog toga Sto se viSe bioaktivnih
komponeti moze inkapsulirati unutar jednog omotaca, a to smanjuje troskove proizvodnje.
Takve kapsule sadrze nekoliko jezgri s razlic¢itim aktivnim sredstvima koje se mogu inkaspulirati
kombinacijom viSe tehnika inkaspulacije. Svaka jezgra prvo se oblaze jednim materijalom za

oblaganje prije inkapsulacije u zajednicki materijal za oblaganije.

Kako bi se poboljsala svojstva bioaktivnih spojeva unutar kapsula, moguce je koristenje vise
materijala za oblaganje. Kombinacijom viSe omotaca postize se kontrolirano otpustanje
aktivnog sredstva i bolja interakcija sredstva za oblaganje i jezgre. Posljednji tip kapsula su
mikrosfere u kojima je aktivna komponenta jezgre jednoliko rasporedena u materijalu za

oblaganje (Bamidele i Emmambux, 2020).

Osim prema obliku kapsule se razlikuju i veli¢inom. U prvu skupinu pripadaju mikrokapsule
veli¢ine od 0,2 pm do 5000 um. To je najcesca velic¢ina kapsula i dobiva se razlicitim metodama
inkapsulacije poput susenja rasprSivanjem, premaza fluidnim slojem, ekstruzijom,
koacervacijom. Mikrokapsule vece od 5000 um dobivaju se tehnikom koekstruzije, dok se
nanokaspule manje od 0,2 um dobivaju inkapsulacijom inkluzijom (Abd El Kader i Abu Hashish,

2020). Na slici 5. prikazane su razlicite vrste kapsula.

qu(‘ac' Jezgre Omyac Omotadi

Mjesavina
Jezgra 3 .
jezgre i

omotaca

\ (. ] | )
Y b !
Mononuklearne i multinuklearne Kapsule s vise Mikrosfere

omotaca
kapsule

Slika 5. Vrste kapsula (Urbas i sur., 2017)
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2.5.3. Tehnike inkapsulacije

Abd EI Kader i Abu Hashish (2020) razlikuju tri metode inkapsulacije:

1. fizikalni postupci: susenje rasprsivanjem, tehnika premaza fluidnim slojem, hladenje
rasprSivanjem, inkapsulacija ekstruzijom, kokristalizacija

2. fizikalno — kemijski postupci: isparavanje otapala, zarobljavanje liposomima,
koacervacija

3. kemijski postupci: medufazna polimerizacija, molekularna inkluzija.

U nastavku su opisane neke od najvise koristenih metoda inkapsulacije.

2.5.3.1.  Susenje rasprsivanjem

SuSenje rasprsSivanjem najcesée je koriStena tehnika inkapsulacije u proizvodnji praskastih
materijala, aglomerata i granula. Proces se odvija na nacin da se materijal za oblaganje otapa
u vodi uz dodatak emulgatora te se dodaje aktivho sredstvo. Nastala emulzija se potom
homogenizira primjenom visokog tlaka. Nakon toga smjesa se atomizira mlaznicom u susilici
za rasprsSivanje. Primjenom topline dolazi do isparavanja vode iz atomizirane smjese te se
nastale osuSene Cestice prikupljaju. Primjeri materijala koji se mogu inkapsulirati susenjem
rasprSivanjem su arome, proteini, enzimi, sladila, ulja i antibiotici (Abd El Kader i Abu Hashish,
2020).

2.5.3.2. Inkapsulacija ekstruzijom

Inkapsulacija ekstruzijom je tehnika u kojoj se otopina biopolimera propusta kroz mlaznicu u
drugu otopinu prilikom ¢ega dolazi do geliranja (Shishir i sur., 2018). Kao materijali za
oblaganje Cesto se koriste Skrob, alginat, ciklodekstrini i arapska guma, a inkapsulirati se mogu
kapljice ulja, arome, vitamini i probiotici. Prednost je kontinuirano izvodenje procesa, produljen
rok trajanja proizvoda i niski troskovi. Postupak se odvija na poviSenoj temperaturi u kratkom
vremenu pa nije prikladan za termolabilne spojeve (Bamidele i Emmambux, 2020).

2.5.3.3. Tehnika premaza fluidnim slojem

Tehnika premaza fluidnim slojem metoda je inkapsulacije koja se sastoji od tri stupnja:
nukleacije, prijelaza i rasta Cestica. Proces se odvija na nacin da se u komori za oblaganje krute
Cestice prvo suspendiraju te se na njih rasprSuju kapljice materijala za oblaganje. Nakon
isparavanja kapljica dobivaju se mikrocestice (Abd El Kader i Abu Hashish, 2020).
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2.5.3.4. Koacervacija

Tehnikom koacervacije odvajaju se hidrokoloidi iz poCetne otopine. Nastali koacervat taloZi se
oko aktivnog sastojka koji je suspendiran ili emulgiran u istoj otopini. Prilikom jednostavne
koacervacije koristi se samo jedan materijal za oblaganje, dok se sloZzena koacervacija temelji
na interakcijama izmedu dva suprotno nabijena polimera. Tvari za oblaganje koje se najvise

koriste su zelatina, pektin, alginat i guma arabika (Abd El Kader i Abu Hashish, 2020).

2.5.3.5. Emulzije

Emulzije se koriste kao sustavi za inkapsulaciju mnogih lipofilnih, hidrofilnih i amfifilnih tvari
zbog visoke ucinkovitosti i kemijske stabilnosti molekula tijekom procesa. Sastoje od dviju
tekucih faza koje se ne mijeSaju, nego su rasprsene jedna u drugoj. Lipofilni spojevi mogu se
inkapsulirati u emulziji tipa ulje u vodi, dok se spojevi topljivi u vodi poput polifenola
inkapsuliraju u emulzijama tipa voda u ulju. (Lu i sur., 2016; Abd El Kader i Abu Hashish,
2020).

2.5.3.6. Inkapsulacija inkluzijom

Bioaktivne komponente mogu se inkapsulirati inkluzijom koriStenjem ciklodekstrina;
oligosaharida cilindricne strukture dobivenih iz Skroba. Ciklodekstrini su sastavljeni od vise
ostataka glukoze i dijele se na a, B i y oblike medu kojima je najrasprostranjeniji B oblik.
Molekule se sastoje od vanjskog hidrofilnog dijela koji poboljSava topljivost ciklodekstrina u
vodi i unutarnjeg hidrofobnog dijela koji stvara inkluzijske komplekse s nepolarnim
molekulama. Primjeri inkapsuliranih komponenti ukljucuju polifenole, vitamine, fitosterole i
nezeljene komponente poput kolesterola, mikotoksina i raznih alergena (Dos Santos i sur.,
2017).

2.5.3.7.  Liposomi

Liposomi su koloidne cestice sastavljene od lipidnog dvosloja s hidrofilnim glavama i
hidrofobnim repovima koji djeluje kao polupropusna membrana. Formiraju se hidrofilno-
hidrofobnim reakcijama izmedu fosfolipida i molekula vode. Takva svojstva omogucuju
liposomima da inkapsuliraju materijale topljive u vodi, mastima ili amfifilne materijale, a
primjeri takvih molekula su antocijanin, lutein, kvercetin i vitamini. Liposomi mogu posjedovati
jedan ili viSe lipidnih dvosloja, pri ¢emu viSeslojni liposomi omogucuju vecu stabilnost

bioaktivnih spojeva i bolju kontrolu otpustanja aktivne tvari (Shishir i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci

Tijekom ovog istrazivanja koriSten je osuseni, usitnjeni origano (Origanum vulgare L.) tvrtke
Suban d.0.0., Samobor. Izmjerena srednja veli¢ina Cestica origana bila je promijera
d (0.5) < 297.345 ym. Uzorci origana skladisteni su u polietilenskim vrecama na tamnom i

suhom mjestu do ekstrakcije.

3.1.2. Reagensi

Upotrijebljeni su sljededi reagensi: Folin-Ciocalteu reagens, natrijev karbonat, metanol, natrijev
alginat, kalcijev klorid, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal, pufer 0,2 M NaHCO3 i 0,06 M
Na3CsHsO7 x 2H,0 (pH=8,3).

Sok od jabuke napravljen je od tekuéeg koncentrata s vodom i kalibriran je na 11,2 °Bx prema
nacionalnom propisu iz Pravilnika o vo¢nim sokovima i njima sli¢nim proizvodima namijenjenim

za konzumaciju (Pravilnik, 2013).

3.1.3. Laboratorijski uredaji i pribor

Uredaiji:
e Biichi inkapsulator (Biichi Encapsulator B-390, Biichi Labortechnik AG, Svicarska)
e analizator vlage (Moisture analyzer - PMB, Adam Equipment, SAD)
e orbitalna mijesalica (0S-20 BioSan, Ltd., Latvija)
e Mastersizer 2000 uredaj (Malvern Instruments, Worcestershire, Velika Britanija)
e spektrofotometar (Shimadzu UV/Vis 1700, Shimadzu Suzhou Instruments, Kina)
e analititka vaga (Precisa 100A — 300M, Precisa Gravimetrics AG, Svicarska)

e vorteks (Vortex Genie 2, Bender & Hobein AG, évicarska)

Stakleno posude: menzure, kivete, odmijerne tikvice, ¢ase, epruvete, lijevak, stakleni Stapic,

Petrijeve posudice, staklene posude, pokrovno stakalce, pipete

Ostali pribor: automatske pipete, plasticne kivete (50 mL), magneti¢ za mijeSanje, pinceta,

stalak za epruvete, filter papir, gaza, aluminijska folija
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3.2. Metode rada

3.2.1. Priprema ekstrakata

U staklenu ¢asu od 100 mL izvagan je 1 g osusenog i usitnjenog uzorka origana, a u menzuru
je stavljeno 50 mL destilirane vode. Uzorak origana promijeSan je s destiliranom vodom u
staklenoj ¢asi na magnetskoj mijesalici tijekom 9 minuta. Nakon isteka vremena mijeSanja
ekstrakt origana profiltriran je kroz stakleni lijevak s filter papirom te je pohranjen u plasti¢ne
kivete. Postupak je proveden pri sobnoj temperaturi.

3.2.2. Inkapsulacija

U ekstrakt origana dodaje se natrijev alginat (1,5 %, m/v) i takva otopina propusta se kroz
inkapsulator (Biichi Encapsulator B-390, Biichi Labortechnik AG, Svicarska) (slika 6). Na
magnetsku mijeSalicu stavlja se otopina kalcijevog klorida (1 %, m/v)) u koju kapa
pripremljena otopina natrijevog alginata. U prisutstvu dvovalentnih kalcijevih iona alginat
stvara mrezu gela pa na taj nacin nastaju mikrosfere s omotaCem od kalcijevog alginata.
Mikrosfere se ostavljaju u otopini kalcijevog klorida na magnetskoj mijesalici tijekom razdoblja
od sat vremena kako bi imale ¢vrS¢u strukturu. Nakon toga mikrosfere se ispiru destiliranom
vodom i filtriraju. Postavke inkapsulatora podeSene su tako da je otvor mlaznice velicine 0,08
mm, frekvencija iznosi 1600 Hz, pritisak mlaznice je 660 mbar, a plin dusik je pod pritiskom
od 2 bara (Juric¢ i sur., 2019).

Slika 6. Inkapsulator (Blchi Encapsulator B-390)
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3.2.3. Otpustanje polifenola iz mikrosfera

Izvagano je 20 g mokrih mikrosfera i stavljeno je u 50 mL otapala (voda ili sok). Tijekom
vremenskog perioda u trajanju od 30 minuta otopina je mijeSana na magnetskoj mijesalici.
Uzeti su alikvoti od 100 L otopine nakon 30 sekundi, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20i 30
minuta. Postupak je ponovljen za suhe mikrosfere s omjerom 0,5 g mikrosfera otopljenih u 50
mL vode. Alikvoti otopine suhih mikrosfera su, osim u navedenom vremenskom periodu, uzeti
i nakon 60, 90 i 120 minuta. Alikvoti su koriSteni u metodi odredivanja ukupnih polifenola i za
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom.

3.2.4. Metoda odredivanja udjela ukupnih polifenola

Metoda se temelji na principu kolorimetrijske reakcije fenolnih spojeva i ostalih reducirajucih
supstanci s Folin-Ciocalteovim reagensom koji je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske
kiseline. U redoks reakciji nastaju volframovi oksidi i molibdenovi oksidi plave boje koji su
proporcionalni  koncentraciji polifenola. 1z takve kolorimetrijske reakcije moze se
spektrofotometrijski odrediti ukupan sadrzaj polifenola prema intenzitetu plave boje (Lamuela-
Raventds, 2018).

Postupak se odvija na nacin da se u epruvetu dodaje 0,1 mL uzorka otopine inkapsuliranog
ekstrakta origana, 7,9 mL destilirane vode i 0,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa razrijedenog s
vodom u omjeru 1:2. Reakcija zapocinje dodatkom 1,5 mL natrijevog karbonata (20 %, m/v)
u otopinu koja se potom vorteksira. Postupak je isti za slijepu probu, a umjesto uzorka koristi
se 0,1 mL otapala. Epruvete s uzorcima ostavljaju se na sobnoj temperaturi tijekom 2 sata
kako bi se reakcija odvila u potpunosti, a zatim se pomocu spektrofotometra mjeri apsorbancija
plavog obojenja u odnosu na slijepu probu pri valnoj duljini od 765 nm. Izmjerene vrijednosti
apsorbancije i poznate koncentracije galne kiseline zatim se koriste se u izradi bazdarnog
dijagrama. Iz dobivene jednadzbe pravca potom se izraCunavaju koncentracije ukupnih
polifenola koje se izraZzavaju u mg ekvivalenata galne kiseline po litri ekstrakta (mg GAE/L)

(Vincekovic i sur., 2019). Sva mjerenja napravljena su u duplikatu.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Antioksidacijski kapacitet odreduje se reakcijom uzorka sa stabilnim DPPH radikalom. DPPH se
reducira u otopini metanola pri ¢emu dolazi do smanjenja apsorbancije (Vincekovi¢ i sur.,
2019).
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Postupak se provodi tako da se u epruvetu dodaje 3,9 mL otopine DPPH (0,094 mmol) i 100
ML uzorka otopine inkapsuliranog ekstrakta origana te se nastala otopina vorteksira. Reakcija
se odvija 30 minuta na sobnoj temperaturi u mraku te se potom mjeri smanjenje apsorbancije
na 515 nm. Postupak je ponovljen za slijepu probu prilikom ¢ega se umjesto uzorka koristi
metanol. Bazdarni dijagram izraduje se pomocu poznatih koncentracija Troloxa i izmjerenih
vrijednosti smanjenja apsorbancije. 1z dobivene jednadzbe pravca izraCunava se
antioksidacijski kapacitet izrazen u ekvivalentima Troloxa po litri ekstrakta (umol ET/L)
(Vincekovi€ i sur., 2019). Sva mjerenja napravljena su u duplikatu.

3.2.6. Odredivanje sadrzaja vlage u mikrosferama

Mokrim mikrosferama origana odreden je sadrzaj vlage (SV). Odredena masa uzorka
podvrgnuta je suSenju putem uredaja koji analizira vlagu (Moisture analyzer - PMB, Adam
Equipment, SAD). Mikrosfere su zagrijavane na 131 °C i suSene do konstantne mase. Osusenim
uzorcima potom je izvagana masa i izraCunat je sadrzaj vlage pomocu jednadzbe u kojoj me
predstavlja poCetnu masu mikrosfera, a m; predstavlja konacnu masu mikrosfera. Mjerenja su

napravljena u triplikatima (Juri¢ i sur., 2020).

my—m,

SV (%) =

x 100 /1/

Z

3.2.7. Ucinkovitost inkapsulacije

Postotak ucinkovitosti inkapsulacije odreden je kao omjer sadrZaja ukupnih fenola (ymk) unutar
mikrosfera u odnosu na pocetnu koli¢inu ukupnih fenola u ekstraktu (yuk). Mjerenja su

napravljena u triplikatima (Vincekovic i sur., 2016).

Ul (%) = Vy’UL: x 100 12/

3.2.8. Kapacitet punjenja

Kapacitet punjenja definiran je kao koncentracija fenolnog sadrzaja u mikrosferi. Postupak se
odvija tako da se 1 g mokrih mikrosfera otopi u 10 ml pufera 0,2 M NaHCO3z i 0,06 M NazCsHs0;
x 2H,0 pri pH pufera 8,3. Otopina se promijeSa na orbitalnoj mijesalici (0S-20 BioSan, Ltd.,
Latvija) postavljenoj na 160 okretaja/min na sobnoj temperaturi u vremenskom periodu od 60
minuta. Mjerenja su ponovljena tri puta. Prosje¢an rezultat svih mjerenja prikazan je kao

ukupni fenoli 1 g mikrosfere u 10 mL pufera te je zatim pretvoren u ekvivalent ukupnih fenola
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za 20 g mikrosfera u 50 mL pufera koji je bio poCetni omjer mase i volumena za mjerenje

oslobadanja polifenola. Rezultat je izrazen u mg GAE/L (Vincekovic i sur., 2016).

3.2.9. Stupanj bubrenja

50 mg suhih mikrosfera rasprseno je u staklenoj boci s 10 mL destilirane vode te je ostavljeno
na sobnoj temperaturi u vremenskom razdoblju od tri sata kako bi mikrosfere nabubrile. Nakon
bubrenja mokre mikrosfere obrisane su filter papirom kako bi se uklonila vlaga priljepljena na
njihovoj povrsSini te su potom izvagane. Odreden im je stupanj bubrenja (SB) pomocu
navedene jednadzbe u kojoj We predstavlja masu nabubrenih mikrosfera, a Wy predstavlja
pocetnu masu mikrosfera. Mjerenja su ponovljena tri puta (Vincekovic i sur., 2016).

SB (%) = “E=0

0

/3/

3.2.10. Mjerenje veli¢ine Cestica

Veli¢ina mikrosfera odredena je koristenjem uredaja Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Worcestershire, Velika Britanija) koji se sastoji od disperzijske jedinice Hydro 2000S. Postupak
se provodi na nacin da se 0,5 g mikrosfera rasprsi u 5 mL vode na sobnoj temperaturi te se
doda u disperzijsku jedinicu. Ultrazvucna disperzija provodi se dvije minute uz mijeSanje kako
bi se omogucilo neovisno rasprsivanje Cestica. Mjerenja su provedena u triplikatima. Dobiveni
parametri raspodijele veli¢ine &estica (RVC raspon) uklju¢uju najmanju veli¢inu Cestica d (0,1),
srednju velicinu Cestica d (0,5) i najvecu veliCinu Cestica d (0,9) (BelSCak-Cvitanovi¢ i sur,
2016).

d (0,9)—-d(0,1)
d(0,5)

RVCraspon = 14/
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Rezultati ovog rada obuhvacali su praéenje otpustanja polifenola iz mokrih i suhih mikrosfera
origana u vodi i soku, odredivanje udjela ukupnih polifenola, odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta mikrosfera ekstrakta origana putem DPPH metode te odredivanje fizikalnih

parametara. Svi rezultati obradeni su pomoc¢u programa Microsoft Office Excel 2016.
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Slika 7. Otpustanje ukupnih fenola iz mokrih mikrosfera ekstrakta origana u vodi i soku

Na slici 7. praceno je otpustanje ukupnih polifenola iz mokrih mikrosfera u vodi i soku tijekom
30 minuta. Vrijednosti koncentracije polifenola vece su u soku nego u vodi zbog toga Sto sok

od jabuke prirodno sadrzi polifenole.
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Slika 8. Antioksidacijski kapacitet mokrih mikrosfera ekstrakta origana u vodi i soku
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Slika 8. prikazuje antioksidacijski kapacitet mokrih mikrosfera u vodi i soku. Vrijednosti
koncentracija u skladu su s vrijednostima iz prethodnog grafa koji prikazuje otpustanje ukupnih
polifenola u vodi i soku, stoga je i u ovom grafu antioksidacijski kapacitet veci u soku nego u
vodi.
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Slika 9. Kumulativno otpustanje ukupnih fenola iz mokrih mikrosfera ekstrakta origana u vodi

i soku

U grafu na slici 9. prac¢eno je kumulativno otpustanje ukupnih fenola iz mokrih mikrosfera kako
bi se u postotcima vidjelo nakon kojeg vremenskog perioda dolazi do potpunog otpustanja.
Izmjerena je srednja apsorbancija soka od jabuke koja je iznosila 0,225 te je oduzeta od
ukupne vrijednosti apsorbancije kako bi se prikazalo kumulativno otpustanje fenola bez
utjecaja matriksa. Iz grafa se moze vidjeti da otpustanje polifenola zapocinje brze u soku nego
u vodi zbog interakcije polifenola u mikrosferama i polifenola prisutnih u soku. Nakon 30
sekundi u vodi se otpustilo 12,98 % ukupnih polifenola, dok se u soku nakon istog vremena
otpustilo 53,04 % ukupnih polifenola. Nakon brzog pocetnog rasta, otpustanje polifenola
postalo je stabilno i u vodi i u soku. U 3. minuti moze se primijetiti preklapanje krivulja i
stabilizacija otpustanja polifenola u vodi i soku. Vrijednost otpustanja polifenola u vodi u 3.
minuti je 94,71 %, dok je u soku 93,91 %. Maksimalno otpustanje polifenola u vodi u odnosu
na kapacitet punjenja postignuto je u 15-o0j minuti, dok je u soku maksimalno otpustanje
ostvareno u 30-0j minuti. Otpustanje polifenola iz mokrih mikrosfera provedeno je unutar
vremenskog razdoblja od 30 minuta, a iz grafa se moze zakljuciti da je u tom vremenu doslo
do stabilizacije krivulje.

27



12

- -~

y (mg GAE/L)

0 20 40 60 80 100 120
t (min)

Slika 10. Otpustanje ukupnih polifenola iz suhih mikrosfera ekstrakta origana u vodi

Na slici 10. praéeno je otpustanje ukupnih polifenola iz suhih mikrosfera u vodi. Vidljivo je da
nakon 30 minuta ne dolazi do stabilzacije koncentracije otpustenih polifenola kao kod mokrih
mikrosfera, stoga je otpustanje provedeno tijekom duljeg vremenskog perioda. Nagli porast
koncentracije dogada se do 10. minute (koncentracija tad iznosi 5,70 mg GAE/L) te nakon

toga dolazi do postepene stabilizacije. Nakon 120 minuta koncentracija otpustenih polifenola
postala je stabilna.
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Slika 11. Antioksidacijski kapacitet suhih mikrosfera ekstrakta origana u vodi

Slika 11. pokazuje antioksidacijski kapacitet suhih mikrosfera u vodi. Krivulja prati vrijednosti
iz prethodnog grafa pa se tako nagli porast antioksidacijske aktivnosti dogada do 10. minute
(koncentracija iznosi 0,571 pmol TE/L). Nakon toga dolazi do postepene stabilizacije krivulje.
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Prema dobivenim rezultatima moZe se zakljuciti da se otpustanje polifenola dijeli u dvije faze.
Prvu fazu karakterizira nagli porast koncentracije polifenola u vodi ili soku i moze se objasniti
naglim otpustanjem polifenola koji se nalaze na povrsini omotaca od alginata. Nakon toga
slijedi stabilna, sporija faza otpustanja polifenola. Mreza kalcijevog alginata je porozna i
omogucava produljeno otpustanje polifenola u teku¢em mediju koje je rezultat difuzije
(BelS¢ak-Cvitanovic i sur. 2016).

Tablica 5. Fizikalni parametri

Fizikalno-kemijski parametri Rezultati
Kapacitet punjenja (mg GAE/L) 9,24
Udio vlage (%) 97,42 + 0,30
Stupanj bubrenja (%) 97,53 + 14,18
Ucinkovitost inkapsulacije (%) 89,56
d(0,1) (um) 169,85 + 4,16
d(0,5) (um) 316,73 £ 5,18
d(0,9) (um) 518,54 +14,94
RVC raspon 1,10 + 0,04

U tablici 5. prikazani su fizikalni parametri mikrosfera ekstrakta origana. Rezultat kapaciteta
punjenja pokazuje da je maksimalna koncentracija polifenola u mokrim mikrosferama 9,24 mg
GAE/L, a udio vlage u mokrim mikrosferama iznosi 97,42 %. Suhe mikrosfere imaju stupanj
bubrenja 97,53 + 14,18 %. Zbog toga Sto suhe mikrosfere prvo trebaju proci korak bubrenja

u vodi, otpustanje polifenola je sporije.

Ucinkovitost inkapsulacije iznosi 89,56 %. Iz dobivenog rezultata moze se zakljuciti da je u

filtratu izgubljeno 10,44 % ukupnih polifenola Sto oznacava visoku ucinkovitost inkapsulacije.

Postignuti rezultati raspodijele veli¢ine Cestica pokazuju da 10 % cestica ima promjer manji od
169,85 + 4,16 pm, a 90 % cestica ima promjer manji od 518,54 +14,94 um. Promjer d(0,5)
pokazuje da 50 % Ccestica ima promjer manji od 316,73 £ 5,18 ym i oznacava prosjecnu
veli¢inu Cestica. U odnosu na veli¢inu mlaznice koja iznosi 80 um, prosjecna veli¢ina Cestica je
3,96 puta veca. Vrijednost raspona raspodjele velicine Cestica iznosi 1,10 + 0,04 Sto ukazuje
na to da su mikrosfere homogene i jednoliko rasporedene.
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5.

ZAKLIJUCAK

1. Mikrosfere su imale visoku ucinkovitost inkapsulacije ukupnih polifenola iz ekstrakta

origana (89,56 %).

. Otpustanje polifenola iz mokrih mikrosfera dogada se unutar nekoliko minuta u vodi ili

soku (nakon 3. minute otpustanje u vodi iznosi 94,71 %, dok u soku iznosi 93,91 %).
S obzirom na takva svojstva mokre mikrosfere mogle bi se koristiti u prehrambenim
proizvodima koje potrosaci konzumiraju neposredno nakon pripreme. Iako pokazuju
brzo otpustanje polifenola u soku i vodi unutar nekoliko minuta, zbog svoje teksture
nisu prikladne za izravnu upotrebu u napitcima. Kako bi se omogucdila njihova upotreba,
mokre mikrosfere mogle bi se staviti u filter vreice i potom se namoditi u vodi ili soku.
Tekstura mokrih mikrosfera mogla bi biti prednost u tehnologiji instant proizvoda koji
se pripremaju uz dodatak vode. Primjer takvih proizvoda su instant zobene kase,
instant kukuruzna krupica ili Zitne pahuljice s dodatkom mjeSavine voca. Mokre
mikrosfere bi pritom trebale biti pohranjene u ambalazu koja ¢e zadrzavati potreban
sadrzaj vlage.

U odnosu na mokre mikrosfere suhe mikrosfere sporije otpustaju bioaktivne spojeve u
vodi (nakon 120 minuta otpustanje polifenola je i dalje prisutno). Takve mikrosfere
prikladne su za upotrebu u prehrambenim proizvodima koji se pripremaju s vodom i ne
konzumiraju se neposredno nakon priprave. Primjer takvih proizvoda bili bi napitak od
chia sjemenki ili hladno pripremljena kava (eng. cold brew). Uz to potroSaci danas Cesto
koriste termos boce koje imaju sposobnost zadrzavanja topline ili hladnoée napitka
kako bi ga mogli konzumirati tijekom produljenog razdoblja. Suhe mikrosfere punjene
u filter vreCice mogle bi se koristiti za takve proizvode. Ukoliko se upotrebljavaju u
vruéim napitcima, omotac mikrosfera treba imati sposobnost odrZzavanja mreze gela na
poviSenoj temperaturi. Osim u prehrambenim proizvodima suhe mikrosfere mogle bi

se primijeniti i u kozmetickim proizvodima.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujemn da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden.
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