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1. UVOD

Potrosaci su sve svjesniji vaznosti nutritivno vrijednih obroka te opcenito pozitivnog utjecaja
pravilne prehrane na zdravlje, ali Cesto se dogada da zbog ubrzanog nacina Zivota ne
konzumiraju tri glavna i uravnoteZena obroka svakodnevno. Snack proizvod, koji je
prvenstveno namijenjen konzumaciji izmedu glavnih obroka, sve ¢eS$¢e postaje zamjena za
obrok. Upravo zbog toga sve je veci interes potrosaca za snack proizvodima koji su obogaceni
raznim nutrijentima vaznima za odrzavanje ljudskog zdravlja. U proizvodnji nutritivno
obogacenih prehrambenih proizvoda sve je popularnije iskoriStavanje nusproizvoda u
proizvodnji hrane. Nusproizvod odredenog procesa proizvodnje u prehrambenoj industriji
ponovno se iskoriStava jer predstavlja vazan izvor mikro- i makronutrijenata i bioaktivnih tvari
te zbog globalnog nastojanja da se otpad od hrane svede na minimum. Prilikom
konvencionalnih postupaka prerade zitarica nastaje znacajna koli¢ina nusproizvoda, a jedan od
najvaznijih nusproizvoda u procesu mljevenja pSenice u rafinirano pSeni¢no brasno su pSenicne

posije.

PSeni¢ne posije ¢ine oko 25 % mase samljevene pSenice i obuhvacaju vanjski dio zrna pSenice
koji se sastoji od vanjskog i unutarnjeg perikarpa, sjemene ovojnice, hijalinskog i aleuronskog
sloja (Javed i sur., 2012; Prickler i sur., 2014). PSeni¢ne posije sadrze znacajnu koli¢inu
prehrambenih vlakana, mineralnih tvari, vitamina, polifenola i drugih bioaktivnih spojeva
(Pruckler i sur., 2014; Hemdane i sur., 2016). Posije su dosad koriStene uglavnom za prehranu
stoke, ali zahvaljujuci spoznajama o visokovrijednom nutritivnom sastavu i pozitivnom u¢inku
konzumacije pSeni¢nih posija na ljudsko zdravlje, na trZiStu raste broj proizvoda u koji su
dodane pSenicne posije s ciljem nutritivnog obogacivanja prehrambenog proizvoda. Upotreba
pSeni¢nih posija u prehrambenoj industriji predstavlja izazov zbog znacajne aktivnosti enzima
polifenol oksidaze koji izaziva nepoZzeljno posmedivanje proizvoda. U¢inak enzima polifenol
oksidaze nastoji se smanjiti raznim tretmanima uz $to manji negativni ucinak na bioaktivne

spojeve posija.

U prehrambenoj industriji sve vise se razvija tehnologija trodimenzijskog (3D) tiska koja je
takoder poznata kao aditivna tehnologija. 3D tisak u prehrambenoj industriji potencijalno pruza
brojne prednosti kao §to su mogucénost personalizirane hrane, Sirenje izvora prehrambenih
sirovina, stvaranje novih tekstura i proizvodnje malih serija te proizvodnja slozenih oblika koji
se ne mogu proizvesti rucno ili upotrebom kalupa (Sun i sur., 2015b; Liu i sur., 2017; Severini

i sur., 2018). U 3D tiskanju hrane trenutno se koriste Cetiri tehnike tiskanja: tisak na principu
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ekstruzije, tisak sa selektivnim sinteriranjem, tiskanje primjenom vezivnog sredstva i tintni
tisak (Pérez i sur., 2019). Glavniizazovi 3D tiskanja hrane su: 1) preciznost tiska i ponovljivost
oblika 2) produktivnost procesa tiskanja 3) istovremeno tiskanje proizvoda u vise razlicitih

boja, okusa i tekstura.

U ovom radu cilj je istraziti razli¢ite inovativne tehnologije obrade pSeni¢nih posija i mogucnost
primjene obradenih posija u smjesi za izradu 3D tiskanog shack proizvoda na principu
ekstruzije. Istrazit ¢e se utjecaj tretmana ultrazvukom visokog intenziteta, mikrovalnim
vakuumskim kuhanjem i pulsiraju¢im svjetlom na pSeni¢ne posije s naglaskom na smanjenje
aktivnosti polifenol oksidaze uz ocuvanje ukupnih polifenolnih spojeva i antioksidacijske
aktivnosti posija. Takoder, ispitat ¢e se promjena svojstava boje 3D tiskanih oblika nakon
tiskanja i nakon pecenja, dimenzije nakon peéenja te preciznost tiska i ponovljivost oblika u

ovisnosti 0 broju punjenja iste smjese i u ovisnosti 0 procesu obrade posija.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SNACK PROIZVOD

Snack proizvod se definira kao hrana koja se konzumira izmedu glavnih obroka — dorucka,
rucka i vecere (McCharthy, 2001). Zbog ubrzanog nacina zivota, sve manje ljudi jede tri glavna
obroka dnevno te ih ¢esto zamjenjuju s razli¢itim snack proizvodima tijekom dana. Snack
proizvodi se mogu podijeliti u nekoliko skupina : 1) snack proizvodi prve generacije u koje se
ubrajaju prirodni proizvodi kao §to su orasasti plodovi, krumpirov ¢ips 1 ispucane kokice, 2)
snack proizvodi druge generacije u koje je uklju¢ena vecina snack proizvoda poput snack
proizvoda od jednog sastojka, proizvoda jednostavnog oblika poput Cipsa od kukuruza/tortilja
Cipsa, flips poizvoda i svih direktno ekspandiranih snack proizvoda, 3) tre¢a generacija snack
proizvoda koji se jo$ nazivaju poluproizvodi ili peleti, a u njih se ubrajaju snack proizvodi od

vise sastojaka koji se kuhaju ekstruzijom (Riaz, 2016).

......

svijeta raste potraznja potroSaca za specificnim karakteristikama snack proizvoda kao Sto su
smanjen udio masti, soli i SeCera, te vec¢i udio prehrambenih vlakana i bioaktivnih tvari (Crofton

i Scannell, 2020).

Veéina snack proizvoda moze se ubrojiti u skupinu gotove hrane (engl. ,,ready-to-eat-foods*)
koja je sve popularnija medu potroSa¢ima zahvaljujuéi prikladnosti za konzumaciju i
pojednostavljenoj pripremi (Brennan i sur., 2013). Uredbom (EZ) br. 2073/2005 gotova hrana
definirana je kao hrana koju je proizvoda¢ namijenio izravnoj prehrani ljudi bez potrebe za
kuhanjem ili nekom drugom obradom ucinkovitom za uklanjanje ili smanjivanje na prihvatljivu

razinu mikroorganizama od interesa.

2.1.1. Nutritivno obogaceni snack proizvodi

Povecéanjem interesa potrosaca prema zdravijoj i odrzivoj prehrani te nastojanjem prehrambene
industrije da poboljSa 1 proSiri portfelj nutritivno obogacenih 1 ,,zdravijih® prehrambenih
proizvoda, proizvodaci snack proizvoda su usmjereni k preformuliranju postojecih receptura i
da osmisle §to vise novih i odrzivih alternativa postoje¢im snack proizvodima (Crofton i
Scannell, 2020). Na slici 1 prikazani su neki od nutritivno obogaéenih snack proizvoda

namijenjenih djeci.



2 Egg Whites
4 Almonds

5 Cashews
1Date

No Bad Stuff

Slika 1. Primjer nutritivno obogacenih snack proizvoda sa svjetskog trziSta namijenjenih djeci

(Anonymus 1, 2020)

Istrazivanje o snack proizvodima na bazi zitarica (Crofton i sur., 2013) pokazalo je potrebu
potroSaca za nutritivno obogacenim (,,zdravijim®) snack proizvodima smanjene kalorijske
vrijednosti, smanjenog udjela masti, soli 1 Seera, te visokog udjela cjelovitih Zitarica, zobi,
posija, orasastog voca, sjemenki i bobicastog voca (borovnice, brusnice, goji bobice i drugo).
Takoder se navodi kako takva vrsta snack proizvoda ne bi trebala sadrzavati umjetna bojila,
arome 1 zasladivace. Jedan od najvecih trendova u kategoriji ,,zdravijih* snack proizvoda jest
istrazivanje i razvoj inovativnih snack proizvoda od Zitarica s dodatkom specifi¢nih nutritivnih
i funkcionalnih sastojaka poput cjelovitih Zzitarica, prehrambenih vlakana, antioksidansa i

omega-3 masnih kiselina (Dean i sur., 2007; Crofton i sur., 2013).

2.1.2. Zobeno brasno

Zob je vrsta zitarica ¢ijem uzgoju najvise pogoduje umjerena klima (Sterna i sur., 2015), a
pozornost privlaci zbog visokog udjela prehrambenih vlakana i fitokemikalija (Rasane i sur.,
2015). Postoji oko 70 razlic¢itih vrsti zobi od kojih je najpopularnija Avena sativa L., poznata i
kao bijela zob (Rasane i sur., 2015). Zob se tradicionalno koristila za prehranu stoke dok se u
novije vrijeme sve vise primjenjuje u prehrani ljudi zahvaljuju¢i porastu svijesti o njenim
korisnim uéincima na ljudsko zdravlje (Chauchan i sur., 2018). Samo zrno zobi je u velikoj
mjeri neprobavljivo pa se obraduje na razliCite nacine (usitnjavanje u zobene pahuljice,
mljevenje u brasno i sli¢no) kako bi se omogucila $to veca probavljivost nutritivno vrijednih

spojeva prisutnih u zobi (Decker i sur., 2014).



Zob sadrzi visok udio proteina, lipida, mineralnih tvari i prehrambenih vlakana od kojih su
posebno znacajni f-glukani (Singh i sur., 2013). p-glukan je u vodi topljivo prehrambeno
vlakno koje se sastoji od neSkrobnih polisaharida, odnosno linearnih polimera glukoze
povezanih $-(1-4) i f-(1-3) glikozidnim vezama. Prema Uredbi (EU) br. 1160/2011 dnevni unos
najmanje 3 g S-glukana iz zobi dovodi do snizavanja kolesterola u krvi i time se smanjuje rizik
od razvoja koronarnih bolesti srca. Takoder pomaze u regulaciji glukoze u krvi §to predstavlja
vazan Cimbenik kod prehrane osoba oboljelih od dijabetesa (Butt i sur., 2008). Prema
izvjeS¢ima o uc¢inku zobi na ljudsko zdravlje, postoji Sirok opseg potencijalne primjene zobi u
pripremi razli¢itih nutraceutika i funkcionalne hrane te u bezglutenskoj prehrani osoba oboljelih
od celijakije (Butt i sur, 2008; Chauhan i sur., 2018).

2.2. PSENICNE POSIJE

PSeni¢ne posije, koje se nazivaju i pSeni¢nim mekinjama, ¢ine vanjski dio zrna pSenice i
predstavljaju glavni nusproizvod procesa mljevenja zrna psenice (Onipe i sur., 2015). Posije se
uglavnom koriste kao sto¢na hrana, no interes za njihovom upotrebom u prehrambenoj
industriji raste zahvaljujuéi vrlo dobrim nutritivnim svojstvima. Procjenjuje se da se godisnje
proizvede oko 90 milijuna tona pseni¢nih posija namijenjenih ljudskoj prehrani (Onipe i sur.,
2015). Broj prehrambenih proizvoda s dodanim pSeni¢nim posijama je od 2001. do 2011.
godine narastao sa 52 na otprilike 800 proizvoda. Uz to, najveéi udio prehrambenih proizvoda
na trzi$tu u koje se dodaju pSeni¢ne posije ¢ine grupa pekarskih proizvoda i proizvoda od
zitarica (Priickler i sur., 2014). PSeni¢ne posije se najéeSé¢e dodaju kao izvor prehrambenih

vlakana u pekarskim proizvodima, przenoj hrani i Zitaricama za doruc¢ak (Hossain i sur., 2013).

Na slici 2 je prikazana grada pSeni¢nog zrna, a 25% njegove mase otpada na pSeni¢ne posije.
U sastav pSeni¢nih posija ulaze vanjski i unutarnji perikarp, aleuronski i hijalinski sloj, te
sjemena ovojnica (Priickler i sur., 2014). Slojevi vanjskog i unutarnjeg perikarpa su bogati
netopljivim vlaknima kao Sto su celuloza, ksilani i lignini, te fenolnim kiselinama 1 drugim
bioaktivnim tvarima (Sapirstein, 2016). Aleuronski sloj je bogat lignanima i proteinima sa
uravnotezenim udjelom aminokiselina, vitaminima i mineralnim tvarima, bioaktivnim tvarima,
fitinskom kiselinom, antioksidansima, te pridonosi povecanju funkcionalnosti proizvoda od

zitarica s dodanim pseni¢nim posijama (Onipe i sur., 2015).
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Slika 2. Grada pseni¢nog zrna (Brouns i sur., 2012)

2.2.1. Nutritivna vrijednost i sastav pSeni¢nih posija

Prema Priickler i sur. (2014), pSeni¢ne posije sadrze otprilike 12 % vode, 13-18 % proteina,
3,5 % masti i 56 % ugljikohidrata. PSeni¢ne posije predstavljaju bogat izvor prehrambenih
vlakana i drugih bioloski aktivnih tvari kao Sto su arabinoksilani, B-glukani, alkilresorcinol,
fenolne kiseline, lignani, tokoferoli, karotenoidi i fitosteroli (Priickler i sur., 2014; Belobrajdi¢
i Bird, 2013; Hemdane i sur., 2016). Vrsta i koli¢ina bioaktivnih tvari u pSeni¢nim posijama
se razlikuje s obzirom na sortu pSenice te geneticke i okolisne faktore koji utjeu na pSenicu

tijekom uzgoja (Hossain i sur., 2013).

Iako zasad nije u potpunosti razjasnjeno, klini¢ka i epidemioloska istrazivanja pokazuju da je
konzumacija hrane bogate cjelovitim Zitaricama povezana sa smanjenjem rizika za razvoj
bolesti kao S§to su rak crijeva, dijabetes, pretilost i kardiovaskularne bolesti najvjerojatnije
zahvaljuju¢i fitokemikalijama (fenolne kiseline, steroli, alkilresorcinoli, vitamin E, minerali) i

vlaknima koja se nalaze u posijama (Andersson i sur., 2014; Prackler i sur., 2014).

Budu¢i da ukupni udio prehrambenih vlakana u pSeni¢nim posijama iznosi izmedu 36 1 52%
(Song i sur. 2013), pseni¢ne posije predstavljaju bogat i ujedno jeftin izvor prehrambenih
vlakana (Onipe i sur., 2015). Oko 10 % komercijalno proizvedenih pseni¢nih posija koristi se
kao izvor netopljivih prehrambenih vlakana u Zitaricama za dorucak i pekarskim proizvodima
(Song i sur., 2013). Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) odobrila je dvije zdravstvene
tvrdnje za hranu obogacenu vlaknima koja sadrzi vecu koli¢inu vlakana podrijetlom iz

pSeni¢nih posija (mekinja) (minimalno 6 g vlakana na 100 g proizvoda) (Uredba (EU) br.



1924/2006) : ,,Vlakna pSeni¢nih mekinja doprinose ubrzanju prolaska crijevnog sadrzaja“ i
,»Vlakna pSeni¢nih mekinja doprinose povecanju volumena stolice (Uredba (EU) br.
432/2012).

Antioksidacijska svojstva pSenice prvenstveno se pripisuju visokom sadrzaju fenolnih spojeva,
uglavnom alkilresorcinolu i hidroksicimetnim kiselinama, koji su koncentrirani u frakciji
bioaktivnih spojeva u pSeni¢nim posijama (Anson i sur., 2012) te se pojavljuju u slobodnom ili
vezanom obliku (Verma i sur. 2008). Fenolne kiseline, koje su derivati cimetne i benzojeve
kiseline, predstavljaju najkompleksniju skupinu fitokemikalija koja prevladava u posijama
zitarica (Onipe i sur., 2015). Glavni derivati hidroksicimetne kiseline su ferulinska, sinapinska
i p-kumarinska kiselina, a prisutni su i derivati benzojeve kiseline kao $to su vanilinska i

siringinska kiselina (Priickler i sur., 2014).

2.3. ENZIMI PSENICNIH POSIJA

PSenica sadrzi znacajnu koli¢inu enzima iz razli¢itih enzimskih razreda od kojih je veéina
koncentrirana upravo u pS$eni¢nim posijama (Every i sur., 2006). U pSeni¢nim posijama se
nalaze sljedece skupine enzima : hidrolaze (a- amilaze, f-amilaze, peptidaze, endoksilanaze,
ksilozidaze), oksidoreduktaze (lipoksigenaze, peroksidaze, askobat-oksidaze, dehidroaskorbat-
reduktaze, polifenol oksidaze, superoksid dismutaze) i izomeraze (protein-disulfid izomeraze)
(Hemdane i sur., 2015). Razina enzima prisutnih u posijama ovisi o razli¢itim parametrima, kao

Sto su nain mljevenja, sorta 1 fizioloski stadij jezgre (Every i sur., 2002; Dornez 1 sur, 2006.)

2.3.1. Polifenol oksidaza

Polifenol oksidaza (PPO) (1,2-benzendiol-kisik oksidoreduktaza) je generi¢ki naziv za grupu
enzima Kkoji kataliziraju oksidaciju fenolnih spojeva pri ¢emu nastaje pigment melanin (Felton
i sur., 1992; Cukelj Musta¢ i sur., 2019) te zbog toga dolazi do nepoZeljnog posmedivanja
pSeni¢nih proizvoda zbog kojeg Cesto dolazi do negativne percepcije takvih proizvoda od strane

kupaca (Hemdane i sur., 2015).

Polifenol oksidaza katalizira hidroksilaciju monofenola u o-difenole i oksidaciju o-difenola u
0-kvinone koji reagiraju s razli¢itim funkcionalnim grupama kao §to su amini, tioli i fenoli pri
¢emu dolazi do formiranja kompleksnih obojanih spojeva (Niu i sur., 2014). Do posmedivanja

prehrambenih proizvoda dolazi zbog nastanka kompleksnih smedih pigmenata koji se nazivaju



melanini, a kataliticke reakcije polifenol oksidaze utjeGu i na okus, teksturu i nutritivnu

vrijednost proizvoda (Yoruk i Marshall, 2007).

2.4. ULTRAZVUK

Ultrazvuéni valovi su zvuéni valovi s frekvencijama ve¢im od 16 kHz. U prehrambenoj
industriji se primjenjuju ultrazvuéni valovi niskog i visokog intenziteta. Ultrazvuk niskog
intenziteta karakterizira snaga manja od 1 W/cm? i frekvencija 5 - 10 MHz, te se koristi u
analiticke svrhe za odredivanje sastava, strukture ili viskoznosti hrane, pritom ne izazivajuci
fizicko oStecenje materijala. S druge strane, ultrazvuk visokog intenziteta karakterizira snaga
izmedu 10 do 1 000 W cm i frekvencija 20 — 100 kHz te zbog velike snage kojom djeluje na
materijal izaziva njegova fizicka oste¢enja kao i odredene kemijske reakcije na kojima se
zasniva primjena ove tehnike u razli¢itim procesima prerade i konzerviranja hrane (Lelas, 2006;
Herceg i sur., 2009).

Ultrazvuk se ubraja u netoplinske metode obrade, a predstavlja inovativnu tehnologiju koja
nudi veliku brzinu i u¢inkovitost procesa, kvalitetniji proizvod zbog zadrzavanja njegovih
prirodnih karakteristika (tekstura, hranjiva vrijednost, organolepti¢ka svojstva) i produzeni rok
trajanja (Bhargava i sur., 2021). Proces obrade ultrazvukom prvenstveno ovisi 0 parametrima
koji su povezani s ultrazvu¢nim uredajem, snazi, frekvenciji, valnoj duljini i amplitudi vala te

se proces moze optimizirati ovisno o Zeljenom ucinku (Pingret i sur., 2013).

2.4.1. Mehanizam djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta

Ultrazvuéni  valovi visokog intenziteta 1 niske frekvencije okarakterizirani su kao
destabliziraju¢i jer izazivaju znacajan ucinak na fizikalna, biokemijska i mehanicka svojstva
prehrambenih proizvoda (Bhargava i sur., 2021). Glavni ucinci Sirenja takvog akusti¢nog vala
kroz medij pripisuju se pojavi prijelazne kavitacije (slika 3) sto ukljucuje stvaranje, rast i raspad
(implozija) malih mjehurica u teku¢ini kao rezultat fluktuacije tlaka jer je svaki element
volumena izlozen razli¢itom tlaku (Vidi¢ i sur., 2011). Kolaps, odnosno implozija svakog
kavitacijskog mjehuri¢a djeluje kao ,,zariSna toCka“ koja generira energiju za povecanje
temperature i tlaka (Rastogi, 2011) stvarajuci pritom mikropodru¢ja s ekstremno visokom
temperaturom (5 500 °C) i visokim tlakom (10* — 10° kPa) (Herceg i sur., 2009).



v vrijeme
S

I o o -
' Y Y " v .
v Y 20 Fon ;o I
5 \ ' SN )
\ ; . ! \ ’ " ¢ " '
\ h s I ‘ . \ !
3 0 - p
g h s ' ) s
* ¢ i ! . ‘ n ;
v s
‘
;
: .
N i !

Zratni tlak

&

Stabilna kavitacija .. Oﬂ-s'.. ':_O .:*.:., O JR— ,‘."':

Nastajanje Rast mjehuri¢a Smanjivanje mjehurica
uslijed negativnog uslijed pozitivhog pritiska
pritiska

s RS pucanje
Prijelazna kavitacija .. [o) ’ . O: : mijehuri¢a

Slika 3. Prikaz stabilne i prijelazne kavitacije (Kuijpers, 2002)

2.4.2. Primjena ultrazvuka visokog intenziteta u prehrambenoj industriji

Ultrazvuk se primjenjuje za homogenizaciju, mijeSanje, ekstrakciju, Kristalizaciju,
fermentaciju, otplinjavanje te inaktivaciju mikroorganizama i enzima (Kiani i sur., 2011). Lelas
(2009) navodi da je vjerojatno najrasirenija upotreba ultrazvuka u procesima ekstrakcije
razlicitih organskih komponenti iz biljnih sirovina, a primjena metode nalazi se u tome S$to
ultrazvuéni valovi ostecuju stani¢ne stjenke biljnih materijala ¢ime se olakSava ulaz otapala u

materijal i povecava efikasnost izmjene mase.

Tretman iskljucivo ultrazvukom ili tretman ultrazvukom u kombinaciji s termickim metodama
obrade pokazao se efikasnim za inaktivaciju industrijski vaznih enzima kao S§to su
lipoksigenaza, peroksidaza, polifenol oksidaza i drugi enzimi, a samostalni ucinak ultrazvuka
na inaktivaciju enzima ovisi 0 koncentraciji enzima, temperaturi, pH vrijednosti i sastavu
medija na koji djeluje (O'Donnell i sur., 2010). Habus i sur. (2021) su istrazivali utjecaj veli¢ine
Cestica pSeni¢nog posija i tretmana ultrazvukom visoke frekvencije (vrijeme tretmana i
amplituda vala) na aktivnost polifenol oksidaze prisutne u pSeni¢nim posijama te su dokazali
da se kombinacijom optimalne mikronizacije (usitnjavanje Cestica) i tretmana ultrazvukom
visokog intenziteta uspjesno inaktiviralo do 93 % enzima PPO. Utjecaj tretmana ultrazvukom
u kombinaciji s antioksidansima - askorbinskom kiselinom ili glutationom na enzimsko
posmedivanje sirovih rezanaca od cjelovitog zrna pSenice uzrokovano aktivnosc¢u enzima PPO
pokazao je znacajnu ucinkovitost u odrzavanju stabilnosti boje 1 poboljSanju ukupne kvalitete

rezanaca od integralnog pSeni¢nog brasna (Niu i sur., 2014).



2.5. MIKROVALNO ZAGRIJAVANJE

Dr. Percy Spencer je 1945. godine patentirao mikrovalno zagrijavanje hrane koje se relativno
brzo populariziralo u kuc¢anstvima iako je sama tehnologija bila primarno namijenjena vojnim
potrebama (Tewari, 2007). Mikrovalno zagrijavanje postalo je popularno u obradi hrane
zahvaljujuci sposobnosti postizanja visoke brzine zagrijavanja, znac¢ajno skra¢enom vremenu
kuhanja, ujednacenijem zagrijavanju, sigurnosti upotrebe 1 jednostavnosti rukovanja i

odrzavanja uredaja (Chandrasekaran i sur., 2013).

Mikrovalovi su elektromagnetski valovi ¢ija frekvencija iznosi izmedu 300 MHz 1 300 GHz; u
kucanstvu se koriste mikrovalni uredaji koji uglavnom koriste frekvenciju od 2 450 MHz dok

mikrovalni sustavi namijenjeni industrijskoj upotrebi najcescée koriste frekvencije od 915 1 2

450 MHz (Datta i Davidson, 2000.).

2.5.1 Mehanizam djelovanja mikrovalnog zagrijavanja

Mikrovalno zagrijavanje odredenog materijala uzrokovano je sposobnoS$¢u materijala da
apsorbira mikrovalnu energiju i pretvori je u toplinu (Chandrasekaran i sur., 2013). Zagrijavanje
mikrovalovima u osnovi uklju¢uje dva mehanizma: dielektri¢ni i ionski mehanizam (Lovri¢,

2003).

Prisutnost vlage ili vode u namirnici uzrokuje dielektricno zagrijavanje zbog dipolarnog
karaktera molekule vode. Tijekom djelovanja oscilirajuceg elektri¢cnog polja na molekule vode,
ove trajno polarizirane dipolarne molekule pokuSavaju se poravnati u smjeru elektri¢nog polja
(Slika 4). Zahvaljujuéi visokoj frekvenciji elektri¢nog polja, molekule se poravnavaju otprilike
milijun puta u sekundi §to dovodi do medusobnog trenja molekula i posljedi¢nog stvaranja
topline. Mikrovalno zagrijavanje takoder se dogada zbog oscilacijske migracije iona u
namirnici kojom se stvara toplina u prisutnosti visokofrekventnog osciliraju¢eg elektricnog

polja (Datta i Davidson, 2000).

Namirnice koje sadrze znatnu koli¢inu vode pogodne su za dielektri¢no zagrijavanje jer imaju
vec¢i koeficijent pretvorbe energije elektromagnetskih valova u toplinu (Lovri¢, 2003).
Dielektricna svojstva odredene namirnice ili hrane na mikrovalnim frekvencijama ovise o
kemijskom sastavu, sadrzaju vlage, temperaturi i nasipnoj gusto¢i namirnice te o frekvenciji

primijenjenog elektri¢nog polja (Tewari, 2007).
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Slika 4. Poravnavanje dipolarnih molekula u smjeru djelovanja elektri¢nog polja (Zhang i

sur., 2015)

2.5.2. Mikrovalno vakuumsko zagrijavanje

Procesi obrade mikrovalovima u prehrambenoj industriji sve ¢escée se kombiniraju s vakuumom
jer uspostava podtlaka, odnosno djelomiénog vakuuma pridonosi brzem isparavanju vode pri
temperaturama nizima od temperature vrenja, a time i kra¢i vremenski interval obrade (Song i
sur., 2018). Zahvaljujuéi uklanjanju zraka do postizanja odredenog stupnja vakuuma, sprije¢ava
se proces oksidacije spojeva prisutnih u tretiranoj namirnici ¢ime se zadrzava boja, tekstura i
okus namirnice (Chandrasekaran i sur., 2013). Tijekom tretmana mikrovalnim vakuumskim
zagrijavanjem, koji se provodi pri niZoj temperaturi u odnosu na mikrovalno zagrijavanje pri
atmosferskom tlaku, dolazi do ocuvanja antioksidacijskih spojeva (npr. polifenolni spojevi)
prisutnin u tretiranoj namirnici (Song i sur., 2018). Takoder upotrebom mikrovalnog
vakuumskog zagrijavanja smanjenje se mogucnost stvaranja zagorjelih mjesta na povrsini
tretiranih proizvoda i poboljSava se energetska ucinkovitost procesa (Zhang i sur., 2007).
2.5.3. Primjena mikrovalnog zagrijavanja pri atmosferskom i snizenom tlaku u prehrambenoj
industriji

Termicka obrada prehrambenih proizvoda tehnologijom mikrovalova stekla je veliku
popularnost zahvaljuju¢i sposobnosti brzog i volumetrijskog zagrijavanja, a nekoliko studija je
pokazalo da je koriStenjem mikrovalnog zagrijavanja u usporedbi s konvencionalnim
zagrijavanjem postignut veci ili jednak stupanj ocuvanja boje, bioaktivnih spojeva i1
antioksidatijske aktivnosti (Zhou i sur., 2016). Tewari (2007) navodi da su glavne primjene
mikrovalnog zagrijavanja u obradi hrane sljedece: zagrijavanje, (pred)pecenje, temperiranje,

blanSiranje, pasterizacija i sterilizacija, suSenje i suSenje smrzavanjem. Mikrovalno
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zagrijavanje se takoder koristi za inaktivaciju odredenih enzima u namirnicama kako bi se
smanjio njihov nepoZzeljni u€inak na namirnicu tijekom obrade i skladistenja. U istrazivanju
utjecaja mikrovalnog zagrijavanja na inaktivaciju enzima polifenol oksidaze, peroksidaze i
pektin-metil esteraze u pireu Kivija kojeg su proveli Benlloch-Tinoco i sur. (2013), pokazano je
da su navedeni enzimi uspjesno inaktivirani na Zeljenu razinu te je vo¢ni pire kivija nakon

obrade bio stabilan sa poboljSanim antioksidacijskim kapacitetom.

U istrazivanju Zhang 1 sur. (2007) mikrovalno vakuumsko zagrijavanje pokazalo je prednosti
mikrovalnog zagrijavanja pred konvencionalnim metodama zagrijavanja (brzo zagrijavanje,
visoka uc¢inkovitost), ali i poboljSanu energetsku ucinkovitost procesa, sprjecavanje nastajanja
izgorjelih podrucja na povrsini i bolju hrskavost slanih kriSaka mesa ribe Sarana u odnosu na
tretman mikrovalnim zagrijavanjem pri atmosferskom tlaku. Renna i sur. (2017) su istrazivali
ucinkovitost kombiniranog ,,sous vide* kuhanja i mikrovalnog kuhanja za inaktivaciju patogena
iz hrane u cikoriji spremnoj za jelo (engl.“ready-to-eat-food*). ,,Sous vide* kuhanje predstavlja
metodu kuhanja pod vakuumom pri ¢emu se sirove namirnice prije toplinskog tretmana umetnu
u toplinski stabilne vrecice te se vakuumiraju i zavare (Schellekens, 1996). Renna i sur. (2017)
zakljuéili su da mikrovalna obrada hrane u vakuum pakovanju predstavlja ,,tehnologiju u
nastajanju“ jer omogucuje oCuvanje kvalitete namirnice i nutritivno vrijednih spojeva u
namirnici uz postizanje zeljenog antimikrobnog ucinka u kraéem vremenu u odnosu na

konvencionalno kuhanje.

2.6. PULSIRAJUCE SVJETLO

Upotreba tehnologije pulsirajuéeg bijelog svjetla u svrhu inaktivacije mikroorganizama
zapocinje 1970-tith godina u Japanu, a veci interes za primjenu u prehrambenoj industriji
pojavljuje se 1996. godine kada je Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (FDA) odobrila
koriStenje tehnologije pulsirajuéeg svjetla za tretiranje hrane i preporucila uvjete primjene
(Rimac Brnci¢, 2009). Obrada hrane pulsiraju¢im svjetlom predstavlja jednu od novijih
netermalnih tehnologija koja se koristi kao alternativa tradicionalnim toplinskim procesima
obrade hrane kako bi tretirana namirnica bila $to sigurnija za upotrebu bez znacajnog gubitka
nutritivne vrijednosti (John i Ramaswamy, 2018). Takoder, pulsirajuce ultraljubic¢asto (UV)
svjetlo pokazuje brojne prednosti pred upotrebom kontinuiranog UV svjetla zahvaljujuéi vecoj
sposobnosti penetracije zraCenja, nize potro$nje energije te vecoj efikasnosti i brzini

inaktivacije mikroorganizama (Oms — Oliu i sur., 2010).
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Osnovu tehnologije pulsirajué¢eg svjetla ¢ini upotreba vrlo kratkih bljeskovi svjetla jakog
intenziteta, Sirokog spektra od UV-podrucja do infracrvenog podrucja; UV spektar (100-400
nm), spektar vidljivog svjetla (400-700 nm) i spektar infracrvenog zrac¢enja (700-1100 nm)
(Rimac Brn¢i¢, 2009; Oms-Oliu i sur., 2010a). Pulsirajuce svjetlo pokazuje antimikrobni u¢inak
prvenstveno zahvaljujuc¢i UV dijelu spektra (Manzocco i sur, 2013), a uglavhom se temelji na
izazivanju strukturnih promjena u molekuli DNA ciljanih mikroorganizama (John i
Ramaswamy, 2018). Za antimikrobnu primjenu Koristi se izlaganje kratkim valnim duljinama
UV dijela spektra izmedu 100 i 280 nm (tzv. UV-C podrucje), ukljucujuci dezinfekciju vode,

zraka, povrS$ina i hrane (Oms-Oliu i sur., 2010a).

2.6.1. Mehanizam djelovanja pulsirajuceg svjetla

Nacin djelovanja pulsirajuéeg svjetla pripisuje se ucinku kratkotrajnih bljeskova jakog
intenziteta, pri cemu se proizvod izlaze djelovanju najmanje jednog pulsa gustoce energije od
0,01 do 50 J cm?, a frekvencija pulseva iznosi od 1 do 20 bljeskova po sekundi u trajanju od 1
us do 1 s (Rimac Brn¢i¢, 2009).

Pulsirajuce svjetlo izaziva inaktivaciju mikroorganizama kombinacijom fotokemijskog,
fototermickog, i fotofizikalnog ucinka (Keklik i sur., 2012). Fotokemijski u¢inak odnosi se na
djelovanje UV svjetla na DNA, odnosno na apsorpciju zracenja konjugiranih ugljik-ugljik
dvostrukih veza u proteinima 1 nukleinskim kiselinama §to dovodi do strukturnih promjena u
molekuli DNA (John i Ramaswamy, 2018) dok se fototermicki u¢inak odnosi na djelovanje
bljeskova Sirokog spektra svjetla (UV, vidljivo i infracrveno podrucje) koji se apsorbiraju u
povrSinskom sloju 1 izazivanju toplinske povrSine budu¢i da mikrobne stance snaznije
apsorbiraju svjetlost od okolnog medija $to dovodi do njihovog naglog zagrijavanja na
temperaturu dostatnu za njihovu inaktivaciju (Rimac Brné¢i¢, 2009). Fotofizikalni ucinak
podrazumijeva konstantne smetnje uzrokovane pulsevima visoke energija koje dovode do

oStec¢enja strukture mikrobne stanice (Keklik i sur., 2012)

Pulsiraju¢e svjetlo nastaje tako Sto se elektromagnetska energija akumulira u kondenzatoru
uredaja za obradu pulsiraju¢im svjetlom tijekom djelica sekunde, a zatim se u vrlo kratkom
vremenskom periodu (nanosekunde do milisekunde) oslobada u obliku svjetlosne energije §to
rezultira pojaCavanjem snage uz minimalnu dodatnu potrosnju energije. Na slici 5 nalazi se
pojednostavljeni prikaz uredaja za obradu pulsiraju¢im svjetlom. Oprema koja se koristi za
proizvodnju pulsirajuéeg svjetla sastoji se od jedne ili viSe ksenonskih lampi, izvora energije te

visokonaponskog prikljucka koji omogucuje prijenos elektri¢ne energije. Elektri¢na energija
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prolazi kroz plinsku komoru lampe $to dovodi do emitiranja svjetlosnih pulseva (Oms-Oliu i
sur., 2010a).

b P
Kontrolni kabel /< Odz’ﬂcn'k/l
! - 2/ 3

C UV svjetlo
|
Polica

~ Petrijeva posudica za uzorak

il r

Komora za tretman pulsirajuc¢im svjetlom

Uredaj za kontrolu i napajanje

Slika 5. Prikaz uredaja za obradu pulsiraju¢im UV svjetlom (Murugesan i sur., 2012)

2.6.2. Primjena pulsirajuceg svjetla u prehrambenoj industriji

Pulsirajuce svjetlo opcenito se smatra tehnologijom namijenjenoj povrsinskoj dekontaminaciji
patogena, a efikasnost dekontaminacije uvelike ovisi 0 sljede¢im ¢imbenicima: fizikalni faktori
(broj pulseva, ulazni napon uredaja, udio UV zrafenja, udaljenost proizvoda od izvora
svjetlosti), bioloski faktori (vrsta mikroorganizma-npr. sporogene i vegetativne bakterije) i
okoli$ni faktori (vrsta i debljina uzorka, vrsta ambalaze, kvaliteta povrSine uzorka) (Levy i sur.,

2012 ; Oms — Oliu i sur., 2010).

U prehrambenoj industriji pulsirajuce svjetlo se koristi za inaktivaciju mnogih patogena i
mikroorganizma koji uzrokuju kvarenje hrane, ukljuc¢ujuci bakterije (sporogene i vegetativne),
kvasce, plijesni i viruse (John i Ramaswamy, 2018). Budu¢i da je glavni nedostatak ove
tehnologije niska mo¢ penetracije, prvenstveno je namijenjena povrSinskoj dekontaminaciji
¢vrste hrane (npr. jaja, voce 1 povrée), bez ambalaZe ili u ambalazi koja propusta UV zracenje
(Artiguez i Martinez-de Marafion, 2015). Pulsirajuce svjetlo se koristi i za inaktivaciju enzima
prisutnih u hrani, a ucinak pulsiraju¢eg svjetla na enzim polifenol oksidazu ispitan je u
istrazivanju Manzocco i sur. (2013) na modelnoj otopini enzima polifenol oksidaze i pokazano
je da inaktivacija enzima raste s porastom doze tretmana te je potpuna inaktivacija enzima
postignuta pri dozama pulsirajuéeg svjetla veéim od 8,5 J cm? $to je dovelo do strukturnih
promjena unutar proteina ukljucuju¢i pojave cijepanja i odmatanja proteina te posljedicno

inaktivacije enzima.
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2.7. TRODIMENZISKI TISAK

Trodimenzijski (3D) tisak, takoder poznat kao aditivna proizvodnja, predstavlja tehniku koja
omogucuje izradu racunalno potpomognutih dizajniranih predmeta na platformi talozenjem
sloja po sloj (Zhu i sur., 2019). Prvi 3D printer razvijen je osamdesetih godina proslog stoljeca,
a kao materijal za tiskanje koriSteni su fotopolimeri i plastika (Horvath, 2014). Trodimenzijsko
tiskanje uspjesno se koristi u podru¢ju medicine, elektroni¢ke, automobilske i zrakoplovne
industrije (Mantihal i sur., 2020). He i sur. (2019) navode da su za prvu primjenu 3D tiskane
tehnologije u prenrambenoj industriji zasluzni Yang i sur. (2001) koji su na temelju tehnologije
ekstruzije proizveli kompleksnu trodimenzijski tiskanu tortu. Nakon toga se tehnologija
trodimenzionzijskog tiska postupno pocela razvijati u sektoru prehrambene industrije, a 3D

pisaci su dizajnirani posebno za proizvodnju hrane (Mantihal i sur., 2020).

Prilikom odabira i pripreme materijala za tiskanje vazno je obratiti pozornost na dva kriterija
koja ovise o reoloskim svojstvima materijala, a to su lakoca tiska i sposobnost zadrzavanja

zeljene strukture nakon tiskanja (npr. tijekom pecenja) (Zhu i sur., 2019).

Postoje brojne prednosti koristenja tehnologije 3D tiska u prehrambenoj industriji (Liu i sur.,
2017). Koriste¢i tehnologiju 3D printanja hrane, svakodnevnim ljudima je omoguceno
proizvesti vrlo kompleksne oblike prehrambenih proizvoda na temelju unaprijed pripremljenih
datoteka od strane stru¢njaka, a koje nije moguce proizvesti ru¢nim radom 1 koriStenjem
razli¢itih kalupa (Sun i sur., 2015b). Tehnologija 3D tiska hrane je atraktivna zbog potencijala
za stvaranje novih tekstura i proizvodnje manjih serija Sto omogucuje prilagodavanje hrane
posebnim prehrambenim potrebama (Severini i sur., 2018), odnosno personalizaciju prehrane
pojedine osobe prema njenom fizickom i nutritivnom statusu (Sun i sur., 2015b). Ovom
tehnologijom moguce je prosiriti izvor dostupnih prehrambenih sirovina na nacin da se koriste
netradicionalni prehrambeni materijali kao §to su insekti, biljni materijali bogati vlaknima i

nusproizvodi biljnog i Zivotinjskog podrijetla (Severini i Derossi, 2016; Liu i sur., 2017).

Komercijalizaciji tehnologije 3D tiska hrane na putu stoje odredeni nedostaci kao Sto su
zabrinutost za opcu sigurnost tako pripremljene hrane zbog moguénosti nakupljanja hrane u
sitnim prostorima unutar 3D pisaca (uske mlaznice i ekstruder) te potencijalnog razvoja
patogenih bakterija. Takoder, ve¢ina 3D pisaca sadrzi plasticne dijelove koji S vremenom
tijekom postupka printanja hrane mogu otpustati Cestice koje dovode do Stetnih utjecaja na
zdravlje. Osim zabrinutosti za op¢u sigurnost tako proizvedene hrane, kao nedostatak se ¢esto

navodi vrijeme potrebno za proizvodnju 3D tiskane hrane koje obuhvaca pripremu materijala i
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razvoj recepture za smjesu €ija svojstva moraju zadovoljiti sve kriterije potrebne za uspjesno
tiskanje, vrijeme potrebno za printanje i vrijeme za obradu 3D oblika nakon tiska (npr. pecenje,

suSenje i slicno) (Sun i sur., 2018).

2.7.1. Nacin rada 3D pisaca

Osnovni princip trodimenzijskog tiskanja hrane jest generiranje 3D modela po izboru pomoc¢u
trodimenzijskog CAD sustava, a zatim se tako generirana datoteka modela (.stl) prenosi u
,»slicing® softver koji sluzi za tzv. rezanje oblika u slojeve prije samog postupka ispisa (Mantihal
i sur., 2020). Prema slici 6 potom slijedi odabir recepture, priprema 3D pisaca, tiskanje zeljenog
oblika i potencijalna naknadna obrada oblika (npr. susenje, pecenje) (Sun i sur., 2018). Primjena
tehnologije trodimenzijskog tiskanja u prehrambenoj industriji predstavlja izazov zbog velikih

razlika u fizikalno-kemijskim svojstvima medu koristenim materijalima (Sun i sur., 2018).

Korak 1. Dizajniranje 3D modela Korak 2. Generiranje G-koda Korak 3. Odabir recepta za hranu

Slika 6. Dijagram procesa 3D tiskanja hrane na principu ekstruzije (Sun i sur., 2018)

U prehrambenoj industriji trenutno se primjenjuju Cetiri tehnike 3D tiska hrane: selektivno
sinteriranje, tisak na principu ekstruzije, tisak primjenom tekuceg vezivnog sredstva i tintni
tisak (Liuisur., 2017; Heisur., 2019). Selektivno sinteriranje koristi se za proizvodnju sloZenih
struktura pomoc¢u Secera ili prahova bogatih Se¢erom (Sun i sur., 2015a). Tisak na principu
ekstruzije obi¢no se koristi za ekstruziju vruce rastopljene cokolade i mekanih materijala kao
Sto su tijesto, pire krumpir i mesni pire (Yang i sur., 2015). Tisak pomoc¢u vezivnog sredstva
temelji se na ravnomjernom rasporedivanju svakog sloja praha po proizvodnoj platformi i zatim
se teku¢im vezivnim sprejevima povezuju dva uzastopna sloja praha (Sachs 1 sur., 1990), a

ovim postupkom se najcesce proizvodi Sirok spektar raznobojnih i ukusnih jestivih predmeta
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(Liuisur., 2017). Tintni tisak obi¢no obraduje materijale niske viskoznosti i stoga se uglavnom
koristi u podrucju povrsinskog ispunjavanja ili za ukraSavanje povrSine razliitim slikama

(Pallottino i sur., 2016).

2.7.2. Tisak na principu ekstruzije

Za izradu 3D tiskanih prehrambenih proizvoda najc¢esce se koristi tisak na principu ekstruzije
(He i sur., 2019). U ovom diplomskom radu Kkoristio se 3D pisac¢ za hranu koji radi na principu
ekstruzije. Tijekom postupka tiskanja hrane na principu ekstruzije, rastopljeni materijal ili
pastozna smjesa se kontinuirano gura kroz sapnicu pod tlakom i taloZi na ciljanu plo¢u prateci
odredeni uzorak koji je prethodno zadan ra¢unalnim programom (Lille i sur., 2018; Liu i sur.,
2019). lako je ova tehnika primjenjiva za tiskanje Sirokog spektra mekanih materijala, tisak
slozenih i osjetljivih trodimenzijskih oblika je relativno ogranic¢en zbog moguénosti izoblicenja,
iskrivljavanja i opc¢enito naruSavanja 3D oblika te je stoga vrlo bitno u potpunosti razumjeti
svojstva materijala i tehnologije kako bi se zeljene 3D strukture mogle uspjesno graditi (Liu i
sur., 2017).

Za izradu atraktivnog 3D tiskanog proizvoda presudni su preciznost i tocnost tiska za $to su
odgovorni sljede¢i tehnoloski faktori: mehanizam ekstruzije, svojstva materijala, parametri

tiskanja i procesi obrade nakon tiska (Liu i sur., 2018).

U trodimenzijskom tiskanju hrane razlikuju se tri mehanizma ekstruzije: ekstruzija pomocéu

puza, ekstruzija komprimiranim zrakom i ekstruzija pomocu $price (Liu i sur., 2017).

Ekstruzija pomocu puza vrsi se tako da se materijal ubacuje u spremnik sa Sirokim otvorom na
vrhu, a tijekom postupka tiskanja puz, koji se pokrece djelovanjem motora, kontinuirano odvodi
materijal kroz uzu cijev do mlaznice za ekstrudiranje kroz koju materijal prolazi (Sun i sur.,
2018), a ovakav mehanizam ekstruzije nije pogodan za materijale s velikom viskoznos¢u i
mehani¢kom ¢vrsto¢om (Liu i sur., 2017). Za ekstruziju komprimiranim zrakom obavezna je
pneumatska pumpa kojom se potiskuje materijal kroz mlaznicu, a navedeni mehanizam
ekstruzije namijenjen je printanju tekucih i materijala niske viskoznosti (Sun i sur., 2018).
Ekstruzija pomocu Sprice provodi se tako da se u Spricu umetne materijal za printanje te se
motorom pokrece sam proces ekstruzije (Sun i sur., 2018). Ovaj mehanizam ekstruzije pogodan
Je za tiskanje materijala s visokom viskoznosc¢u i velikom mehani¢kom snagom te se koristi za

izradu kompleksnih 3D tiskanih struktura (Liu i sur., 2017).
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2.7.3. Primjena tehnologije 3D tiskanja hrane

S porastom zivotnog standarda, sve je veca potraznja ljudi za zdravom prehranom i
funkcionalnom hranom pa ¢ak i za personaliziranom prehranom zbog sve veée raSirenosti
osjetljivosti i intolerancije prema odredenim namirnicama (He 1 sur., 2019). Trodimenzijsko
tiskanje hrane moze biti prilagodeno fizikalnom i nutritivnom statusu pojedinca $to znaci da se
u smjesu koja je namijenjena za tiskanje mogu dodati razli¢iti sastojci kao $to su proteini, masti,
prehrambena vlakna, vitamini i minerali te se na taj na¢in pojedincu omogucuje balansirana
prehrana koja zadovoljava njegove potrebe (Sun i sur.,2018; He i sur., 2019). Takoder je
moguce tiskanje hranu koja je puno njeznije i mekse teksture te je takva hrana namijenjena
starijim osobama i osobama koje imaju problema s gutanjem hrane (Kouzani, 2017). Poznato
je da su djeca izbirljiva $to se tice hrane i dogada se da odbijaju jesti neke namirnice koje su
nutritivno vrijedne kao npr. voée i povrée jer ih vizualno ne privlace. Upotrebom 3D pisaca za
hranu mogu se napraviti oblici razli¢itog dizajna i razlicitih boja §to moze potaknuti djecu da
kroz zabavu jedu viSe nutritivno vrijednih proizvoda te tako u organizam unose potrebne
nutrijente za rast i razvoj. Koristeé¢i tehnologiju 3D tiskanja hrane, Derossi i sur. (2018) su
razvili snack proizvod na bazi voca koji osigurava 5-10 % preporucene dnevne doze
energijskog unosa i nutrijente kao $to su vitamin D, Zeljezo, kalcij i brojne druge namijenjene
djeci u dobi izmedu 3 i 10 godina. Ameri¢ka vojska je pokazala veliko zanimanje za primjenu
3D tiskane hrane u prehrani vojnika zbog proizvodnje hrane na zahtjev na bojnom polju,
personalizacije obroka i produljenog roka trajanja materijala za pripremu 3D tiskane hrane jer
se takav materijal moZe skladistiti u obliku sirovina, a ne u obliku gotovog proizvoda (Liu 1
sur., 2017). 3D tisak ¢e se u buducnosti primijenjivati u prehrambenoj industriji kao brzi alat
za izradu prototipa za planiranje, dizajniranje i testiranje novih sastojaka i/ili struktura hrane
(Lille i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIAL

Kao sirovine za priremu smjesa u ovom radu koristene su pSenicne posije iz industrijskog mlina
Farina tvtke Granolio d.d. (Hrvatska) koje su pomocu laboratorijskog mlina usitnjene na
veli¢inu Cestica 180 um, proteini graska u prahu iz ekoloskog uzgoja Piura koje na hrvatsko
trziSte stavlja Biovega d.o.0., zobeno bra$no iz ekoloskog uzgoja Garden koje na hrvatsko
trziSte stavlja Garden d.0.0., suncokretovo ulje tvtke Zvijezda d.o.o (Hrvatska), kuhinjska sol
sitna iz tvrtke Solana d.d. (Bosna i Hercegovina), natrijev hidrogenkarbonat tvrtke Gram-mol
d.o.o. (Hrvatska) i deionizirana voda. Nutritivne vrijednosti navedenih sirovina prikazane su u

tablicama 1-3.

Tablica 1. Nutritivna vrijednost pSeni¢nih posija u 100 g

Masti 3,80
Ugljikohidrati 22,5¢
Bjelancevine 156 ¢
Vlakna 31,79
Mineralne tvari 3,29

Tablica 2. Nutritivna vrijednost proteina graska u prahu u 100 g

Energija 381 kcal/1614 kJ
Masti 459
- od kojih zasi¢ene 159
Ugljikohidrati 1,19
- od toga Seceri 0,0g
Bjelancevine 83,79
Soli 1,39
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Tablica 3. Nutritivna vrijednost zobenog brasna u 100 g

Energija 371 kcal/1569 kJ
Masti 560

- od kojih zasi¢ene 1,2¢g
Ugljikohidrati 69,6 ¢

- od toga Seceri 0,69
Bjelancevine 9,59
Vlakna 2,15¢

Soli >0,01g

3.2. METODE RADA | UZORCI

Pri obradi pseni¢nih posija s ciljem §to vece inaktivacije enzima PPO te o¢uvanja polifenolnih
spojeva i antioksidacijske aktivnosti koristeni su tretmani ultrazvukom visokog intenziteta,
mikrovalnim vakuum zagrijavanjem i pulsiraju¢im svjetlom. Uvjeti tretmana su odredeni na

temelju prethodnih istrazivanja razli¢itih autora.

Buduci da je prema Zhang i Shao (2015) enzim PPO stabilan na temperaturi do 40 °C i da prema
Dogan i sur. (2002) zagrijavanje na temperaturu vecu od 40 °C pokazuje smanjenje aktivnosti
PPO, temperatura od 45 °C je odabrana kao najniza temperatura obrade pSenic¢nih posija kojom
bi se mogla posti¢i odredena inaktivacija PPO uz §to vece oCuvanje toplinski nestabilnih
fenolnih spojeva. lako temperatura inaktivacije PPO ovisi 0 izvoru enzima, odnosno o namirnici
koja se obraduje, uzima se kao pravilo da se PPO gotovo u potpunosti inaktivira pri

temperaturama izmedu 70 1 90 °C (Yadav 1 sur., 2010).

Tretman mikrovalnim vakuumskim zagrijavanjem izveden je prema primjeru istraZivanja
Renna i sur. (2017) koji su zakljucili da mikrovalna obrada namirnice zavarene u vakuum
pakovanju doprinosi o¢uvanju senzorskih i nutritivnih svojstava tretirane namirnice tako $to se
onemogucuje oksidacija zbog odsutnosti zraka u pakovanju i Sto se smanjuje toplinska
degradacija nutritivno vrijednih spojeva. Vodena suspenzija pSeni¢nih posija u Petrijevoj
zdjelici vakuumirana je neposredno prije obrade mikrovalnim zagrijavanjem kako bi se uklonio
zrak iz okoline 1 time postigla jednaka ili bolja inaktivacija PPO uz §to vece oCuvanje sadrzaja
ukupnih fenolnih spojeva i antioksidacijske aktivnosti u odnosu na druge tretmane koji su se

provodili pri veéim temperaturama. Tijekom tretmana pSeni¢nih posija mikrovalnim
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vakuumskim zagrijavanjem bilo je moguée posti¢i maksimalnu temperaturu od 70 °C jer je na
veéim temperaturama doslo do pucanja vreéice u kojoj se nalazila Petrijeva zdjelica sa
suspenzijom uzorka. Mikrovalnim vakuumskim zagrijavanjem se, uz postizanje temperature od

70 °C, uzorak tretirao i do postizanja temperature od 45 °C.

Habus i sur. (2021) optimirali su vrijednosti amplitude ultrazvuka visokog intenziteta, veli¢inu
Cestica posija 1 vrijeme tretmana kako bi se postigla Sto veca inaktivacija PPO uz oCuvanje
fenolnih spojeva te kao najvecu vrijednost postignute temperature navode 94 “C. Vode¢i se tim
istrazivanjem, prilikom tretmana ulrazvukom visokog intenziteta pSenicne posije su se tretirale
do postizanja temperature od otprilike 95 °C. Vodena suspenzija pSeni¢nih posija takoder je
tretirana pulsiraju¢im svjetlom do temperature od 45, 70 1 90 °C kako bi se rezultati mogli
usporedivati sa tretmanima mikrovalnim vakuumskim zagrijavanjem i ultrazvukom visokog

intenziteta prilikom kojih su takoder postignute spomenute temperature.

Oznake koriStene kod pracenja promjene temperature, aktivnosti PPO, udjela ukupnih fenola i
antioksidacijskog kapaciteta (DPPH i FRAP), oznacavaju koriStene tretmane i uvjete tih
tretmana: UZV — ultrazvuk visokog intenziteta, MV45 - mikovalno vakuumsko zagrijavanje na
temperaturu uzorka od 45 °C, MV70 — mikrovalno vakuumsko zagrijavanje na 70 °C, PS45 —
pulsirajuce svjetlo na 45 °C, PS70 — pulsirajuce svjetlo na 70 °C 1 PS90 — pulsirajuce svjetlo na
90 °C. Takoder, smjese su nazvane prema tretmanu pSeni¢nih posija koje se nalaze u pojedinoj
smjesi: smjesa UZV sadrzi posije tretirane ultrazvukom visokog intenziteta, smjesa MV sadrzi
pSeniéne posije koje su tretirane mikrovalnim vakuumskim zagrijavanjem na temperaturi od 70
°C, a smjesa PS sadrzi posije tretirane pulsiraju¢im svjetlom na temperaturi od 90 °C. Svakom
od triju smjesa, Sprica pisaca se punila u dva navrata te se zbog toga definira 1. 1 2. punjenje
svake smjese koje je, na primjeru smjese UZV, oznaceno kao UZV1 (1. punjenje) i UZV2 (2.

punjenje).

3.2.1. Tretman ultrazvukom visokog intenziteta

Aparatura i pribor:

1) Laboratorijska vaga

2) Ultrazvucni procesor dr. Hielscher GmbH, Ultraschallprozessor UP 400s (Njemacka)
3) Staklena ¢asa od 50 mL

4) Menzura
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5) Stakleni Stapic¢

6) Plasti¢ne posude (urinarke)
7) pH metar

8) Infracrveni termometar

Postupak rada:

Vodena suspenzija pSeni¢nih posija (3 g posija u 21 mL vode) tretira se ultrazvukom visokog
intenziteta pomocu uredaja (UP 400s, Hielscher GmbH, Njemacka) sondom promjera 22 mm.
Snaga ultrazvuka iznosila je 400 W, a frekvencija 24 kHz uz amplitudu 100 %. Uzorak se
postavlja na postolje u izoliranoj komori te se u njega uranjaju ultrazvucna i temperaturna
sonda.Tretman se provodio 2 minute i 27 sekundi do postizanja temperature od 95 °C, odnosno
2 minute i 30 sekundi do postizanja temperature od 96 °C. Uzorcima su prije i nakon tretmana

izmjerene temperatura i pH vrijednost.

3.2.2.Tretman mikrovalnim vakuumskim zagrijavanjem

Aparatura i pribor:

1) Tehnicka vaga (Kern &Sohn GmbH, D-72336, Balingen, Njemacka)

2) Mikrovalna pecnica (Tristar Magnetron 220-240V-50Hz 700W, model br. MW-2895K,
Nizozemska)

3) Petrijeve zdjelice

4) Pipeta od 10 mL

5) Metalna zlica

6) Plasti¢ne posude (urinarke)

7) Infracrveni termometar

8) Vrecice za vakuumiranje (Status d.0.0. Metlika, 280x360 mm, LOT No. 01/2013, Slovenija)
9) Uredaj za vakuumiranje i varenje (UNIVAC S.r.l. div Lavezzini, model Medium, Italija)
10) Uredaj za varenje (Status d.o.0. Metlika, Model SV 750, Slovenija)

11) Skare
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Postupak rada:

U Petrijevu zdjelicu se odvagne 3 g pSeni¢nih posija te se doda 8 mL destilirane vode.
Pripremljena suspenzija pSeni¢nih posija dobro se promijeSa i ravnomjerno rasporedi po
Petrijevoj zdjelici. Petrijeva zdjelica sa uzorkom umetne se u vreéicu za vakumiranje i tako

pripremljeni uzorak se vakuumira 15 sekundi i nakon toga vari 5 sekundi.

Uzorak u vakuumiranoj vrecici stavi se na sredinu postolja unutar mikrovalne peé¢nice (Tristar
Magnetron, model br. MW-2895K, Nizozemska) koja je prethodno podesena na snagu od 350
W. Tretmani mikrovalnim vakuumskim zrac¢enjem trajali su 10 i 20 sekundi kako bi se postigle
temperature od 45, odnosno 70 “C. Uzorcima su prije i nakon tretmana izmjerene vrijednosti

temperature i pH.

3.2.3. Tretman pulsiraju¢im svjetlom

Aparatura i pribor:

1) Tehnicka vaga (Kern &Sohn GmbH, D-72336, Balingen, Njemacka)

2) Uredaj za tretiranje pulsirajué¢im svjetlom (Xenon Coorporation, Model Z-1000 Pulsed light
system, USA)

3) Petrijeve zdjelice

4) Pipeta od 10 mL

5) Metalna zlica

6) Plasti¢ne posude (urinarke)
7) Infracrveni termometar

Postupak rada:

Pripremljena vodena suspenzija pSeni¢nog posija (1,5 g pSeni¢nih posija i 4 mL destilirane
vode) dobro se promijesa i ravnomjerno u tankom sloju rasporedi po sredini Petrijeve zdjelice.
Petrijeva zdjelica sa uzorkom se postavlja na sredinu 5. police u uredaju za tretiranje

pulsiraju¢im svjetlom 1 zapoc€inje tretman prema zadanim parametrima.

Cilj je bio posti¢i sljedece temperature uzoraka : 45, 70 1 90 °C te se prema tome odredivalo
optimalno trajanje tretmana za postizanje pojedine temperature. Za postizanje temperature od
45 °C potrebno je provoditi tretman pulsirajué¢im svjetlom 20 sekundi. U jednoj sekundi uredaj
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proizvede tri svjetlosna pulsa. Za postizanje temperature od 70 °C potrebno je 120 sekundi, dok
je za temperaturu uzorka od 90 °C potrebno 200 sekundi. Uzorcima su neposredno prije

tretmana i nakon tretmana izmjerene vrijednosti temperature.

3.2.4. Liofilizacija

Aparatura i pribor:

1) Plasti¢ne posude (urinarke)

2) Liofilizator (Christ Alpha 1-4 LSC plus, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen Gmb,
Njemacka)

Postupak rada :

Nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta, mikrovalnim vakuumskim zracenjem i
pulsiraju¢im svjetlom, uzorci su prenijeti u plasti¢éne posudice (urinarke) u debljini sloja od 1-

2 cm te su smrznuti na - 80 °C do pocetka liofilizacije.

Proces liofilizacije traje 24 sata, odnosno dok temperatura uzorka ne postigne sobnu
temperaturu. Osuseni uzorci su homogenizirani pomo¢u metalne Zlice te su koriSteni za

ekstrakciju ukupnih fenolnih spojeva, odredivanje aktivnosti polifenol oksidaze i udjela vode.
3.2.5. Odredivanje udjela vode
Koli¢ina vode u pseni¢nim posijama odreduje se metodom AACC 44-19.01. Podatak kolicine

vode u uzorcima je iskoriSten za izracun dobivenih rezultata na masu suhe tvari pSeni¢nih

posija.

Aparatura i pribor:

1) Metalna zdjelica s poklopcem

2) Susionik (ST-01/02, Instrumentaria)

3) Eksikator sa silicagelom 1 indikatorom zasi¢enosti
4) Laboratorijska zlica

5) Analiticka vaga (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

Postupak rada:
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U prethodno osusenu i izvaganu metalnu zdjelicu s poklopcem izvaze se 2 + 0,0005 g uzorka.
Za odredivanje koli¢ine vode u uzorcima pSeni¢nih posija otvorena zdjelica s uzorkom i
poklopcem se stavi u susionik koji je zagrijan na 135 °C u trajanju od 120 minuta. Nakon susenja
zdjelica s uzorkom se izvadi iz susionika, pokrije poklopcem te se stavi na hladenje u eksikator.
Nakon hladenja, zdjelica s uzorkom se izvaze. Za svaki uzorak rade se dvije paralele, a kao
rezultat uzima se srednja vrijednost. Koli¢ina vode u uzorku prikazuje se u postocima, a ratuna

se prema sljedec¢oj formuli:

(mo—ml)*loo

Udio vode (%) = [1]

mo
gdje su :
mo = masa uzorka (g)
M1 = masa uzorka nakon susenja (g)

Dobiveni podaci o koli¢ini vode u uzorku koriste se za izracun udjela koli¢ine suhe tvari uzorka,

koja se iskazuje u postocima, a racuna Se prema sljedecoj formuli:
Suha tvar (%) = 100% — udio vode (%) [2]

3.2.6. Odredivanje aktivnosti polifenol oksidaze

Reagensi :

1) L-DOPA (L-dihidroksifenilalanin), 10 mM (Acros Organics, New Jersey, SAD)
2) Tween-20 (Polioksietilensorbitanmonolaurat) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

3) MOPS (3-(N-morfolino) propansulfonskakiselina), 50 mM, pH=6,5 (Acros Organics, New
Jersey, SAD)

Aparatura i pribor :

1) Analiticka vaga (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

2) Mikrocentrifuga (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21, Waltham, SAD)

3) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts, SAD)
4) pH metar s termometrom (Testo 206, Testo SE & Co. KGaA, Lenzkirch, Njemacka)

5) Vorteks tresilica (Vortex 4 basic, IKA, Njemacka)
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6) Odmjerna tikvica 100 mL
7) Eppendorf epruvete
8) Mikrokivete za spektrofotometrijsko mjerenje

Postupak rada :

Aktivnost polifenol oksidaze odredena je prema AACC 22-85.01 metodi. U Eppendorf epruvete
odvagne se 50 mg uzorka te se dodaje po 1,5 mL L-DOPA reagensa. U epruvetu za slijepu
probu ne dodaje se uzorak, ve¢ samo 1,5 mL L-DOPA otopine. Epruvete su stavljene na vorteks
tresilicu u horizontalnom polozaju 55 minuta, a nakon toga su centrifugirane u mikrocentrifugi
na maksimalnoj brzini od 14000 o min? tijekom 5 minuta. Nakon centrifugiranja se 1 mL
supernatanta otpipetira u mikrokivete te se aktivnost enzima odreduje spektrofotometrijski,

mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 475 nm.

3.2.7. Ekstrakcija slobodnih spojeva

Reagensi :

1) 80 %-tni etanol
2) Metanol (J.T. Baker, Nizozemska)

Aparatura i pribor :

1) Analiticka vaga, (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)
2) Eppendorf epruvete

3) Vorteks tresilica (Vortex 4 basic, IKA, Njemacka)

4) Ultrazvucna kupelj (Bandelin Electronic RK 100 H, Sonrex, Njemacka)

5) Mikropipeta volumena 100 pL.

6) Mikrocentrifuga (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21, Waltham, SAD)

Postupak :

U Eppendorf epruvete izvaze se 250 mg 2 + 0,5 mg pojedinog uzorka te se dodaje 1 mL 80 %-
tnog etanola. Uzorci se homogeniziraju na tresilici u horizontalnom polozaju tijekom 10 minuta
I zatim se stavljaju u ultrazvu¢nu kupelj na sobnu temperaturu 10 minuta. Po zavrSetku

ekstrakcije Eppendorf epruvete se vade iz kupelji te se stavljaju u mikrocentrifugu 15 minuta

26



na 8000 o min?. Supernatant iz mikroepruvete se pipetira u nove Eppendorf epruvete i
podvrgne uparavanju pod dusikom uz grijanje na 40 °C. Ekstrakcija se ponovi jo§ dva puta tako
da se u zaostali talog iz prethodnog centrifugiranja doda 1 mL 80 %-tnog etanola. Supernatanti
istog uzorka se nakon svakog centrifugiranja spajaju i stavljaju na uparavanje pod dusikom.
Upareni uzorci spremaju se u zamrziva¢ na temperaturu od - 20 °C do analize. Za daljnju
analizu dodaje se 200 uL. metanola u uparene uzorke te se uzorci homogeniziraju na vorteks

tresilici.

3.2.8. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenolnih spojeva

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenolnih spojeva temelji se na kolorimetrijskoj
reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reduciraju¢éim reagensom (fenolima). Folin-
Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, a reagira s fenoksid
ionom prisutnom u uzorku. Tijekom te reakcije dolazi do oksidacije fenoksid-iona, a Folin-
Ciocalteau reagens se reducira do plavo obojenih volframovog i molibdenovog oksida
(Singleton i sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b). Tijekom reakcije koja traje dva sata, svi
fenolni spojevi prisutni u uzorku izreagiraju s Folin-Ciocalteau reagensom. Intenzitet nastalog
plavog obojenja odreduje se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm (Ough i Amerine,
1988), pri tome je intenzitet obojenja direktno proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva u

ispitivanom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).

Reagensi:

1) Folin-Ciocalteau reagens (Sigma-Aldrich, SAD)

2) 20 %-tna otopina natrijevog karbonata (Na,CO3) (Gram-mol, Hrvatska)

Aparatura i pribor:

1) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje
2) Mikropipete volumena 10-100 pL i 100-1000 puL
3) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts, SAD)

Postupak rada:

U Kkivete za spektrofotometrijsko mjerenje otpipetira se 400 pL destilirane vode, 20 uL ekstrakta
i 100 uL Folin-Ciocalteau reagensa. Nakon 3 minute dodaje se 300 puL 20 %-tne otopine

natrijevog karbonata (Na.COs3) i 1180 uL destilirane vode. Slijepa proba priprema se na isti
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nacin kao 1 uzorci koji se ispituju, samo S§to se umjesto 20 uL uzorka dodaje isti volumen
metanola. Reakcijska smjesa u kivetama se dobro promijesa te se pripremljeni uzorci ostave 2
sata na sobnoj temperaturi u mraku, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog
obojenja na 765 nm u odnosu na slijepu probu. Apsorbancija slijepe probe oduzima se od
apsorbancije uzorka te se tako dobivena vrijednost koristi za izracunavanje kona¢nog rezultata
udjela ukupnih polifenola u uzorcima. Udio ukupnih polifenolanih spojeva izracunava se iz

jednadzbe bazdarne krivulje.

Jednadzba bazdarne krivulje : y =0,7331x —0,0199 [3]
R? = 10,9924

gdje su:

X — koncentracija ukupnih polifenola (mg mL™?)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

Pomocu jednadZzbe bazdarne krivulje, koja je konstruirana za standard galne kiseline i koja
prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mg L), odreduje se udio ukupnih
polifenola u ispitivanim uzorcima. Odredivanje udjela ukupnih polifenolnih spojeva u uzorcima
provedeno je u 3 paralele, a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s
pripadajué¢im standardnim devijacijama, u mg ekvivalenta galne kiseline (GAE) g* suhe tvari
uzorka (Yu i sur., 2002). Za izradu bazdarnog pravca prikazanog na slici 7 pripremljena je

otopina galne kiseline u metanolu u sedam razlicitih koncentracija.
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Slika 7. Bazdarna krivulja za ukupne fenolne spojeve
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3.2.9. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti polifenolnih spojeva u uzorcima provedeno je DPPH
(1,1 - difenil - 2 - pikrilhidrazil) i FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodama.
3.2.9.1. FRAP metoda

FRAP metoda se temelji na redukciji zuto obojenog kompleksa Fe (III) - TPTZ u intenzivno
plavi kompleks Fe (II) - TPTZ pri niskoj pH vrijednosti. Reakcija se odvija u prisutnosti
antioksidansa koji donira elektron. Apsorbancija se mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini
od 593 nm pri kojoj kompleks pokazuje intenzivno obojenje (Benzie i Strain, 1996; Ou i sur.,

2002). Intenzitet razvijene boje je proporcionalan redukcijskoj sposobnosti prisutnih

antioksidansa.

Reagensi :

1) Trolox (6 - hidroksi - 2,5,7,8 tetrametilkroman - 2 - karbonska kiselina) (Sigma-Aldrich,
SAD)

2) 20 mM otopina FeClz x 6 H20 (Kemika, Hrvatska)

3) 10 mM otopina TPTZ (2,4,6-Tris (2 piridil)-s-triazin) (Alfa-Aesar, Njemacka)
4) 40 mM otopina klorovodié¢ne kiseline (Panreac, Spanjolska)

5) 300 mM otopina acetatnog pufera

Aparatura i pribor :

1) Mikrokivete za spektrofotometrijsko mjerenje

2) Mikropipete volumena 10 - 100 pL i 100 - 1000 pL

3) Pipete (5 mL i 20 mL)

4) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts, SAD)

Postupak rada :

Smjesa koja sadrzi 2,5 mL 20 mM FeCl3 x 6 H20, 2,5 mL TPTZ u 40 mM HCI i 25 mL 300
mM acetatnog pufera naziva se FRAP reagens. FRAP reagens se neposredno prije upotrebe na
temperaturu od 37 °C koja se nastoji odrzati. U mikrokiveti se pomijesa 20 puL uzorka i 1 mL

FRAP reagensa, dok se slijepa proba priprema na isti nacin kao 1 ostali uzorci, osim §to se
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umjesto uzorka dodaje jednak volumen metanola. Po zavrSetku Cetiri minutne reakcije,
spektrofotometrijski se izmjeri apsorbancija pri valnoj duljini od 593 nm. Apsorbanciju slijepe
probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka i tako dobivena vrijednost koristi se za

izraCunavanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka.

Jednadzba bazdarne krivulje: y =19086x - 0,1376 [4]
R?=0,9918

gdje su:

x — koncentracija standarda otopine Trolox-a (ug mL™)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 593 nm

Iz jednadzbe bazdarne krivulje, koja je konstruirana za standard Troloxa i koja prikazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mg mL™), odreduje se antioksidacijska
aktivnost u ispitivanom uzorku. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
provedeno je u tri paralele, a rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja
sa pripadaju¢im standardnim devijacijama u pmol ekvivalenta Troloxa (TE) g suhe tvari

uzorka.

Za izradu bazdarnog pravca (slika 8) pripremljena je otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8

tetrametilkroman- 2-karbonska kiselina) u metanolu u Sest razli¢itih koncentracija.
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Slika 8. Bazdarna krivulja za FRAP
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3.2.9.2. DPPH metoda

DPPH metoda koristi se za odredivanje antioksidativne aktivnosti spojeva prisutnih u ekstraktu.
Metoda se temelji se na redukciji DPPH radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u otopini
metanola tijekom koje dolazi do kolorimetrijske reakcije, odnosno promjene boje otopine.
DPPH radikal posjeduje nespareni elektron te zbog toga pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom
dijelu spektra pri valnoj duljini od 515 nm. U prisutnosti elektron donora -AH (antioksidans
koji uklanja slobodne radikale) dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te se kao
posljedica ljubiCasta boje otopine promijeni u zutu boju. Promjena se odreduje

spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije u opadanju (Brand-Williams i sur., 1995).
DPPH' + AH — DPPH-H + A [5]
DPPH" + R'—>DPPH-R [6]
Reagensi :
1) Trolox (6-hidroksi- 2, 5, 7, 8 tetrametilkroman -2- karbonska kiselina) (Sigma-Aldrich, SAD)
2) 0,06 mM otopina 2,2-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) (Sigma-Aldrich, SAD)
3) Metanol (J.T. Baker, Nizozemska)

Aparatura i pribor :

1) Mikropipeta volumena 100 puL.

2) Analiticka vaga (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

3) Mikrokivete za spektrofotometrijsko mjerenje

4) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts, SAD)

Postupak rada :

Pripremi se 0,06 mM otopina 2,2 - difenil - 2- pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu. U
mikrokivetu za spektrofotometrijsko mjerenje otpipetira se 20 uL uzorka i doda 950 pL otopine
DPPH, dok se mikrokivetu za slijepu probu otpipetira metanol umjesto istog volumena uzorka
I uzorci se dobro promijesaju. Reakcija traje 30 minuta u mraku i nakon tog vremena
spektrofotometrijski se izmjeri apsorbancija pri 517 nm. Apsorbancija se prvo odredi slijepoj
probi koja umjesto uzorka sadrzi 20 uL metanola 1 950 puL otopine DPPH, a zatim i ostalim

uzorcima. Vrijednost AA, koja je dobivena izraunom postotka redukcije, prema jednadzbi
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bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a prera¢unava u koncentraciju (mmol

Trolox-a).

Jednadzba bazdarne krivulje:  y = 250,98x — 2,639 [7]
R?=0,984

gdje su:

x — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol L?)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 517 nm

Pomocu jednadzbe bazdarne krivulje, koja je konstruirana za standard Trolox-a i koja prikazuje
ovisnost postotka (%) redukcije o koncentraciji standarda (mg mL?), odreduje se
antioksidacijski kapacitet u ispitivanom uzorku. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
DPPH metodom provedeno je u tri paralele, a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti
provedenih mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama u umol ekvivalenta Troloxa

(TE) g* suhe tvari uzorka.

Za izradu bazdarnog pravca na slici 9 pripremljena je otopina Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8

tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) u metanolu u pet razli¢itih koncentracija.
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Slika 9. Bazdarna krivulja za DPPH
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3.2.10. Postupak pripreme smjesa za 3D tisak

Aparatura i pribor :

1) Ru¢ni mikser (Gorenje d.o.0, Model M350LBW, Slovenija)

2) Plasti¢na posuda

3) Tehnicka vaga (Kern &Sohn GmbH, D-72336, Balingen, Njemacka)
4) Metalna zlica

5) Infracrveni termometar

6) pH metar

7) Staklena menzura od 20 mL

8) Pipeta od 10 mL

Postupak rada :

Smjese su pripremljene prema recepturi u tablici 4.

Tablica 4. Receptura za snack proizvod

SASTOJCI Masa ili volumen
Proteini graska 50
Kuhinjska sol (NaCl) 0,19
Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) 0,15¢g
Suncokretovo ulje 30
Tretirane pSenicne posije 39
Voda (deionizirana) 21 mL
Zobeno brasno 15¢

Smjesa za 3D tiskani snack proizvod priprema se prema AACC 10-50.01 metodi uz odredene
preinake. U plasticnu posudu odvagne se 5 g proteina graska, 0,1 g kuhinjske soli, 0,15 g
natrijevog hidrogenkarbonata i 3 g suncokretovog ulja te se sastojci mijeSaju ru¢nim mikserom
3 minute sporo. Nakon toga se u zamjes dodaju tretirane pSenicne posije i ostatak vode te mijesa

mikserom 1 minutu sporo i 1 minutu brzo. Na kraju se dodaje 15 g zobenog brasna i ukupan
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sadrzaj plastine posude se mijeSa mikserom 2 minute sporo. Dobivenoj smjesi se mjeri

temperatura i pH vrijednost prije i nakon tiskanja.

3.2.11. 3D tiskanje snack proizvoda

Aparatura i pribor :

1) 3D pisac (Createbot 3D Food Printer — Multi-Ingredient Support)
2) Infracrveni termometar

3) pH metar

4) Metalna Spatula

Za trodimenzionalno tiskanje snack proizvoda koristen je 3D pisac prikazan na slici 10. Princip
rada ovog 3D pisaca temelji se na ekstruziji smjese. Neke od specifikacija navedenog uredaja
su : brzina ispisa od 15 do 70 mm s veli¢ina ispisa do maksimalno 150 x 150 x 70 mm te

mogucnost podesavanja i odrZzavanja temperature na koju se sSmjesa unutar spremnika zagrijava.

I Skala
Postolje
Vodi¢
Cijevza
zagrijavanje
Glava za
ekstruziju
Platforma
Vodié Potporna
— ploca
{ ——
Postolje

Slika 10. 3D pisac hrane Createbot

Postupak rada :

1) Priprema za tisak

Pripremljena smjesa se pomocu metalne Spatule prebaci u plastic¢nu Spricu koja se umecée u

spremnik, odnosno u cijev za zagrijavanje te se odabire oblik i odreduju postavke pisaca.
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2) Odabir oblika

Prije samog ispisa, u programu 3D pisaca odabere se Zeljeni 3D oblik. Odabran je oblik pod

nazivom ,,heart (2)“ koji ima dvadeset slojeva, a ispis jednog oblika traje 6 minuta i 6 sekundi.
3) Postavke printanja

Prije pocetka tiskanja odreduje se udaljenost mlaznice od podloge printera te se provjerava
uspjesnost ekstrudiranja pripremljene smjesa i prohodnost mlaznice. Nakon odabranog
zeljenog oblika, podeSava se temperatura unutar spremnika, brzina tiskanja i udaljenost

mlaznice od podloge. Odabrani su sljedec¢i parametri :
- Mlaznica promjera: 2,0 mm
- Udaljenost mlaznice od podloska: 2,0 mm
- Brzina tiskanja: 25 mm s
- Temperatura: 20°C
- Trajanje tiskanja: 6 minuta i 6 sekundi
- Broj slojeva odabranog oblika: 20
4) Proces tiskanja

Za pocetak tiskanja, na ekranu printera odabere se naredba ,,print“. Budu¢i da je vrijeme
tiskanja jednog uzorka priblizno 6 minuta, iz svake pripremljene smjese tiskano je 10 uzoraka
kako bi se lakse provelo mjerenje boje uzoraka svakih 10 minuta tijekom sat vremena. Na kraju

svake serije, ostatku smjese koji nije istisnut mjerila se kona¢na temperatura i pH vrijednost.

3.2.12. Pecenje 3D tiskanih oblika

Aparatura i pribor :

1) Pekarski limovi
2) EtaZna pecnica
Postupak rada:

Uzorci su nakon printanja i mjerenja boje poslagani na pekarski lim i stavljeni u etaznu pe¢nicu
na pecenje. Pecnica je prethodno zagrijana na temperaturi predgrijavanja od 200 °C na gornjem

1 160 °C na donjem grijacu. Pecenje se odvijalo pri temperaturi od 160 °C na gornjem grijacu i
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140 °C na donjem grijacu tijekom 18 minuta. Uzorci su nakon pecenja ostavljeni na sobnoj
temperaturi 30 minuta. Uzorcima koji su ohladeni na sobnu temperaturu odredene su masa i

boja te to¢nost oblika.

Gubitak mase pecenjem je odreden mjerenjem mase 3D tiskanog oblika prije i nakon toplinske

obrade i izraCunat je postotak (%) gubitka mase pecenjem prema formuli:

mq—m;

Gubitak mase (%) = x 100 [8]

my
gdje su:
m: — masa 3D oblika prije peCenja (g)
m2— masa 3D oblika nakon pecenja (g)

3.2.13. Odredivanje parametara boje snack proizvoda nakon 3D tiskanja i nakon pecenja

Aparatura i pribor :

1) Kolorimetar (Konica Minolta CM-700d, Japan)

Odredivanje parametara boje uzoraka trodimenzionalno tiskanih snack proizvoda provedeno je
difuzno reflektiraju¢om spektrofotometrijom na kolorimetru. Mjerenjem su dobivene L*, a* i

b* vrijednosti ¢iji nelinearni odnosi imitiraju logaritamski odgovora ljudskog oka (CIE, 2004).

L* vrijednost predstavlja osvjetljenje i pokazuje vrijednosti u rasponu od 1 do 100 dok parmetri
a* i b* predstavljaju dvije kromatske vrijednosti u rasponu od - 120 do 120 (Gékmen i Siigiit,
2007). Parametar a* iskazuje pozitive vrijednosti za crvenu te negativne vrijednosti za zelenu
boju, dok parametar b* iskazuje pozitivne vrijednosti za zutu boje, a negativne vrijednosti za
plavu boju (Pathare i sur., 2013). AE pokazuje ukupnu promjenu boje, odnosno koliko neki
proizvod odstupa od referentne boje, a vrijednosti parametra AE pokazuju sljedece : 0 — 0,5
neznatna razlika, 0,5 - 1,5 postoji mala razlika, 1,5 — 3,0 razlika je primjetna, 3,0 — 6,0 znacajna

razlika, 6 - 12 velika razlika, > 12,0 vrlo velika razlika (Rimac Brn¢i¢ i sur., 2016).

Postupak rada

Prije mjerenja provedena je kalibracija kolorimetra pomocu ¢isto bijelog standarda (100 %-tna
refleksija) te crnog valjka (0 % refleksije). Podrucje mjerenja boje podeseno je na vidljivi dio
elektromagnetskog spektra, odnosno na valne duljine izmedu 400 i 700 nm. Kako bi mjerenje

bilo §to to¢nije, boja uzoraka mjerila se na to¢no odredenom mjestu sa bo¢ne strane uzorka gdje
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je povrsina bila najveca. Vrijednosti L*, a* i b* odredivane su svim isprintanim uzorcima
neposredno nakon printanja i svakih sljede¢ih 10 minuta tijekom jednog sata te nakon pecenja

uzoraka s ciljem utvrdivanja razlike u boji ovisno o proteklom vremenu i toplinskoj obradi.

Dobivene vrijednosti L*, a* i b* koriste se za izraCunavanje ukupne promjene boje AE prema

sljedecoj formuli :

AE = \/(L*A — L)+ (a*g —a*p)? + (b*4 — b*p)? []
L*, - svjetlina boje ispitivanog uzorka nakon vremena t
L* g - svjetlina boje ispitivanog uzorka nakon vremena t + 10 min
a*, — parametar boje ispitivanog uzorka nakon vremena t
a*p — parametar boje ispitivanog uzorka nakon vremenat + 10 min
b*, - parametar boje ispitivanog uzorka nakon vremena t
b* g - parametar boje ispitivanog uzorka nakon vremenat + 10 min

Promjena boje AE nakon tiskanja odnosi se na razliku u boji pojedinog 3D tiskanog oblika
neposredno nakon tiskanja (u nultoj minuti) i nakon 60 minuta stajanja pri sobnoj temperaturi.
S druge strane, promjena boje AE nakon pecenja oznacava promjenu boje pojedinog 3D oblika
izmedu Sezdesete minute nakon tiskanja i nakon pecenja i hladenja na sobnu temperaturu.
Budu¢i da je iz jednog punjenja Sprice tiskano 10 uzoraka kojima su odredivani parametri boje
svakih 10 minuta, a za tiskanje jednog uzorka potrebno je 6 minuta i 6 sekundi, uzorci nisu
stajali jednako vrijeme na sobnoj temperaturi prije pe¢enja. Prvi uzorak je stajao gotovo dva
sata, dok je deseti po redu uzorak stajao sat vremena pri sobnoj temperaturi prije pecenja Sto
potencijalno ima utjecaj na rezultat ukupne promjene boje nakon pecenja. Kako bi se ovaj
utjecaj razlike u vremenu stajanju uzoraka na sobnoj temperaturi prije pe¢enja minimizirao,
ubuduce bi uzorke po zavrSetku mjerenja parametara boje (60 minuta nakon tiskanja) trebalo
staviti na smrzavanje kako bi se smanjila aktivnost preostalog enzima PPO i time smanjio

utjecaj na promjenu boje izmedu zavrSetka mjerenja i toplinskog tretmana pecenjem.

3.2.14. Odredivanje preciznosti 3D tiskanja i to¢nosti oblika

Aparatura i pribor :

1) Tehnicka vaga (Kern &Sohn GmbH, D-72336, Balingen, Njemacka)
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2) Skener (Canon Canoscan LIDE 220)
3) Analogno pomi¢no mjerilo

4) Racunalo i program ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/)

Postupak rada :

Kako bi se odredila kvaliteta tiska, uzorcima se neposredno nakon printanja mjerila masa na
tehnickoj vagi. Uzorcima se takoder mjerila visina, linija debljine s gornje i s donje strane snack
proizvoda te promjer s gornje i donje strane snack proizvoda nakon pecenja i hladenja pomocu

analognog pomi¢nog mjerila na to¢kama prikazanima na slici 11.

Slika 11. Prikaz to¢aka 3D tiskanog oblika na kojima su mjereni: a) debljina linije s gornje i
donje strane (crvena linija) i visina oblika (zelena linija) b) promjer s gornje i donje strane na

tri razliéita nacina.

Svaki uzorak je skeniran neposredno nakon tiskanja i ponovno nakon pecenja zbog daljnje
obrade u rac¢unalnom programu ImagelJ. Izgled pojedinih tiskanih i osuSenih uzoraka se
razlikovao od Zeljenog stoga je cilj bio odrediti odstupanje pojedinog isprintanog od Zeljenog
oblika. Kako bi se odredilo odstupanje izmedu isprintanog i zeljenog oblika 3D tiskanih snack
proizvoda, provedena je obrada skeniranih fotografija, analiza i usporedba binarnih fotografija

oblika u programu ImageJ.

Obrada skena (fotografije) opisana je u knjizi Broeke i sur. (2015), a zapocinje automatskim i
ru¢nim uklanjanjanjem smetnji, zatim se podesi dimenzija i rezolucija fotografije te se odredi
grani¢na vrijednost za pretvaranje fotografije u boji u fotografiju u sivim tonovima i nakon toga
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u binarnu fotografiju. Slika 12 prikazuje sken kojemu su uklonjenje smetnje (sjene i mutni
djelovi) i binarnu crno-bijelo sliku tog skena. Binarna slika se najcesce koristi prilikom obrade
fotografije jer omogucuje izdvajanje dijelova slike ili piksela od interesa koriStenjem samo dvije
boje, a to su naj¢eSc¢e crna i bijela boja, iako je moguce koristiti bilo koje dvije boje (Pole,
2016). Za prevodenje sivih fotografiju u binarnu, potrebno je odrediti grani¢nu vrijednost koji
¢e pikseli biti oznaceni kao pozadina (1 ili 0, odnosno crno ili bijelo), a koji kao objekt (1 ili O,
odnosno crno ili bijelo). Vrijednosti koje su ispod odredene grani¢ne vrijednosti svrstavaju se
u jednu grupu (bijela boja), a vrijednosti iznad granicne svrstavaju se u drugu grupu (crna boja).
Obijekti na slici su prikazani jednom bojom koju nazivamo prednja boja (engl. ,,foreground),
a ostali dio slike je prikazan drugom bojom koju nazivamo pozadinska boja (engl.
,,background*) dok je boja objekta binarno zapisana kao 1, a pozadinska boja kao 0 (Pole,
2016). Kod obrade skenova 3D tiskanih snack proizvoda, oblici su bili prikazani u bijeloj boji

(1), a pozadina u crnoj boji (0).

Slika 12. Skenirana fotografija oblika (lijevo) i binarna fotografija skeniranog oblika (desno)

Na temelju odnosa broja bijelih piksela koji karakteriziraju oblik i ukupnog broja piksela
fotografije zakljucuje se koliko oblik svakog pojedinog snack proizvoda odstupa od Zeljenog
oblika i kolika je ponovljivost 3D tiska odnosno to¢nost oblika.

3.2.15. Statisticka obrada podataka

Za statisticku analizu i izradu grafickih prikaza eksperimentalno dobivenih podataka koristen
je Microsoft Office Excel 2013. Rezultati provedenih mjerenja izraZeni su kao srednja
vrijednost sa pripadaju¢om standardnom devijacijom, dok je za usporedbu uzoraka koristena
analiza varijance (ANOVA) s Tukey post-hoc testom. Granica statisticCke znaCajnosti za

dobivene rezultate postavljena je vrijednost za p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitan je utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta, mikrovalnog vakuumskog
zagrijavanja i pulsirajueg svjetla na aktivnost polifenol oksidaze pSeni¢nih posija, udio

ukupnih polifenolnih spojeva i antioksidacijsku aktivnost pseni¢nih posija.

Tijekom obrade uzoraka ranije navedenim metodama, doslo je do zagrijavanja uzoraka kao $to
je prikazano u tablici 5. Tretiranim uzorcima pSeni¢nih posija odredena je aktivnost polifenol
oksidaze koja je prikazana na slici 13. U ekstraktima tretiranih uzoraka pSeni¢nih posija takoder
je odreden udio ukupnih polifenola (TPC) $to je prikazano na slici 14 te je odredena
antioksidacijska aktivnost pomoc¢u DPPH (slika 15) i FRAP metode (slika 16). Promjena boje
3D tiskanog snack proizvoda pratila se mjerenjem neposredno nakon tiskanja te nakon 60
minuta i nakon termicke obrade pecenjem. Kako bi se odredila ponovljivost i preciznost
tiskanja, svaki 3D tiskani snack proizvod je skeniran nakon tiskanja i nakon pecenja te je u
ImageJ programu provedena obrada skeniranih oblika s ciljem utvrdivanja odstupanja od
zeljenog oblika. Takoder, u svrhu odredivanja ponovljivosti i to¢nosti tiska 3D snack proizvoda,
svakom snack proizvodu je pomoc¢u pomi¢nog mjerila na odredenim tockama izmjerena visina,
debljina na vrhu i dnu te promjer na vrhu i na dnu. Budu¢i da su snack proizvodi nakon 3D

tiskanja podvrgnuti termi¢koj obradi, doslo je do gubitka vlage Sto je prikazano na slici 23.

4.1. Promjena temperature tijekom razli¢itih nacina obrade uzoraka

Tijekom obrade uzoraka pSeni¢nih posija ultrazvukom visokog intenziteta, mikrovalnim
vakuumskim zagrijavanjem i pulsiraju¢im svjetlom, mijenjao se vremenski interval djelovanja
pojedinog tretmana kako bi se postigla Zeljena temperatura uzoraka kako je prikazano u tablici
5.

Tablica 5. Prikaz vremenskih intervala i promjene temperature tijekom razlicitih tretmana

TRETMAN UZORAK t(s) Ti(°C) T2(°C)
Ultrazvuk uzv 149 [21,3+0,0 | 95,5+0,5
Mikrovalno vakuumsko zagrijavanje MV45 10 |20,3+0,2 | 44,8+0,2
Mikrovalno vakuumsko zagrijavanje MV70 20 |21,1+0,1 | 71,7+£1,2
Pulsirajuce svjetlo PS45 25 19,0+ 0,2 | 451+05
Pulsirajuce svjetlo PS70 80 19.8+0,4 | 71, 4+24
Pulsirajuce svjetlo PS90 125 [192+03 | 91,2+2,6
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Rezultati iz tablice 5 pokazuju da je temperatura svih uzroraka na kraju tretmana veca od
njihove pocetne temperature Sto je i o¢ekivano s obzirom na upotrijebljene metode obrade.
Prolaskom ultrazvuka visokog intenziteta kroz teku¢i medij dolazi do pojave kavitacije pri
¢emu se stvaraju tzv. ,,mikropodrucja* s ekstremno visokom temperaturom i tlakom (Herceg,
2009) sto pridonosi ukupnom =zagrijavanju uzorka podvrgnutog ultrazvu¢nom tretmanu.
Mikrovalno zagrijavanje, koje je pogodno za namirnice koje sadrze znatnu koli¢inu vode,
temelji se na dielektricnom i ionskom mehanizmu (Lovri¢, 2003) te zbog toga dolazi do
zagrijavanje vodene suspenzije pSenicnih posija koje su izlozene mikrovalnom zracenju.
Zahvaljujuci fototermi¢kom ucinku pulsirajuceg svjetla, dolazi do apsorbcije bljeskova svjetla
u povrsinskom sloju (Rimac Brn¢i¢, 2009), a time i do zagrijavanja izloZenog povrSinskog sloja

S$to dovodi do poveéanja temperature uzoraka.

Tijekom tretmana se mijenjalo vrijeme obrade kako bi se odredilo optimalno vrijeme obrade
za postizanje Zeljenih kona¢nih temperatura uzoraka od 45, 70 i 90 °C. Prema rezultatima iz
tablice 5 vidljivo je da se duzim vremenskim intervalom obrade postize veéa temperatura
uzoraka. Za postizanje odredene temperature kod razli¢itih tretmana potreban je razliCiti
vremenski interval zbog toga §to su tretirani uzroci suspenzije pSeni¢nih posija bili razli¢itih

koncentracija i zbog razlike u mehanizmima zagrijavanja primijenjenih tretmana obrade.

4.2. Aktivnost polifenol oksidaze

Polifenol oksidaza je enzim koji katalizira oksidaciju fenolnih spojeva pri ¢emu nastaje pigment
melanin te dolazi do nepozeljnog posmedivanja pSeni¢nih proizvoda. Ultrazvukom visokog
intenziteta, mikrovalnim vakuumskim zagrijavanjem i pulsiraju¢im svjetlom nastojalo se
inaktivirati PPO u $to vecoj mjeri kako bi krajnji 3D tiskani snack proizvod §to manje posmedio
1 bio poZeljan potroSaima. Rezultati aktivnosti PPO nakon pojedinih tretmana odredeni su

sprektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije na 475 nm i prikazani su na slici 13.
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Slika 13. Aktivnost polifenol oksidaze uzoraka vodenih suspenzija pSeni¢nih posija tretiranih
razliitim tretmanima i uvjetima tretmana. Razlicita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05)

Prema slici 13 vidljivo je da najvecu aktivnost PPO pokazuje kontrolni, odnosno nativni uzorak
pSeni¢nih posija koji nije bio tretiran. Najmanju aktivnost PPO pokazao je uzorak tretiran
ultrazvukom visokog intenziteta, a od preostalih tretiranih uzoraka najvecu aktivhost PPO
pokazao je uzorak tretiran pulsiraju¢im svjetlom do temperature od 45 °C. Svi tretirani uzorci
se znacajno (p < 0,05) razlikuju u odnosu na netretirani (nativni) uzorak te se tretmani
medusobno znacajno razlikuju (p < 0,05) prema apsorbanciji na 475 nm, odnosno prema
aktivnosti PPO u odnosu jedan na drugog, osim UZV i MV45 ¢ija medusobna razlika statisticki
nije znacajna (p > 0,05). Iz svake grupe tretmana odabran je onaj tretman koji se pokazao
najucinkovitijim za inaktivaciju enzima PPO, dakle UZV, MV70 i PS90 te su tim tretmanima
obradene pSeni¢ne posije koje su prema recepturi dodavane u smjesu za 3D tiskani snack

proizvod.

Inaktivacija PPO djelovanjem ultrazvuka u skladu je sa istrazivanjem Niu i sur. (2014) koji su
koristili ultrazvuk u kombinaciji s askorbinskom kiselinom kako bi sprijecili enzimsko
posmedivanje rezanaca od integralnog brasna uzrokovano katalitickom aktivnos¢u PPO. Habu§
i sur. (2021) su istazivali utjecaj veli¢ine Cestica pSeni¢nih posija, amplitude i vremenskog
intervala tretmana ultrazvukom visokog intenziteta na aktivnost PPO pristune u pSeni¢nim

posijama. Zakljucili su da je za najznacajniju redukciju aktivnosti PPO, uz ocuvanje
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antioksidacijske aktivnosti i udio ukupnih polifenola, potrebno fino usitniti pSeni¢ne posije na
veli¢inu Cestica od 10 um te ih podvrgnuti tretmanu ultazvukom visokog intenziteta amplitude
60-100% u vremenskom intervalu 10-15 minuta. S druge strane, utjecaj ultrazvuka visokog
intenziteta na PPO, koja je prirodno prisutna u Zitaricama, ovisi o vrsti Zitarica jer Cukelj
Mustac i sur. (2019) u svom radu navode da tretman ultrazvukom visokog intenziteta dovodi
do aktivacije PPO prisutnih u posijama prosa. Rezultati za inaktivaciju PPO mikrovalnim
zagrijavanjem u skladu su sa istrazivanjem Benlloch-Tinoco i sur. (2013) u kojem su uspjesno
smanjili aktivnost enzima PPO na zeljenu razinu u vo¢nom pireu kivija. U istrazivanju utjecaja
pulsirajuceg svjetla na svojstva svjeze narezanih gljiva (Oms-Oliu i sur., 2010b) zakljuceno je
da se zbog ubrzanog procesa razgradnje stvara moguénost kontakta fenolnih spojeva iz gljiva
s PPO te time dolazi do povecane aktivnosti PPO i pospjesenog procesa posmedivanja. S druge
strane, Ramos-Villarroel 1 sur. (2011) zakljucili su da se kombinacijom pulsirajuceg svjetla 1
spojeva koji sprijeCavaju posmedivanje moze sprijeiti enzimsko posmedivanje uzrokovano
enzimom PPO. Zbog nedoslijednosti dvaju spomenutih istrazivanja, Manzocco i sur. (2013) su
proveli istrazivanje kojim su dokazali da se inaktivacija PPO moze posti¢i pulsirajuéim
svjetlom zahvaljujuéi izazivanju strukturnih promjena unutar proteina $to uvelike ovisi o samoj

koncentraciji proteina, odnosno enzima PPO.

4.3. Udio ukupnih polifenolnih spojeva i antioksidacijska aktivnost u uzorcima pSeni¢nih
posija nakon razlicitih tretmana

Na slici 14 prikazani su udjeli ukupnih polifenolnih spojeva u netretiranim i tretiranim uzorcima

pSeni¢nih posija.
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Slika 14. Udio ukupnih polifenola (mg GAE g*s. tv.) u nativnim i tretiranim uzorcima
pSeni¢nih posija. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih

vrijednosti (p < 0,05)

Prema slici 14 udio ukupnih polifenola (TPC) u uzorcima pSeni¢nih posija nakon tretmana
ultrazvukom, mikrovalnim vakuumskim zagrijavanjem i pulsiraju¢im svjetlom smanjio se u
odnosu na kontrolni netretirani uzorak ¢iji je udio ukupnih polifenola najveci. Razlika u udjelu
ukupnih polifenola izmedu netretiranih posija 1 posija tretiranih ultrazvukom te mikrovalnim
vakuumskim zagrijavanjem na temperaturu od 70 °C statisti¢ki nije znacajna (p > 0,05).
Preostali tretmani (MV70, PS45, PS70 i PS90) statisti¢ki se razlikuju (p < 0,05) od netretiranog
kontrolnog uzorka prema udjelu ukupnih polifenolnih spojeva. Razlika u udjelu ukupnih
polifenola izmedu uzoraka MV45 i PS45 te PS45, PS70 1 PS90 nije statisticki znacajna (p >
0,05). Tijekom tretmana ultrazvukom visokog intenziteta dolazi do zagrijavanja uzorka zbog
fenomena kavitacije, a time i do djelomi¢ne degradacije polifenolnih spojeva u uzroku
(Chandrasekara i sur., 2012). U istrazivanju Habus i sur. (2021) tretmanom ultrazvuka visokog
intenziteta smanjen je udio ukupnih polifenola na otprilike 8 % vrijednosti udjela ukupnih
polifenola nativnih posija §to se priblizno slaze s rezultatima u ovom radu gdje je udio ukupnih
polifenola uzorka tretiranog ultrazvukom visokog intenziteta smanjen na 6 % vrijednosti udjela
ukupih fenola netretiranog uzorka. Na slici 14 je vidjivo da kod uzoraka tretiranih pulsiraju¢im
svjetlom takoder dolazi do smanjenja udjela ukupnih polifenola s povecanjem temperature
uzoraka. Murugesan i sur. (2012) proveli su istrazivanje utjecaja pulsirajuc¢eg UV svjetla na

udio ukupnih polifenolnih spojeva bazge. Rezultati su pokazali da pri odrednim uvjetima
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tretimana pulsiraju¢im svjetlom dolazi do povecanja vrijednost TPC u odnosu na netretirani
uzorak. Jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjeno dolazi li do povecanja TPC u uzorku bazge
isklju¢ivo zbog utjecaja pulsirajuceg svjetla ili i zbog utjecaja toplinskog stresa do kojeg dolazi
zagrijavanjem tijekom tretmana pulsiraju¢im svjetlom. Tijekom mikrovalnog vakuumskog
zagrijavanja takoder dolazi do povecanja temperature uzoraka, ali prema slici 14 porast
temperature uzorka ne moze se povezati sa smanjenjem udjela ukupnih polifenola. Do
povecanja ili smanjenja razvoja sekundarnih metabolita u uzorku kao $to su npr. fenolni spojevi
moze do¢i zbog ucinka toplinskog stresa do kojeg dolazi zagrijavanjem uzorka (Murugesan i
sur., 2012). Od tretiranih uzoraka najve¢i udio ukupnih polifenola pokazuje uzorak MV70
(0,738 mg GAE g's. tv.) dok najmanji udio pokazuje uzorak PS90 (0,532 mg GAE g*s. tv.)

Na slikama 15 i 16 prikazani su rezultati za antioksidacijski kapacitet ekstrakta netretiranih i
tretiranih uzoraka pSeni¢nih posija. Antioksidacijski kapacitet je odreden pomocéu DPPH 1

FRAP metode.
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Slika 15. Antioksidacijski kapacitet (umol TE gs. tv.) odreden DPPH metodom u nativhom
uzorku i tretiranim uzorcima pSeni¢nih posija. Razli¢ita slova ozna¢avaju statisticki znacajnu

razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05).
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Slika 16. Antioksidacijska aktivnost (umol TE gs. tv.) odredena FRAP metodom u nativnom
uzorku i tretiranim uzorcima pSenicnih posija. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu

razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05).

1z rezultata antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom prikazanih na slici 15, moze
se vidjeti da je antioksidacijska aktivnost tretiranih uzoraka manja od netretiranog kontrolnog
uzorka. Razlika tretiranih uzoraka u odnosu na netretirani uzorak je statisticki znacajna (p <
0,05) za sve tetirane uzorke, osim tretmana PS90 ¢ija razlika u odnosu na netretirani uzorak nije
statisticki znacajna (p > 0,05). U odnosu na vrijednost uzorka UZV, statisticki znacajno se
razlikuju rezultati za N i PS45 uzorak. Usporedujuci vrijednost uzorka MV45 sa ostalima na
slici 15, uzorci N i PS45 statisticki se znac¢ajno razlikuju od navedenog uzorka MV45. U odnosu
na uzorak MV70, statisticki znacajno se razlikuju rezultati uzoraka N, PS45 i PS90. Osim
prethodno navedenih statisticki znacajnih razlika s uzorkom PS45, uzorak se statisticki
znacajno (p < 0,05) razlikuje i od uzoraka PS70 i PS90. Od tretiranih uzoraka, najvecu
vrijednost antioksidacijske aktivnosti pokazuje uzorak PS90 (1,174 umol TE g?s. tv.) dok
uzorak PS45 pokazuje najmanju vrijednost antioksidacijske aktivnosti (0,976 pmol TE g*s.

tv.).
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Antioksidacijski kapacitet je, osim DPPH metodom, odreden i FRAP metodom. Rezultati
FRAP metode su prikazani na slici 16 te je vidjivo da, za razliku od rezultata dobivenih DPPH
metodom, najvecu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta ima tretirani uzorak PS90 (3,634
umol TE g s. tv.). Vrijednost antioksidacijske aktivnosti netretiranog uzorka N, koja je
odredena FRAP metodom, je manja i statisticki se zna¢ajno razlikuje od vrijednosti za uzorke
PS70 i PS90, ¢ije se vrijednosti takoder statisti¢ki znacajno razlikuju od preostalih uzoraka.
Vrijednost N uzorka ne razlikuje se znacajno (p > 0,05) od uzorka MV45, dok se od preostalih
uzoraka razlikuje statisticki znacajno (p < 0,05). Vrijednost antioksidacijskog kapaciteta uzorka
MV45 statisticki se razlikuje od uzoraka N, PS70 i PS90. Izmedu vrijednosti uzoraka UZV,
MV45, MV70 i PS45 ne postoji statisticki znafajna razlika. Najmanju antioksidacijsku
aktivnost pokazao je uzorak MV70 (2,01 pmol TE g*s. tv.).

Od tretiranih uzoraka, uzorak PS90 pokazuje najveéu antioksidacijsku aktivnosti odredenu
DPPH i FRAP metodom u odnosu na nativne pSeni¢ne posije. U istrazivanju utjecaja
pulsirajuceg svjetla na plodove smokve, Rodov i sur. (2012) zakljucili su da je udio fenolnih
spojeva u plodovima koji su tretrani pulsiraju¢im svjetlom veéi od udjela u netretiranim
plodovima. Povec¢an udio fenolnih spojeva u tretiranim plodovima smokve moze se objasniti
prisutnoscu fenilpropanoida c¢ije se formiranje povezuje sa stresom tijekom izlaganja tretmanu
pulsiraju¢im svjetlom. Takoder, izlaganje UV svjetlosti poveéava sintezu nekih vrsta flavonida
u razli¢itim biljnim vrstama kao mjeru zaStite protiv Stetnog UV-B zraenja (Avalos Llano i
sur., 2016). Budu¢i da su fenolni spojevi jedni od nosioca antioksidacijske aktivnosti, nastanak
fenilpropanoida tijekom tretmana pulsiraju¢im svjetlom objaSnjava znacajnu antioksidativnu
aktivnost uzorka PS90. U istrazivanju utjecaja mikrovalnog zagrijavanja na dzem od ribizla
(Curi i sur., 2016) pokazano je da zagrijavanje u mikrovalnoj pe¢nici male snage ima pozitivan
ucinak na antioksidacijsku aktivnost dzema koja se tretiranjem povecala u odnosu na netetirani
uzorak dZema. Takoder, u istraZzivanju Mahieddine 1 sur. (2018) gdje je istraZen ucinak
mikrovalnog zagrijavanja na antioksidacijsku aktivnost rajcice, antioksidacijska aktivnost
nakon tretmana se povecala u odnosu na netretiranu raj¢icu $to se pripisuje povecanju
dostupnosti odredenih spojeva koji pridonose antioksidacijskoj aktivnosti. Tijekom izvodenja
eksperimenta koristno je mikrovalno vakuum zagrijavanje koje prema Song i sur. (2018)
pokazuje bolje ocuvanje antioksidacijskih spojeva u odnosu na klasi¢no mikrovalno
zagrijavanje. Suprotno od navedenih istrazivanja, uzorak MV70 pokazuje najmanju vrijednost

antioksidacijske aktivnosti prema nativnom uzorku pseni¢nih posija.
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Prema rezultatima prikazanim na slikama 14,15 i 16 ne postoji pozitivna i znacajna korelacija

izmedu rezultata dobivenih za TPC, DPPH i FRAP vrijednosti tretiranih uzoraka.

4.4. Promjena boje snack proizvoda

Odredivanje boje provedeno je mjerenjem parametara boje L*, a* i b* za 10 tiskanih uzoraka
iz svakog punjenja Sprice, dakle ukupno 20 tiskanih uzoraka za svaku vrstu smjese. U tablici 6
nalaze se srednje vrijednosti L*, a* i b* parametara boje i srednje vrijednosti ukupne promjene
boje AE koja se raCuna na temelju parametara L*, a* i b*. Podaci u tablici su podijeljeni u dvije
skupine: a) nakon 3D tiskanja §to podrazumijeva vrijednosti parametara boje L*, a* i b* 60
minuta nakon tiska i vrijednost AE izmedu parametara boje neposredno nakon tiska (nulta
minuta) i 60 minuta nakon ispisa te b) nakon pecenja $to podrazumijeva odredivanje parametara
boje uzoraka nakon pecenja, a vrijednost AE se racuna iz razlike parametara boje neposredno
prije pecenja (Sezdeseta minuta od tiska) i nakon pecenja. U tablici 6 prikazani su i medusobno
usporedeni podaci srednjih vrijednosti parametara L*, a*, b* 1 AE za 1. i 2. punjenje jednakih

smjesa nakon 3D tiskanja i nakon pecenja.

Tablica 6. Utjecaj punjenja smjese na srednje vrijednosti L*, a*, b* i AE ovisno o tretmanu.
Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima unutar istog reda za pojedinu smjesu se

znacajno razlikuju (p < 0,05)

TRETMANI :
uzv MV PS
1. punjenje 2. punjenje 1. punjenje 2. punjenje 1. punjenje 2. punjenje
a) NAKON 3D TISKANJA
L* | 60,00+ 0,632 | 60,20+ 0,872 || 60,45+ 1,49% | 60,90 + 1,222 || 60,14 +1,10* | 59,53 + 1,252
a* 4,27 +0,122 4,22 +0,26° 4,37+0,68 | 429+0,192 4,60 + 0,232 4,41 +£0,28?
b* | 16,25+0,45% | 16,46 +0,58% || 16,60 +0,88% | 15,79 +0,76° || 16,72 + 0,26% | 15,50 + 1,05"
AE | 1,84+0,56% | 2,13+0,63% || 2,28+0,54% | 2,59+0,86 || 2,58 +0,46% | 2,83+ 0,592
b) NAKON PECENJA
L* | 58,06+0,44% | 58,11 0,56 |[ 58,82 +0,76% | 58,14 + 0,782 || 58,50 + 0,76® | 59,09 + 0,992
a* 5,47 +0,292 5,60 +0,24* || 4,88 0,472 5,10 £ 0,492 5,37+0,55% |4,92+0,572
b* | 17,74 +0,42% | 17,91 +£0,47% || 17,21 £0,47% | 17,65+0,51% || 17,82 + 0,992 | 17,90 + 1,362
AE | 2,84+0,56% 3,01 £0,572 |2,22 +1,09? 3,53+ 1,18P 2,70+0,91% | 2,82+0,972
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U tablici 6 su prikazane srednje vrijednosti parametara koje su odredene na 10 tiskanih oblika
iz svakog punjenja. Za smjesu UZV ne postoji statisticki znacajna razlika (p > 0,05) izmedu 1.
1 2. punjenja za vrijednosti L*, a*, b* i AE nakon 3D tiskanja i nakon pecenja. Statisticki
znacajna razlika izmedu 1.i 2. punjenja smjese MV postoji za parametar b* nakon 3D tiskanja
i parametar AE nakon pecenja. Izmedu 1. i 2. punjenja smjese PS postoji statisti¢ki znacajna

razlika izmedu parametra b* nakon 3D tiskanja.

Srednja vrijednost oba punjenja (ukupno 20 uzoraka) pokazala je da ne postoji statisticki
znaCajna razlika (p > 0,05) L*, a* i b* vrijednosti izmedu smjesa UZV, MV i PS nakon 3D
tiskanja. Statisticki znacajna razlika (p < 0,05) ocituje se za ukupnu promjenu boje AE nakon
tiskanja za uzorke UZV i PS. Najvecu ukupnu promjenu boje 60 minuta nakon tiskanja
pokazuje PS (2,71 + 0,55), a najmanju smjesa UZV (1,99 + 0,61). lako su tiskani tjesteni
komadi stajali razli¢ito vrijeme na sobnoj temperaturi, niska vrijednost standardne devijacije
ukazuje da su bili ujednacene boje. Nakon pecenja, statisti¢ki znacajnu razliku za L* vrijednost
pokazali su oblici tiskani iz smjesa PS i UZV, dok za isti parametar razlika izmedu MV i PS te
MV i UZV smjese nije statisti¢ki znacajna.Vrijednost parametra boje a* nakon pecenja
statistiCki se razlikuje izmedu smjesa UZV 1 MV te UZV 1 PS, dok izmedu smjesa MV i1 PS ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika za dati parametar. Razlika izmedu vrijednosti parametara b*
i AE svih triju smjesa statisti¢ki nije znacajna (p < 0,05). 3D tiskani snack proizvod je nakon
toplinske obrade pecenjem tamniji, Zu¢i i crveniji u odnosu na 3D snack proizvod nakon

tiskanja, odnosno prije toplinske obrade.

Utjecaj dodavanja razli€ito tretiranih pSeni¢nih posija u smjese za 3D tiskanje na promjenu
parametara boje L*, a* i b* uzoraka nakon tiskanja i tijekom stajanja na sobnoj temperaturi
graficki je prikazan na slikama 17, 18 i 19 s ciljem zornijeg prikaza promjene navedenih
parametra boje u ovisnosti o vremenu. Vrijednosti parametara boje prikazane na sljede¢im
slikama odnose se na srednje vrijednosti 20 uzoraka tiskanih iz pojedinih smjesa. L*, a* i b*
vrijednosti su izmjerene neposredno nakon tiskanja te svakih sljede¢ih 10 minuta unutar

vremenskog intervala od 60 minuta.
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Slika 17. Promjena vrijednosti parametra boje L* tijekom 60 minuta nakon tiskanja (srednja

vrijednost od dva punjenja, n=20)

Parametar boje L* oznacava svjetlinu, a smanjenje vrijednosti L* oznacava tamnjenje 3D
tiskanog oblika. Na slici 17 je vidljivo da vrijednost parametra L* za sve smjese najmanja u
pedesetoj minuti. Uzorcima tiskanim iz svih triju smjesa zajednicki je porast L* vrijednosti
izmedu pedesete i Sezdesete minute od tiskanja Sto je moguca posljedica isusavanja, odnosno

gubitka vlage stajanjem uzoraka na sobnoj temperaturi.
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Slika 18. Promjena vrijednosti parametra boje a* tijekom 60 minuta nakon tiskanja (srednja
vrijednost od dva punjenja, n=20)
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Parametar boje a* predstavlja indiktor crvenila promatranih 3D tiskanih uzoraka. Na slici 18 je
vidljivo da vrijednost parametra a* za 3D uzorke tiskane iz svih triju smjesa biljezi porast
izmedu nulte 1 Sezdesete minute nakon tiska S$to ukazuje na povecanje izrazenosti crvene boje

3D tiskanih uzoraka stajanjem pri sobnoj temperaturi.
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Slika 19. Promjena vrijednosti parametra boje b* tijekom 60 minuta nakon tiskanja (srednja

vrijednost od dva punjenja, n=20)

Parametar boje b* predstavlja indikator zutila promatranih 3D tiskanih uzoraka. Na slici 19 je
vidljiv trend porasta i smanjenja vrijednosti parametra b* koji je zajednicki iako nesto druk¢iji
izmedu uzoraka tiskanih iz razli¢itih smjesa tijekom stajanja na sobnoj temperaturi u
vremenskom intervalu od 60 minuta. Svim uzorcima tiskanih iz triju razli¢itih smjesa zajednicki
je rast pa je smanjenje vrijednosti parametra boje b*, odnosno izraZzenost zute boje nakon 60

minuta od tiskanja malo slabija u odnosu na svjeze otisnute oblike.

Ukupna promjena boje uzoraka svih triju smjesa nakon 3D tiskanja i nakon pe¢enja nalazi se u
intervalu 1,5-3 §to prema Rimac Brn¢ic¢ i sur. (2016) oznacava primjetnu razliku u boji uzoraka
neposredno nakon tiskanja i nakon 60 minuta od tiskanja te razliku u boji izmedu uzoraka 60
minuta nakon tiskanja i uzoraka nakon termicke obrade pecenjem. Do promijene boje 60 minuta
nakon tiskanja moze doci, jer pSeni¢nim posijama koje su dodane u smjesu za tisak nije u
potpunosti inaktiviran enzim PPO i u smjesu je dodano netretirano zobeno brasno koje takoder
sadrzi PPO §to mozZe dovesti do posmedivanja uzoraka. L* vrijednost koja oznacava svjetlinu

pecenjem se smanjila sto ukazuje na to da su uzorci tamniji nakon termicke obrade $to se moze
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pripisati Maillardovim reakcijama kojima tijekom termicke obrade proizvoda nastaju polimeri
smede boje — melanoidi (Starowitz i Zielinski, 2019). Parametri a* (indikator crvenila) i b*
(indikator zutila) pokazuju vece vrijednosti nakon pecenja Sto je pozeljno jer se crvena i zZuta

boja smatraju privlacnima kada se radi o prehrambenim proizvodima (Gregov, 2020.).

4.5. Preciznost tiska, ponovljivost i to¢nost oblika 3D tiskanog snack proizvoda

Za uspjesno 3D tiskanje tjestenih oblika bitna je sposobnost istiskivanja tijesta (ekstruzija) i
sposobnost zadrzavanja strukture i oblika nakon tiskanja (Yang, 2018). He i sur. (2019)
zakljucuju da su predhodni tretman smjese i naknadni tretman tiskanih 3D oblika glavni faktori

koji utjecu na preciznost tiska i stabilnost tiskanog oblika.

Preciznost tiska odredena je nakon tiskanja, dok je tocnost oblika odredena nakon pecenja tako
Sto su se uzorci skenirali i obradili u ImageJ programu, a rezultati su dobiveni analiziranjem
bijelih piksela svakog uzorka u odnosu na posljednji, 10. po redu uzorak iz tog punjenja. U

tablici 7 prikazani su rezultati za preciznost tiska i to¢nost oblika u postocima.

Tablica 7. Preciznost tiska i to¢nost oblika u odnosu na 1. i 2. punjenje $price istom Smjesom.
Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima unutar istog reda u stupcu pojedine smjese

razlikuju se statisti¢ki znacajno (p < 0,05)

TRETMANI :
uzv MV PS
1.punjenje | 2.punjenje || 1.punjenje | 2.punjenje || 1.punjenje | 2.punjenje
PRECIZNOST 96,85 + 97,48 + 96,95 + 97,28 + 96,00 + 96,37 +
TISKA (%) 2,60? 1,892 2,122 2,222 3,502 2,162
TOCNOST 95,67 + 98,05 + 96,75 + 96,17 + 95,64 + 98,23 +
OBLIKA (%) 3,142 1,25° 2,77° 3,552 3,612 1,792

Za izracun srednje vrijednosti postotka preciznosti tiska i tocnosti oblika, u obzir su uzete
vrijednosti 1. 1 2. punjenja iste smjese Sto predstavlja 10 tiskanih oblika po punjenju. Prema
rezultatima, postotak preciznosti tiska ne razlikuje se statisticki znacajno (p > 0,05) izmedu 1.
I 2. punjenja smjesa UZV, MV i PS. Tocnost oblika statisticki se razlikuje izmedu 1. i 2.
punjenja smjese UZV, dok za ostale smjese razlika to¢nosti oblika izmedu punjenja nije

statistiCki znaCajna pa je za te uzorke uvrdena i izvrsna ponovljvost oblika.
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Za izraCun srednje vrijednosti postotka preciznosti tiska i to¢nosti oblika, u obzir su uzete
vrijednosti 1. i 2. punjenja, odnosno ukupno 20 oblika iz iste smjese. Prema rezultatima postotci
preciznosti tiska (96,2 - 97,2 %) i to¢nosti oblika (96,5 — 96,9 %) ne razlikuju se statisticki
znacajno (p > 0,05) izmedu razlicitih smjesa. Najveca preciznost tiska pokazala se pri tiskanju
smjese UZV, a najvecu to¢nost oblika pokazuju oblici tiskani iz smjese PS. No, moze se
zakljuciti da nacin obrade pSeni¢nih posija koje su dodane u smjesu ne utjeCe statisticki

znacajno na svojstva smjese, odnosno na preciznost tiska i to¢nost samih oblika.

Kako bi se dodatno provjerio utjecaj punjenja i vrste tretmana pSeni¢nih posija na svojstva
smjese i posljedi¢no na tiskanje i oblik tiskanih uzoraka, mjereni su sljedeé¢i parametri: masa,
visina i debljina gornje i donje linije na 4 razlicite tocke te gornji i donji promjer na 3 razlicite
tocke 3D tiskanog snack proizvoda koje su prikazane u potpoglavlju ,,Odredivanje preciznosti
3D tiskanja i to¢nosti oblika“. U sljede¢im tablicama su prikazane srednje vrijednosti mase,
visine, debljine gornje i donje linije te gornjeg i donjeg promjera 10 uzoraka svakog punjenja
(tablica 8).

Tablica 8. Utjecaj punjenja na masu, visinu, debljinu gornje i donje linije te gornjeg i donjeg
promjera 3D tiskanih oblika iz iste smjese. Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima

unutar istog reda u stupcu pojedine smjese razlikuju se statisticki zna¢ajno (p < 0,05)

TRETMANI :
uzv MV PS
1.punjenje | 2.punjenje || 1.punjenje | 2.punjenje || 1.punjenje 2.punjenje
masa
1,89 £0,07% | 1,89 +£0,05% | 1,93 £ 0,08 | 1,88 +0,19%|| 1,96 £ 0,16* | 1,91 £0,01?
(9)
visina
cm) 0,72 £0,03* | 0,73 £0,01* | 0,74 = 0,022 | 0,67 = 0,022 || 0,72 + 0,02 | 0,72 + 0,022
cm
debljina linije
0,20+ 0,01* | 0,19+ 0,01* | 0,20 £0,01% | 0,19 +0,01% ] 0,19+ 0,01* | 0,19+ 0,017
gore (cm)
debljina linije
. 0,25+ 0,042 | 0,23 + 0,022 || 0,27 + 0,05 | 0,26 + 0,012 || 0,30 + 0,06 | 0,25 + 0,01°
dolje (cm)
promjer gore
(cm) 2,69 + 0,092 | 2,84 +0,06° || 2,81 + 0,052 | 2,86 + 0,072 || 2,92 + 0,072 | 2,82 + 0,06°
cm
promjer dolje
(cm) 2,79+0,13% | 2,94 £0,06° || 2,99 0,122 | 3,02+ 0,14%|[ 3,11 £ 0,143 | 2,95+0,07°
cm
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Rezultati u tablici 8 pokazuju da se masa, visina i debljina gornje linije 3D tiskanih oblika ne
razlikuju statsticki znacajno u odnosu na broj punjenja koriStene smjese. Statisticki znacajna
razlika (p < 0,05) vidljiva je za debljinu donje linije izmedu 1.i 2.punjenja smjese PS. Takoder,
statistiCki znaCajna razlika postoji izmedu gornjeg i donjeg promjera 1. 1 2. punjenja smjese
UZV i l.i2. punjenja smjese PS. Srednje vrijednosti gornjeg i donjeg promjera oblika tiskanog
iz 1. punjenja smjese UZV pokazuju veée vrijedosti od gornjeg i donjeg promjera 2. punjenja
iste smjese. Srednje vrijednosti parametara debljine donje linije, gornjeg i donjeg promjera 1.

punjenja smjese PS vece su od istih parametara za 2. punjenje iste smjese.

No, ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u srednjoj vrijednosti masa i debljine gornje linije
oblika tiskanih iz razli¢itih smjesa (p > 0,05). Visina oblika se statisticki razlikuje izmedu
smjese UZV (0,73 cm) i smjese MV (0,70 cm) (p < 0,05). Takoder, debljina donje linije
statisti¢ki se razlikuje za oblike tiskane iz smjesa UZV (0,24 cm) i PS (0,28 cm). Vrijednosti
gornjeg i donjeg promjera pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu oblika tiskanih iz smjesa
UZV (gornji 2,77 cm; donji 2,87 cm) i MV (gornji 2,84; donji 3,00 cm) te smjesa UZV (2,87
cm; donji 2,87 cm) i PS (gornji 2,87 cm; donji 3,03 cm).

Ponovljivost tiska predstavlja vrlo vazan faktor kod odredivanje konacne kvalitete tiska, a
pokazuje koliko se tiskani oblici razlikuju medusobno ( razlika 1. od 2. tiskanog oblika, itd.).
Ponovljivost tiska, odnosno medusobne razlike u masi 10 komada 3D tiskanih oblika iz svake
smjese nakon tiskanja i nakon pecenja prikazane su na slici 20. Oznake na slici 20 oznacuju
tretman pSeni¢nih posija 1 oblik nakon tiskanja (NT) ili oblik nakon pecenja (NP), npr. oznaka
UZV NT oznacuje 3D oblik tiskan iz smjese u koju su dodane pSeni¢ne posije obradene
ultrazvukom visokog intenziteta nakon procesa tiskanja. Razlika u masi oblika tiskanih iz
razli¢itih smjesa nakon tiskanja i razlika u masi oblika nakon pecenja nije bila statisticki

znacajna zbog Cega se moze zakljuciti da je ponovljivost 3D tiskanja bila izvrsna.
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Slika 20. Ponovljivost mase 3D tiskanih oblika ovisno o tretmanu nakon tiskanja (NT) i

nakon pecenja (NP)

Lipton i sur. (2010) proucavali su 3D tiskanje na principu ekstruzije mekih materijala kao Sto

su tijesto za kekse i sir. Dosli su do zakljucka da su se tiskani oblici iz takvih materijala znatno

deformirali prilikom konvencionalnih metoda obrade hrane nakon tiskanja. Primjer deformacije

3D tiskanih oblika tijekom pecenja prikazan je na slici 21 u obliku binarne fotografije za oblik

tiskan iz smjese MV.

Slika 21. Binarna fotografija 3D tiskanog oblika nakon tiskanja (lijevo) i nakon pecenja

(desno)
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Kako bi se postigla Siroka primjena 3D tiskanja mekih smjesa na principu ekstruzije, ona mora
biti kompatibilna s tradicionalnim koracima obrade hrane (Lipton i sur., 2015). Uzevsi u obzir
odstupanja u izmjerenim parametrima oblika iz tablice 8 te promijene u obliku tijekom pecenja
saslike 21, za vec¢u preciznost tiska i to¢nost oblika, odnosno zadrzanje stabilnosti oblika nakon

pecenja, potrebna je korekcija recepture ili upotreba odredenih aditiva (Lipton 1 sur., 2010).

4.6. Iskoristenje smjese i gubitak mase pecenjem

Mase svih 3D tiskanih oblika izmjerene su nakon pecenja kako bi se pomocu tih podataka
izraCunalo iskoriStenje pripremljenih smjesa. Nakon 3D tiskanja, odredivanja mase |

parametara boje, oblici su podvrgnuti termickoj obradi peenjem.

IskoriStenje svake smjese racunato je tako da je od poCetne mase smjese koja je stavljena u
Spricu oduzeta masa koja je nakon tiskanja zaostala u Sprici printera i masa onih oblika koji su
odbaceni zbog pogrjeske nastale tijekom tiskanja. Dio smjese koji je istisnut, ali odbacen zbog
odstupanja od zadanog oblika ili mase, potencijalno bi se mogao ponovno iskoristiti u zamjesu,
no u ovom slucaju je tretiran kao gubitak jer nije istrazeno kako bi vracanje i ponovno tiskanje
imalo utjecaj na svojstva smjese i 3D tiskanih oblika. Na slici 22 je prikazan postotak
iskori$tenja smjesa uz prikaz vrijednosti za mase smjesa prije tiskanja i mase smjesa koje su

iskoristene pri tiskanju pravilnih 3D oblika.

60
50
40
)
p 30
(%]
2
ga 20
©
(%]
©
2 10
0
uzv 1 uzv2 MV1 MV2 PS1 PS2
Iskoristenje smjese (%) 72,43% 66,37% 63,3% 69,23% 60,68% 56,76%
Masa pravilno iskoristene smjese (g) 22,73 20,17 20,66 22,5 21,17 19,91
H Masa smjese prije tiskanja (g) 31,38 30,39 32,64 32,5 34,89 35,08

Smjesa

Slika 22. Prikaz postotka iskoristenja smjese
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Prema slici 22 vidljivo je da se vrijednost iskoriStenja medusobno razlikuje kod svih smjesa.
Najvece iskoristenje ima smjesa UZV1, dok je najmanje iskoriStenje smjese. Razlog razlike u
iskoriStenju od 15,67 % izmedu smjesa UZV1 i PS2 moze se pripisati odbacivanju razli¢itog
broja tiskanih oblika zbog njihovog odstupanja sto je prikazano kao gubitak mase smjese i zbog

razlike u pocetnoj masi smjese kojom se napunila Sprica 3D pisaca.

Prilikom termicke obrade 3D tiskanih uzoraka dolazi do smanjenje njihove mase zbog gubitka
vlage (vode) isparavanjem. Postoci gubitka mase za uzorke iz razli¢itih smjesa prikazani su na
slici 23.

50
45 . I I I
40
35
30
25
20

Gubitak mase (%)

15
10

uzvl uzv2 Mv1 MV2 PS1 PS2
Smjesa

Slika 23. Postotak gubitka mase pecenjem 3D tiskanih uzoraka iz razli¢itih smjesa

Prema slici 23, najveéi gubitak mase (vode) tijekom pecenja vidljiv je kod 3D tiskanih uzoraka
iz smjese PS1 (46,7 %), dok najmanji gubitak mase pokazuju uzorci tiskani iz smjese MV1
(42,8 %). Najmanji gubitak mase u uzorcima iz smjese MV1 moze se povezati s time da su
pSeni¢ne posije koje su dodane u tu smjesu obradene tretmanom MV70 (mikrovalnim
zagrijavanjem na 70 °C) nakon su$enja do konstantne mase imale najveéi udio vlage. U smjesu
PS1, ¢iji 3D tiskani uzorci pokazuju najveci gubitak mase, dodane su pSeni¢ne posije koje su
obradene tretmanom PS90 i nakon suSenja do konstantne mase je odreden manji udio vlage

nego kod posija tretiranih UZV i MV70.
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5. ZAKLJUCCI

Cilj ovog rada bio je istraziti inovativne tehnologije obrade pSeni¢nih posija ultrazvukom
visokog intenziteta, mikrovalnim vakuumskim zagrijavanjem i pulsiraju¢im svjetlom te istraziti
mogucénost primjene obradenih posija u smjesi za izradu nutritivno obogac¢enog 3D tiskanog
snack proizvoda na principu ekstruzije, a na temelju rezultata dobivenih ovim istrazivanjem i

provedenom raspravom izvode se sljede¢i zakljucci:

1) Tijekom obrade pSeni¢nih posija ultrazvukom visokog intenziteta, mikrovalnim
vakuumskim zagrijavanjem i pulsiraju¢im svjetlom doslo je do zagrijavanja svih uzoraka, a
promijena temperature tretiranih uzoraka razlikuje se s obzirom na mehanizam i vremenski

interval tretmana.

2) Svi tretirani uzorci pseni¢nih posija pokazuju manju aktivnost polifenol oksidaze u odnosu
na netretirani uzrak. Najveca inaktivacija polifenol oksidaze (75,31 %) postignuta je
ultrazvukom visokog intenziteta. Osim UZV, MV70 i PS90 pokazali su se kao najbolji za
inaktivaciju enzima polifenol oksidaze medu koristenim tretmanima te su pSeni¢ne posije

obradene navedenim tretmanima dodane u smjesu za 3D tiskanje.

3) Udio ukupnih polifenolnih spojeva tretiranih uzoraka manji je u odnosu na netretirani uzorak
pri cemu smanjenje iznosi izmedu 5,88 % (UZV) i 24,6 % (PS90). Antioksidacijska aktivnost
odredena DPPH metodom najveca je za netretirani uzorak, a odstupanje tretiranih uzoraka u
odnosu na netretirani iznosi izmedu 4,73 % (PS90) i 20,82% (PS45). Antioksidacijska aktivnost
odredena FRAP metodom najveéa za uzorak PS90 koji pokazuje 47,45 % vecu vrijednost u
odnosu na netretirani uzorak, dok najmanju antioksidacijsku aktivnost ima uzorak MV70 koji

pokazuje 18,45 % manju vrijednost u odnosu na nativni uzorak.

4) Proces 3D tiskanja je spor i traje 60 minuta za oblikovanje 10 komada snack proizvoda.
Ukupna promjena boje (AE) 3D tiskanih uzoraka svih triju smjesa nakon 60 minuta je bila
vidljiva jer se nalazi u intervalu 1,5 - 3 ovisno o metodi prethodne obrade posija. Najmanja
ukupna promjena boje (AE) nakon tiskanja vidljiva je kod smjese s ultrazvu¢no obradenim
posijama (1,99 + 0,61), a najveca kod smjese s posijama obradenima pulsirajuéim svjetlom

(2,71 £ 0,55). Nakon pec€enja snack je tamnije, crvenije 1 Zu¢e boje u odnosu na tijesto.

5) Osim parametara boje, znacajan utjecaj metode obrade pSeni¢nih posija dodanih u smjesu za

3D tiskanje vidljiv je na dimenzijama oblika i to za visinu izmedu smjesa UZV i MV, debljinu
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donje linije izmedu smjesa UZV 1 PS te za gornji i donji promjer izmedu smjesa UZV 1 MV te

UZV i PS.

6) Statisticki znacajan, ali mali utjecaj broja punjenja vidljiv je kod a) parametra boje b* nakon
tiskanja za smjese MV i PS te ukupna promjena boje (AE) nakon pecenja za smjesu MV, b)
tocnosti i promjera oblika za smjesu UZV i ¢) izmedu debljine gornje linije te gornjeg i donjeg

promjera za smjesu PS.

7) Moze se zakljuCiti kako su snack proizvodi obogaéeni prethodno obradenim pSeni¢nim
posijama otisnuti s velikom ponovljivos¢u, precizno$¢u i to¢noséu (> 96,2 %), no prilikom
pecenja je doslo do deformacije svih oblika zbog smanjenja udjela vlage $to je najvise uocljivo

u smanjenju promjera oblika nakon pecenja.

Potrebna su daljna istrazivanja o metodama prethodne obrade sirovina i brzine 3D tiskanja kako

bi se izbjeglo enzimsko tamnjenje tijesta 3D tiskanih proizvoda obogacenih posijama.
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