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1. UVOD

Inovacije prehrambene industrije usmjerene su prema koriStenju mnogima nepoznatih
sirovina koje doprinose zanimljivosti proizvoda i zanimanju potrosaca. Maginja ima veliki
potencijal za razvoj prehrambenih proizvoda dosad potrosa¢ima nepoznatog okusa, boje i
mirisa s visokim bioaktivnim potencijalom i zdravstvenim znacajem. Ovaj zanimljivi plod
dolazi od samonikle voéne vrste obi¢ne planike (Arbutus unedo L.) s podrué¢ja eumediteranske
zone Sredozemlja i zapadne Europe. Prepoznatljive je crvene boje izvana i naranéaste iznutra,
izgleda bobe te karakteristicnog slatkog okusa. Maginja je nutritivno bogat izvor bioaktivnih
spojeva te ima visok potencijal za stvaranje inovativnih, funkcionalnih prehrambenih proizvoda
i dodataka prehrani koji bi uvelike mogli doprinijeti zdravlju potrosaca zbog visokog stupanja
antioksidacijskog kapaciteta. Dosadasnja istrazivanja ukazuju na bioloske u¢inke bioaktivnih
spojeva maginje poput antibakterijskog, protuupalnog, antialergijskog, hepatoprotektivnog,
antitrombotickog, antivirusnog, antimikrobnog, antikarcinogenog i vazodilatacijskog

djelovanja.

Inovacije u prehrambenoj industriji mogu, osim inkorporacije nesvakidasnjih sirovina,
biti i rezultat koriStenja tehnoloskih noviteta. 3D tiskanje hrane je aditivna digitalno
kontrolirana tahnologija za izradu trodimenzionalnih oblika personalizirane hrane s preciznom
kontrolom kalorijske vrijednosti i sastava gotovog proizvoda. Procjenjuje se veliki uspon
primjene aditivne tehnologije 3D tiskanja hrane u razvoju novih receptura, okusa, tekstura,
mirisa 1 oblika gotovih proizvoda koji se ne mogu posti¢i tradicionalnim proizvodnim
procesima (Zoran i Coelho, 2011). Stoga je cilj ovog rada bio ispitati mogucnost primjene
maginje u razvoju funkcionalnih 3D tiskanih proizvoda. U tu svrhu, ispitani su razliciti
programi 3D tiskanja te vrste i udjeli hidrokoloidnih nosaca, a u gotovim proizvodima ispitani
su maseni udjeli pigmenata i bioaktivnih spojeva te antioksidacijskih kapaciteta. Osim

navedenog, odreden je aktivitet vode i pH vrijednost 3D ispisanih proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MAGINJA

Obicna planika (Arbutus unedo L.) je samonikla vo¢na vrsta koja raste na umjereno
toplom podrucju eumediteranske zone Sredozemlja i zapadne Europe (slika 1) (Caudullo i sur.,
2017). Obic¢na planika se sustavno uzgaja kao zimzeleni grm ili manje drvo u mediteranskim
zemljama s razvijenim vocarstvom, zahvaljujué¢i svojim jestivim i nutritivno bogatim
plodovima koji se nazivaju maginjom. Nedovoljno je raspolozivih podataka o uzgoju i
povr§inama nasada obi¢ne planike te o prirodi maginje. Znanstvenici su proveli istrazivanje
gospodarskog potencijala obi¢ne planike u Spanjolskoj (Molina i sur., 2011). Procijenili su da
je godisnji prirod maginje od 1500 — 6500 kg po hektaru hipotetske intenzivne plantaze obi¢ne
planike. Bliske vrijednosti priroda §ljive i treSnje (2779 kg/ha — 3905 kg/ha) zabiljezene su iste
godine u Spanjolskoj. Procijenjene vrijednosti priroda maginje ukazuju na njen ekonomski
potencijal u uvjetima plantaznog uzgoja i odrzivog prikupljanja plodova. U Republici Hrvatskoj
obic¢na planika neizostavni je dio makije i mediteranskih Suma duZz cijele obale Jadrana, od
Istarske te sve do Dubrovacko-neretvanske zupanije kao i na otocima. Uzgoj i moguénosti
iskori$tenja maginje u Republici Hrvatskoj nisu dosegle puni potencijal jer je obi¢na planika

podcijenjena i mnogima nepoznata voc¢na vrsta (Skendrovi¢ Babojeli¢ i sur., 2020).

Slika 1. Rasprostranjenost obic¢ne planike (prema Caudullo i sur., 2017)

Obicna planika (Arbutus unedo L.) pripada porodici Ericaceae (vrjesovke) i redu Ericales
(vrjesolike). Latinski naziv unedo proizlazi iz latinske fraze unum edo (u prijevodu znaci jedan

jedem) posto se konzumacija maginje u povijesti preporucala u manjim koli¢inama. Morfoloska



svojstva obi¢ne planike ukazuju na stablo ili grm razgranatog korjenova sustava sa povrsinskim
rastom. Krosnja obi¢ne planike je simetri¢na i okruglasta, a izgled kore ovisi o starosti jedinke
te vremenskim prilikama. Listovi su elipticno duguljasti s nepravilno nazubljenim rubom dok
je cvijet zvonolikog oblika bijele boje sa zelenim ili ruzicastim nijansama. Stablo obi¢ne planike
obiljeZava prisutnost cvjetova i plodova razli¢itog stupnja zrelosti u isto vrijeme. Jestivi plod
obi¢ne planike naziva se maginja te ga karakterizira izgled bobe promjera 1,5-2,5 cm (slika 2).
Boja plodova maginje ovisi o fazi zrelosti te krece od zelene, slijedi ju Zuta, narancasta te na
posljetku zreli plodovi imaju prepoznatljivu tamno crvenu boju. Vanjska povrSina maginje
sastoji se od papila piramidalnog oblika $to povrSinu ¢ini hrapavom. Unutra$njost maginje je
zute boje te sadrzi sjemenke ¢iji broj ovisi o veli¢ini ploda (od 22 do 40 sjemenki u jednom
plodu). Maginji je potrebno 12 mjeseci da sazrije te iz tog razloga ne dozrijevaju svi plodovi
istovremeno. PlodonoSenje maginje je od listopada do sije¢nja. Zrela maginja slatkog je okusa
te se smatra dijelom mediteranske prehrane (Tardio i sur., 2016), a ¢esto se preraduje u
dzemove, pekmeze i jaka alkoholna pica (Tardio i sur., 2005). Provedena su brojna istraZivanja

kemijskog sastava maginje koja upucuju na njeno bogatstvo bioaktivnim spojevima.

a) b)

Slika 2. Plod obi¢ne planike — maginja: a) vanjska povrsina; b) uzduzni presjek i unutra$njost

(Vlastita fotografija)

2.1.1. Kemijski sastav maginje
Plodove tradicionalnih i samoniklih voénih vrsta karakterizira visoka razina kemijske
varijabilnosti ovisno o genetskoj razlicitosti i okolisnim uvjetima rasta. Nutritivna svojstva

ploda rezultat su raznovrsnosti i udjela pojedinih komponenata kemijskog sastava. Pomoc¢u
3



odredivanja ukupnog udjela suhe tvari moze se olakSano odrediti kvaliteta voénog ploda
namijenjenog tehnoloskoj upotrebi i preradi, te su vrste s plodovima viseg udjela suhe tvari
pozeljnije. Prosjecni udio vode u maginji iznosi od 46 % do 56 % (Skendrovi¢ Babojeli¢ i sur.,
2020). Udio ukupne topljive tvari maginje varira izmedu 16,87-19,4 % (Zitouni i sur., 2020a;
Serce i sur., 2010). Analizom maginje uoena je prisutnost razli¢itih ugljikohidrata:
monosaharida (fruktoze i glukoze), disaharida (saharoza) i polisaharida (celuloze i Skroba)
(Ozcan i Haciseferogullari, 2007). Udio ukupnih ugljikohidrata iznosi oko 50 % suhe tvari
maginje, Sto uvelike pridonosi energetskoj vrijednosti i nutritivnom potencijalu ovih plodova.
Udio ukupnih ugljikohidrata varira izmedu 12,68 i 30,06 g/100 g svjezeg uzorka maginje
(Boussalah i sur., 2018; Gundogdu i sur., 2018). Koli¢ina pojedinih ugljikohidrata ovisi o
stupnju zrelosti plodova, u nezrelim maginjama prevladava saharoza, dok je u zrelima
plodovima fruktoza najzastupljeniji ugljikohidrat (Alarcdo-E-Silvai sur., 2001). Moguc¢i razlog
odsustva saharoze u zrelim plodovima je hidroliza u monosaharide u procesu zrenja (Vidrih i
sur., 2013). Udio fruktoze oscilira izmedu 5,52 i 11,63 g/100 g svjezeg uzorka zrele maginje,
zabiljezen udio glukoze iznosi izmedu 2,9 i 6,10 g/100 g maginje te je udio saharoze u zrelim
plodovima od 0,17 do 0,94 ¢g/100 g, ovisno o datumu berbe i lokaciji rasta voéne vrste
(Boussalah i sur., 2018; Gundogdu i sur., 2018; Miguel i sur., 2014; Serce i sur., 2010). Sva
provedena istrazivanja zrelih plodova isticu fruktozu kao prevladavajuci Secer kojeg slijedi
glukoza (Vidrihisur., 2013; Ruiz-Rodriguezi sur., 2011; Barros i sur., 2010; Ayaz i sur., 2000).
Iz navedenog razloga (i ¢injenice da je fruktoza slada od glukoze), maginja je slatkog okusa te

osjetljiva na alkoholno vrenje u prisutnosti kvasaca.

Prosje¢na izmjerena pH vrijednost plodova je 3,43 §to pogoduje rastu kvasaca,
uzro¢nika alkoholnog vrenja (Boussalah i sur., 2018). Maginja je, osim $ecerima, bogata i
mineralima, dijetalnim vlaknima, vitaminima (posebno vitaminom C), aminokiselinama kao i
mnogim drugim bioaktivnim spojevima (Miguel i sur., 2014). Najzastupljeniji mineral u
maginji je kalij (14,99 g/kg), slijedi ga kalcij (4,959 g/kg), fosfor (3,669 g/kg ), magnezij (1,316
g/kg) te natrij (0,701 g/kg), pronadeni su i Cd, Cu, Li, Mn, Ni, Pb te Sr, ali u vrlo malim
koli¢inama (Ozcan i Haciseferogullari, 2007). Osim prema udjelu ugljikohidrata, maginja
prednjaci pred jagodastim vocem (jagodom, malinom, borovnicom i kupinom) i u pogledu
dijetalnih vlakana (Jurica i Br¢i¢ Karaconji, 2016). Pregledom literature, utvrdeno je da je
sadrzaj ukupnih dijetalnih vlakna u maginji priblizno izmedu 7,04 i 22,20 g/100 g analiziranog
svjezeg zrelog uzorka ploda planike (Sagbas i sur., 2020; Colak 2019; Boussalah i sur., 2018;
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Rodriguez-Delgado i sur., 2001). Temeljem navedenih vrijednosti, maginju se moze
okarakterizirati impresivnim izvorom vlakna za potroSaca u populaciji s prehranom kojoj
nedostaje vlakna. Znanstvenici su dokazali da konzumacijom 100 g maginje potrosa¢ moze
zadovoljiti 30-44 % dnevne preporuke za unosom vlakna te se prema Europskim propisima
maginja moze nazvati sirovinom koja obiluje ,,vrijednim vlaknima* (European Parliament and
Council, 2011; Trumbo i sur., 2002).

Znanstvenici su takoder utvrdili da pet do Sest zrelih bobica maginje mogu ispuniti
preporu¢enu dnevnu dozu vitamina C (107,63-402,41 mg askorbinske kiseline/100 g svjeze
maginje) (Sic Zlabur i sur., 2020; Jurica i Bré&i¢ Karadonji, 2016). Obzirom da brzina fotosinteze
uvjetuje koli¢inu nastale glukoze, prekursora u sintezi vitamina C, znanstvenici su zakljucili da
¢e maginje iz podrucja sa vise sun¢anih dana imati veci sadrzaj vitamina C (Zlabur i sur., 2020;
Smirnoff, 1996). Maginja je bogatiji izvor vitamina C u usporedbi s visnjom, borovnicom,
malinom, kupinom i jagodom (Sagbas i sur., 2020). U maginji je pronaden i vitamin E ¢ija se
koli¢ina smanjuje sazrijevanjem, sa 1369 mg/kg u nezrelim plodovima do 557 mg/kg u zrelim

plodovima (Oliveira i sur., 2011).

Sadrzaj proteina u maginji varira izmedu 22,6 i 35,5 g/kg svjezeg uzorka (Boussalah i
sur., 2018; Gonzélez i sur., 2011; Ozcan i Haciseferogullari, 2007). U maginji su determinirane
i organske kiseline medu kojima prednjaci fumarna (1,49 mg/g), slijedi ju mlije¢na (0,49 mg/g),
jabuéna (0,84 mg/g), suberinska (0,23 mg/g) i limunska kiselina (0,01 mg/g) (Ayaz i sur., 2000).
Buduc¢i da parametri okoliSa 1 genetski faktori pojedinog analiziranog uzorka maginje utjecu na
sadrzaj organskih kiselina, drugi timovi znanstvenika zabiljezili su jabu¢nu i limunsku kiselinu
kao dominantne u plodovima planike (Zitouni i sur., 2020a; Gundogdu i sur., 2018; Vidrih i
sur., 2013).

Znanstvenici su u uzorku maginje detektirali i kvantificirali 26 pojedina¢nih masnih
kiselina s visokim udjelom nezasi¢enih masnih kiselina (82,4-89,1 %) od kojih je
najzastupljenija linolenska kiselina (30,5-45,1 %), linolna (21,50-26,89 %) i oleinska (17,48-
29,92 %), Palmitinska kiselina (7,22-11,4 %) je dominantna medu zasicenim masnim
kiselinama te ju slijedi stearinska kiselina (2,99-3,89 %) (Boussalah i sur., 2018; Oliveira i sur.,
2011; Barros i sur., 2010). Istrazivanjima su znanstvenici potvrdili i povoljan omjer omega-3 i

omega-4 masnih kiselina u analiziranim uzorcima maginje (Boussalah i sur., 2018).



2.1.2. Bioaktivni spojevi maginje

Fenolni spojevi prirodno nastaju u voénim plodovima kao odgovor na stresne uvjete
okolisa te pridonose bioaktivnom potencijalu (Kennedy i sur., 2011; Dai i sur., 2011), a ¢ine
sekundarne biljne metabolite s dvije ili viSe hidroksilne skupine direktno vezane na benzenski
ili aromatski prsten. Pregledom istraZivanja prikazanim natablici 1 moze se uo¢iti da je koli¢ina
ukupnih fenola maginje u rasponu od 387,5 do 1656 mg GAE/100 g analiziranog svjezeg
uzorka. Okoli$ni uvjeti poput temperature zraka i koli¢ine oborina rezultiraju tako Sirokim
rasponom koli¢ine ukupnih fenola. Uoc¢eno je da uzorci sa podrucja visokih temperatura zraka
i nedostatka oborina sadrze vise ukupnih fenola nastalih kao obrambenih mehanizam ploda na
uvjete okolisa (Sic Zlabur i sur., 2020). Zanimljivo je istaknuti da je maginja bogatiji izvor
fenolnih spojeva u usporedbi sa trnulom i kupinom (Barros i sur., 2010; Fortalezas i sur., 2010).
Rezultati nekih istrazivanja navode da je galna kiselina najzastupljenija fenolna komponenta
maginje (1,62-9,27 mg/100 g) ubranih u Turskoj (Sagbas i sur., 2020; Gundogdu i sur., 2018).
Druga istrazivanja isti¢u galokatehin kao dominantnu fenolnu komponentu maginje (40,52-44,9
mg/100 g suhog uzorka) koju slijede derivati katehinske kiseline (233,57-33,75 mg/100 g suhog
uzorka), te galna kiselina (19,73-21,06 mg/100 g suhog uzorka) (Zitouni i sur., 2020a; Zitouni
i sur., 2020b). U plodu planike kvantitativno prednjaci antocijan cijanidin-3-galaktozid (2,8
mg/100 g svjezeg uzorka), slijedi ga cijanidin-3-glukozid (11,4 nug/100 g susenog uzorka),
delfinidin-3-galaktozi i cijanidin-3-arabinozid (Miguel i sur., 2014). Karotenoidi, posebno f§ —
karoteni, takoder imaju protektivnu ulogu kao foto-protektori plodova (Maoka, 2020; Young,
1991). Svi navedeni bioaktivni spojevi doprinose visokom stupnju antioksidacijske aktivnosti
s kojom maginja prednjaci pred crvenim i zelenim grozdem, jabukovim sokom, narom i

borovnicom (Liu i sur., 2018a; Marago i suer., 2015; Gil i suer., 2000).

2.1.3. Zdravstveni znac¢aj maginje

Bioaktivni spojevi maginje sa visokim stupnjem antioksidacijske aktivnosti posjeduju
znaCajnu sposobnost usporavanja oksidativnog procesa inhibicijom Sstetnog djelovanja
slobodnih radikala. Posljedica prevencije negativnog djelovanja slobodnih radikala je zastita
organizma od razvoja brojnih kroni¢nih bolesti poput kardiovaskularnih i neurodegenerativnih

bolesti, dijabetesa te tumorskih oboljenja (Zhang i sur., 2015).



Tablica 1. Pregled istrazivanja bioaktivnih tvari svjezeg uzorka maginja razli¢itog lokaliteta

Ukupni

Antioksidacijska

Lokalitet uzgoja (Un,',(“gr}ié?fgg ) antocijani ? - /I;?)l(’)ot;m aktivnost (AA) Zakljucci rada Referenca
9 9 | (mglkg) ng/1o0 g (umol TE/g)
Rovinj 573,86 — 657,37 | ND—3,08 | 84,97 — 134,47 -
Loginj 605,39 451 32387 Maginje iz juznijeg dijela Jadranske
140.42 — obale (srednja i juzna Dalmacija)

Cres 553,41-850,02 | ND-841 332,61 pokazuju vecée vrijednosti ukupnih

Krk 666,39 13’74 205:04 fenOIa, USIijed visih temperatura

Zadar 637.99 492 157.76 _zraka i_manjim koliéina_rna oboripa,

Tisno 523,65 11,28 187,42 | antocijana u usporedbi sauzorcima |
Hrvatska Sibenik 735’0 4 N[’) 228,73 ABTS: maginje iz Kvarnera i Istarskog Sic Zlabur i

Solta 627,78 5419 50 0’7 2,252 — 2,284 pqc_lrgéja.t_Opclisa_nl trend poras:ta sur., 2020

’ ’ : vrijednosti od sjevera prema jugu

Hyar 479,62 5,54 244,94 Jadranske obale primijecen je i kod

Vis - 557,65 5,74 ND koli¢ine B-karotena i

Korcula 622,24 ND 270,96 antioksidacijskog kapaciteta

Mljet 600,40 — 621,84 | 1,23 ND analiziranih svjezih plodova

Peljesac 813,54 7,59 369,23 maginje.

Dubrovnik 707,26 7,38 560,89
Turska Ir\élsic}lgeranska 387,5 / / FRAP: 26,6 U turskim maginjama iz pokrajine gg;%e ' sur

pokrajina TEAC: Tr_a_lbzon odreden_a je najveca Sagbas |
Turska Trabzon o67-818 ! ! 16,30 — 29,83 ‘rgggeﬁ]:‘gsltz ‘éﬁ“kﬁz;?n;e:‘;;'lzggk sur., 2020
Turska pokrajina / / / TEAC: prednjace po AA. Gundogdu i

Yalova 17,51 — 30,06 sur., 2018
) Madrid Srednja vrijednost ukuppih fenola Ruiz—_ _
Spanjolska Céceres 1656 / 520 / analiziranih uzoraka iz Spanjolske Rodriguez i

je vrlo visoka. sur., 2011

TE = ekvivalent troloksa ; GAE = ekvivalent galne kiseline; ABTS = 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina); FRAP = redukcija Zeljezo-2,4,6-tris-2-piridil-s-

triazina (TPTZ) u fero-tripiridiltriazin.; TEAC = antioksidacijski kapacitet ekvivalenta troloksa; ND = nije detektirano; / = u istraZivanju nije analizirano




Fenolni spojevi pruzaju Sirok raspon bioloskih uc¢inaka poput antibakterijskog, protuupalnog,
antialergijskog, hepatoprotektivnog, antitrombotickog, antivirusnog, antikarcinogenog i
vazodilatacijskog djelovanja upravo zahvaljujuéi antioksidacijskom potencijalu (Soobrattee i
sur., 2005). Galna kiselina i njezini derivati dokazno pokazuju selektivnu citotoksi¢nost prema
tumorskim stanicama (Locatelli i sur., 2009). Znanstvenici izvjeStavaju o povijesnim zapisima
iz razdoblja stare Grcke (Teofrasto, 1988) prema kojima je maginja koriStena u tradicionalnoj
narodnoj medicini kao antiseptik, diuretik i laksativ (Bnouham i sur., 2007; Ziyyat i sur., 1997).
Ziyyat i sur. (2002) ukazuju na tradicionalno KkoriStenje maginje prilikom lijeCenja
kardiovaskularnih bolesti poput arterijske hipertenzije, ateroskleroze i tromboze. Schaffer i sur.
(2005) odredivali su antioksidacijsku aktivnost etanolnog ekstrakta maginje te dokazali njegov
ucinak na zaStitu DNA od peroksidnog ostec¢enja. Tavares i sur. (2010) analizirali su in vitro
antiproliferativno djelovanje polifenolnog ekstrakta maginje. Dobiveni rezultati pokazuju da je
inhibitorna aktivnost MMP-9, metaloproteinaze koje iniciraju Sirenje tumorskih stanica u
okolna tkiva, maginje sli¢na ili veca onoj kod kupine i zelenog c¢aja, koji su u literaturi
prepoznati kao vrlo u¢inkoviti antiproliferativni agensi. Znanstvenici su takoder dokazali da
ekstrakti maginje inhibiraju rast i smanjuju vitalnost tumorskih stanica (Guimaraes i sur., 2014;
Fortalezas i sur., 2010). Mosele i sur. (2016) istrazili su in vitro stabilnosti molekularne
strukture bioaktivnih spojeva izoliranih iz maginje tijekom probavnih uvjeta gastrointestinalnog
trakta i metabolizma debelog crijeva. Znanstvenici su dokazali da prisutnost pektina u maginji
onemogucavala solubilizaciju fenolnih spojeva (s iznimka galne i elaginske kiseline) i vitamina
topivih u mastima tijekom Zelucane probave §to ukazuje da ti spojevi mogu dospjeti u debelo
crijevo. Fenolni spojevi u debelom crijevu ulaze u katabolicke reakcije ljudske mikrobiote te
nastaju urolitini, hidroksifenilvalerolaktoni, hidroksifenilpropionska kiselina,
hidroksifeniloctena kiselina i jednostavni fenolni spojevi poput galne kiseline, p-
hidroksibenzojeve kiseline, protokatehuinske kiseline i katehola. Plodovi obi¢ne planike
pokazali su i antimikrobno djelovanje (Kivgak i sur., 2001). Afrin i sur. (2017) proveli su MTT
analizu antikancerogenog djelovanja meda od obi¢ne planike te dokazali da on inhibira
proliferaciju tumorskih stanica te smanjuje odrzivost tumorskih stanica u organizmu.
Istrazivanja provedena na listovima i korijenu obic¢ne planike takoder donose rezultate koji
upucuju na njihovo antihipersenzitivno, vazorelaksirajuce, antikancerogeno, protuupalno,

antiparazitsko i antimikrobno djelovanje te antitrombocitnu aktivnost (Morgado i sur., 2018).



2.2. 3D TISKANJE HRANE

3D tiskanje hrane je inovativan digitalno kontroliran prehrambeni proizvodni proces za

izradu trodimenzionalnih oblika hrane aditivnom tehnologijom nanose¢i materijal sloj na sloj.

Uredaj za 3D ispis sastoji se od kucista, mehanickih brtvi, upravljackog kruga i motora.
Upravljacki krug povezuje uredaj za 3D ispis 1 racunalo koje upravlja radom pisaca. Uredaj za
3D ispis sadrzi mlaznice koje istiskuju zeljeni materijal na ispisnu povrsinu prate¢i unaprijed
ra¢unalnim softverom odredeni oblik (Yang i sur., 2015). Uredaj nudi moguénost ispisa vise
razli¢itih materijala iz razli¢itih mlaznica. Optimizacijom veli¢ine otvora mlaznice 1 veli¢ine
zeljenog 3D oblika dobivaju se gotovi proizvodi koji kvalitetom i precizno$éu odgovaraju
softverom odredenim modelima. Povrsina na koju se vrs$i ispis ima mogucnost zagrijavanja te
time termicke obrade mlaznicom nanesenog oblika. Gotovi proizvodi su spremni za
konzumaciju ili ih je potrebno pakirati kako bi im se, bez provedbe naknadne termicke obrade

u cilju produljenja trajanja, satuvala mikrobioloska ispravnost.

3D ispis nudi tehnolosko rjeSenje proizvodnje personalizirane prehrane sa preciznom
kontrolom kalorijske vrijednosti i sastava gotovog proizvoda (Severini i Derossi, 2016). Ova
inovativna tehnologija omogucuje dodatak novih sastojaka, mikro i makro nutrijenata, boja i
okusa (i potpunu kontrolu njihove koli¢ine, vrste i izvora) U Smjesu za ispis ukusne nove hrane
koja ¢e zadovoljiti specificne potrebe potrosaca. 3D ispis istovremeno nudi rjeSenje
funkcionalne, vizualne i teksturalno privlaéne prilagodbe gotovog proizvoda razli¢itim
zdravstvenim potrebama, stilu Zivota i apetitu potrosaca. Prednosti 3D ispisa su i bolja kontrola
kvalitete gotovog proizvoda, ekoloski prihvatljiva i odrziva tehnologija te veca energetska
ucinkovitost procesa. Takoder, ova tehnologija donosi slobodu u kreiranju inovativnih oblika,
dimenzija, unutarnjih struktura i tekstura ispisane hrane prate¢i digitalni dizajn (Godoi i sur.,
2016; Sun i sur., 2015).

Brojni su znanstvenici, u posljednjih 5 godina, potaknuti visokim potencijalom koji 3D
ispis pruza ulozili napore u inicijalna ispitivanja usmjerena na implementaciju 3D ispisa u
prehrambeni sektor. Provedena su istrazivanja na podru¢ju kemije i tehnologije Zitarica
(Severini i sur., 2016), ¢okolade (Mantihal i sur., 2017; Hao i sur., 2010), mlije¢nih proizvoda
(Le Tohic i sur., 2018) te mesa i ribljih proizvoda (Wang i sur., 2018). Istrazivanja su dokazala

da je 3D ispis hrane djelotvoran tehnoloski napredak prehrambenog inZenjerstva.



Kod odabira sirovina za 3D ispis vazno je uzeti u obzir moze li pripremljena smjesa biti
istisnuta iz mlaznice. Smjesa mora biti odgovarajuce visokznosti kako bi imala sposobnost
zadrZavanja Zeljenog oblika nakon ispisa. U obzir se takoder uzimaju i temeljne karakteristike
sirovina poput otpornosti na zagrijavanje i zelatinizaciju. Male varijacije u sastavu smjese za
ispis (poput zrelosti voéne sirovine) zahtijevaju ponovnu optimizaciju procesa ispisa. Ukoliko
smjesa ima veci udio vode te ne zadrzava Zeljeni ispisani oblik, u nju se dodaju hidrokoloidi za
postizanje zeljene konzistencije i zadrzavanje zadovoljavajucih ispisanih oblika (Ricci i sur.,
2019).

Primjena 3D ispisa prehrambenih proizvoda moze se temeljiti na dva aspekta.
Proizvodnja inovativnih prehrambenih proizvoda bogatih bioaktivnim tvarima sa potencijalom
upotrebe bilo koje sirovine je jedan smjer primjene 3D ispisa. Poboljsanje izgleda i teksture
tradicionalnih prehrambenih proizvoda kontrolom sirovina na makro i mikro strukturnoj razini
nudi drugu perspektivu primjene 3D ispisa hrane (Yang i sur., 2015). U digitalnoj gastronomiji
je takoder moguca primjena uredaja za 3D tiskanje hrane u buducnosti. Foodini uredaj za 3D
raznovrsnih 3D oblika ispisujuci smjese personalizirane nutritivne vrijednosti i okusa (Natural
Machines, 2022). Takoder, budu¢i da Foodini za svoj operativni sustav koristi Internet te tako
podrzava digitalizaciju indutrije 4.0, predvida se moguénost automatskog narucivanja

potrebnih sastojaka za izradu obroka.

2.2.1. Potencijal voénih sirovina u 3D tiskanju hrane
Broj eksperimenata 3D tiskanja smjesa na bazi voéa i/ili povréa nije velik te se naglasava
vaznost razumijevanja podrucja kemije 1 tehnologije voca 1 povréa prije izvodenja samih

eksperimenata (Derossi i sur., 2018; Liu i sur., 2018b; Severini i sur., 2018; Yang i sur., 2018).

PotroSacu prilagodeni obroci, kao rezultat personalizirane prehrane, nude moguénost
prevencije kroni¢nih bolesti te time i odrzavanje visoke kvalitete Zivota. Voce i povrée su
kljuéne sirovine uravnotezene ljudske prehrane koje potrosaca opskrbljuju vitaminima,
antioksidansima, Secerima, mineralima i bioaktivnim spojevima (Ricci i sur., 2019). Klinicka
istrazivanja potvrduju zdravstvene beneficije prehrane bogate vo¢em i povréem. Dokazano je
da konzumacija voca i povréa smanjuje rizik od kroni¢nih i degenerativnih bolesti (Woodside

i sur, 2013), poput kardiovaskularne bolesti hipertenzije i rizika od mozdanog udara (He i sur.,
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2007) te metabolickih i degenerativnih bolesti (Chen i sur., 2006; Dai i sur., 2006). Koli¢ina
ugljikohidrata, proteina, lipida, bioaktivnih spojeva, vitamina i minerala tj. komponenti koje
doprinose zdravstvenom benefitu, znacajno varira ovisno o vrsti voca i povréa (Siriamornpun i
sur., 2012). Voda je najzastupljenija komponenta voca i povréa te doseze vrijednosti od ¢ak 90
g na 100 g sirovine poput dinje, lubenice, jagode, krastavaca, rajcice i tikvica do vrijednosti
manjih od 80 g na 100 g banane, avokada, graska i krumpira (Ricci i sur., 2019). Sadrzaj vode
voéne i/ili povrtne sirovine koja se Zeli upotrijebiti za 3D ispis presudan je ¢imbenik za
prilagodbu viskoznosti smjese za ispis. Viskoznost smjese uvjetuje mogucénost ispisa i
zadrZavanja Zeljenog 3D ispisanog oblika hrane. Poznavanje sezonskog karaktera i bioloske
varijacije koja ovisi o okolisnim uvjetima voéne i/ili povrtne sirovine takoder je temeljni
preduvjet za prilagodbu recepture smjese za ispis i dobivanje Zeljenog 3D ispisanog oblika

(Ricci i sur., 2019).

Na temelju literaturnih podataka, 3D ispis voca i povréa s ciljem dobivanja inovativnih
oblika ukljucuje sljedece: odabir vrste voca i povréa ovisno o kemijskom sastavu, bioloskoj
varijaciji i sezonskom karakteru; definiciju recepture smjese; odabir tehnoloskih procesa za
pripremu smjesa za ispis; odabir uvjeta ispisa i kona¢no izbor odgovaraju¢ih tehnoloskih

rjesenja za produljenje rokatrajanja tiskanih oblika (Ricci i sur., 2019)

2.2.2. Odabir voénih sirovina za 3D tiskanje

Kod odabira voénih sirovina za 3D tiskanje vazno je voditi racuna o viskoznosti smjese.
Vocna smjesa moze stvarati problem kod ekstruzije kroz mlaznice zbog niske ili visoke
viskoznosti 1 sadrzaja vlakana koji mogu zacepiti mlaznicu, kao i moguceg odvajanja krute 1
tekuce faze (Ricci i sur., 2019). Reoloska svojstva smjesa moraju odgovarati onima pozeljnim
za 3D ispis, tj. smjesa bi trebala kontinuirano izlaziti iz mlaznice, ravnomjerno prijanjati na vec¢
ispisani sloj, dok bi ve¢ ispisani sloj trebao moci zadrzati teZinu novonanesenog sloja bez
uruSavanja (Liu i sur., 2018b). Osim reoloskih svojstava, kod odabira vo¢nih sirovina za 3D
ispis u obzir se uzimaju i nutritivne i senzorske karakteristike gotovog 3D ispisanog proizvoda.
Mogucénost kreiranja nutritivnih karakteristika gotovog proizvoda otvara vrata prilagodbi
sadrzaja hranjivih tvari za odredene skupine potrosaca. Capacci i sur. (2012) isti¢u potrebu za
novim strategijama promicanja konzumacije voca §to je veliki potencijal za razvoj potrosacu

zanimljivih i nutritivno prilagodenih 3D tiskanih vo¢nih oblika (Ricci i sur., 2019).
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Derossi i sur. (2018) osmislili su recepturu obroka na bazi voca prilagodenu za djecu od
3 do 10 godina na temelju pretpostavke da meduobrok mora osigurati 5-10 % ukupne dnevne
energetske vrijednosti. Banana je vodeca sirovina obroka iz razloga $to je djeci senzorski
prihvatljiva te potpomaze Vviskoznosti smjese, dok ostatak sirovina doprinosi nutritivnom
potencijalu i pozeljnoj konzistenciji smjese za 3D ispis. Severini i sur. (2018) takoder temelje
svoja istrazivanja na zelji pobolj$anja nutritivnog sadrzaja 3D ispisanog oblika pripremom
uravnotezenog obroka koji sadrzi voée i povrée. Optimizacijom recepture smjese, znanstvenici
su kreirali inovativan piramidalan oblik koji ¢e privuéi paznju potroSaa i rezultirati
konzumacijom nutritivno bogatog obroka. Lille i sur. (2018) koristili su tehnologiju 3D ispisa
za dizajniranje nove strukture bogate vlaknima i bjelanéevinama s malo masti ili Secera.
Receptura smjese za uspjesni 3D ispis sastojala se od celuloznih nanovlakana, $kroba, obranog
mlijeka u prahu, poluobranog mlijeka u prahu, raZzenih mekinja, proteinskog koncentrata zobi i

proteinskog koncentrata graha.

Nakon odabira vrste voca i povrca kao i njihovog omjera, slijedi priprema smjese za 3D
ispis. Optimizacija recepture smjese mora rezultirati odgovaraju¢om viskoznoséu i
moguéno$cu ekstruzije smjese iz mlaznice, povezivanjem novoispisanog sloja sa ve¢ ispisanim

te zadrzavanja zeljenog 3D oblika (Godoi i sur., 2016).

2.2.3. Obrada vo¢nih sirovina prije 3D tiskanja

Odabrane vocne sirovine potrebno je usitniti s ciljem dobivanja homogene smjese za
3D ispis. Usitnjavanje i homogenizacija smjese klju¢ni su koraci obrade voéne sirovine koji ¢e
rezultirati poZeljnom veli¢inom Cestica 1 uspjeSnosti prolaska smjese kroz otvor mlaznice bez
zacepljivanja (Severini i sur., 2018). Slika 3 prikazuje shemu tehnoloskih koraka za pripremu

vocne Smjese za ispis.

Voénoj smjesi je Cesto potrebna obrada s ciljem povecanja viskoznosti na Koju utjecu
mehanizmi geliranja tj. umrezenog povezivanja i toplinska svojstva. Severini i sur. (2018) ovaj
su problem rijesili koristec¢i uredaj za dobivanje soka koji odvaja tekucu fazu (sok) od pulpe
voca. Odgovarajucu viskoznost smjese za 3D ispis postigli su dodatkom samo odredene
koncentracije soka u pulpu voc¢a. Povecanje viskoznosti moze se posti¢i dodatkom zgusnjivaca
tj. hidrokoloida (Morell i sur., 2014; Burey i sur., 2008) poput agara, alginata, karagenana,

derivata celuloze, gelan gume, ksantan gume, zelatine, Skroba i pektina. Vancauwenberghe i
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sur. (2017) koristili su 11 % (w/w) otopinu pektina za postizanje dovoljne viskoznosti smjese
od banane za 3D ispis malih kockica nutritivno prilagodenih za djecu i dokazali vaznost pektina
za osiguravanje strukturne stabilnosti ispisanih oblika. Potrebna koli¢ina pektina odreduje se na
osnovi reoloskih analiza voénih smjesa prije provedbe ispisa (Derossi i sur., 2018). Cohen i sur.
(2009) analizirali su okusne karakteristike mjeSavina hidrokoloida (ksantan gume i Zelatine)
kako bi uputili inovatore na moguénosti iskoriStavanja hidrokoloida u smjesama razlicitih
okusa. Liu i sur. (2018b) istrazivali su utjecaj razli¢itih koncentracije krumpirovog Skroba (0
%, 1 %, 2 % i 4 %) u pire krumpiru na printabilnost smjese. Smjese bez dodatka krumpirova
Skroba nisu omogucavali zeljenu protocnost iz mlaznice te su se 3D ispisani oblici urusili.
Smjesa pire krumpira sa dodatkom od 2 % krumpirovog Skroba mogla se ispisati bez poteskoca
te su dobiveni kvalitetni i stabilni 3D tiskani oblici sa glatkom povrSinom. Smjese sa 4 %
krumpirova Skroba bile su velike viskoznosti te se nisu mogle 3D ispisati. Yang i sur. (2018)
proucavali su reoloska i mehanicka svojstva smjese limunovog soka i pet razli¢itih
koncentracija krumpirova skroba (10 g, 12,5 g, 15 g, 17,5 g i 20 g krumpira $kroba /100 ¢
smjese). Dodatak 15 g krumpirova Skroba u 100 g smjese rezultiralo je ispisom 3D oblika sa
vizualno najgladom povrSinskom teksturom Koji je bolje odgovarao dizajniranoj geometriji s

vrlo malo nedostataka i bez urusavanja.

Voénim smjesama za 3D ispis mogu se dodati i1 sredstva protiv posmedivanja (npr.
limunov sok i askorbinska kiselina) koja ¢e usporiti reakciju oksidacije i zadrzati prirodnu boju
vocne sirovine (Derossi i sur., 2018). U ovu svrhu mogu se Koristiti i druge organske kiseline
(octena, mlijecna, vinska i jabucna), natrijev Klorid, kalcijev klorid, etanol, L-cistein,
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), b-ciklodekstrini i 4-heksilrezorcinol (Ricci i sur.,
2019).
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Voce 1 Voce 2 Voce 3 Povrée 1 Povrée 2 Povrce 2
npr. naran¢a npr. banana npr. jabuka npr. brokula npr. $pinat npr. mrkva

ODABIR
— procjena optimalnog stupanja zrelosti

PRANJE | SORTIRANJE

USITNJAVANJE, CIJEDENJE
— uklanjanje kore, mezokarpa, kostica; dodatak sredstva protiv posmedivanja

HOMOGENIZACIJA SMJESE

MIJESANJE VOCA I POVRCA

CENTRIFUGIRANJE, BISTRENJE
— odvajanje soka od ¢vrstog ostatka

PROCJEDIVANJE SMJESE

ZAGRIJAVANJE
— dodatak zgusnjivada tj. hidrokoloida i/ili aditiva

SKLADISTENJE U UVJETIMA HLADNJAKA (4 °C)

PRILAGODBA SOBNOJ TEMPERATURI

¥

PROVEDBA 3D ISPISA

Slika 3. Shematski prikaz pripreme smjese za 3D ispis (prema Ricci i sur., 2019)

2.2.4. Zdravstvena ispravnost 3D tiskanih proizvoda

3D ispisani oblici od vo¢a su minimalno obradeni obroci spremni za konzumaciju.
Potrosaci preferiraju zdravstveno ispravne proizvode kroz dulji rok trajanja, stoga proizvodaci
proizvode Stite komercijalnim metodama konzerviranja poput pasterizacije. Postavlja se pitanje
zdravstvene ispravnosti 3D tiskanih proizvoda tijekom skladistenja i izazov kako ih zastiti od

mogucih uzro¢nika kvarenja.

Priprema i obrada voénih sirovina (slika 3) prilikom izrade smjese za 3D ispis moraju
osigurati mikrobioloski siguran ispisani 3D oblik. Pranje sirovina u Kkloriranoj vodi,
dezinfekcija uredaja i odrzavanje niske temperature tijekom mehanicke obrade (usitnjavanja,
cijedenja, homogenizacije, mijeSanja) omogucava dobivanje mikrobioloski sigurne smjese za

3D ispis bogate bioaktivnim tvarima (Derossi i sur., 2018; Severini i sur., 2018). Sam proces
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3D ispisa mora takoder Stititi vo¢nu smjesu od kontaminacije §to ¢e rezultirati zdravstveno
ispravnim konaénim proizvodom. Svi dijelovi uredaja za 3D ispis koji dolaze u izravan kontakt
sa vo¢nom smjesom, poput mlaznice, moraju se moci ocistiti i dezinficirati kako bi se odrzala

sigurnost i kvaliteta vo¢ne smjese i ispisanog 3D oblika.

Severini i sur. (2018) analizirali su mikrobiolosku sigurnost pakiranih 3D ispisanih
voc¢nih oblika u uvjetima zraka (20 % O i 80 % N) te u uvjetima modificirane atmosfere (5 %
02 i 95 % N2) tijekom osam dana skladistenja u hladnjaku na 5 °C. Kroz svih osam dana
antioksidacijska aktivnost ostala je nepromijenjena iako je zapazeno smanjenje kolicine
ukupnih fenola s 18,8 na 10,5 mg GAE/100 g svjezeg uzorka. Koncentracija mezofilnih i
psihrofilnih bakterija ve¢a od 4 Log CFU/g uocena je odmah nakon tiskanja u nultom danu
skladistenja. Znanstvenici isticu vaznost dezinfekcije svakog dijela uredaja koji dolaze u

kontakt s hranom kako bi osigurali zdravstvenu ispravnost 3D oblika voénih sirovina.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Cilj eksperimentalnog rada je bio analizirati pigmente, bioaktivne tvari i antioksidacijski
kapacitet uzoraka na bazi maginje dobivenih 3D ispisom. Prije samog 3D ispisa, bilo je
potrebno optimizirati programe ispisa, kao i udjele te vrste Skrobnih nosaca za dobivanje
optimalnog oblika i teksture kona¢nog 3D ispisanog proizvoda. Primjenom odabranih programa
I varijacija sastava smjese za 3D ispis, proizvedeni su uzorci u obliku srca. Primjenom
ultrazvuka proveden je postupak ekstrakcije ¢ime su dobiveni ekstrakti svih uzoraka za

spektrofotometrijsko odredivanje bioaktivnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta.

3.1. MATERIJAL

Za pripremu smjese namijenjene za 3D ispis upotrijebljeni su plodovi maginje (Arbutus unedo
L.). KoriStena maginja (slika 2) podrijetlom je iz grada Malog LoSinja koji se nalazi na juznoj
strani otoka LoSinja, Primorsko - goranska zupanija. Maginja je prije upotrebe za eksperiment
oprana te osusena stani¢evinom. Plodovi su upakirani u vrecice od polimernog materijala te
skladisteni u zamrzivacu pri -18 °C. Neposredno prije 3D ispisa, plodovi su odmrznuti pri
sobnoj temperaturi te usitnjeni Stapnim mikserom kako bi se dobila homogena kasa sa
ujednacenom veli¢inom Cestica (d <4 mm). Tako pripremljena kasa koristena je za proizvodnju
svih uzoraka 3D ispisom. Kontrolni uzorak predstavljao je 3D ispisani proizvod nacinjen od
kase maginje bez dodataka skrobnih nosaca te sumu pri T=21.2 °C odredeni aktivitet vode aw
(0,90) i pH (3,31). Smjesa za 3D ispis je pored kaSe maginje sadrzavala Skrobne nosace i to
pSenicni $krob (Denes Natura Kft., Pe¢uh, Madarska) i kukuruzni §krob (Gustin, Dr. Oetker,
Janossomorja, Madarska) (slika 4) u udjelima od 4, 6 i 8 %. Svaka varijanta smjese s razli¢itim
udjelom 1 vrstom Skrobnog nosaca koristena je za 3D ispis dvama razli¢itim programima ispisa

(vidi poglavlje 3.2.2., tablica 2).
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Slika 4. Koristeni skrobni nosaci (Vlastita fotografija)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema smjese za 3D ispis

Kasa maginje dobivena je usitnjavanjem Stapnim mikserom unaprijed odmrznutih
plodova maginje, koja je potom prenesena u staklenu ¢asu gdje joj je dodavan pSenicni ili
kukuruzni skrob u udjelima od 4, 6 i 8 %. Smjesa je zagrijavana na magnetnoj mijesalici (LLG-
uniSTIRRER 7, Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim, Njemacka) uz konstantno mijesenje
(slika 5). Zagrijavanje smjese provodilo se do temperature od 80 °C, $to odgovara literaturnim
podacima o temperaturi Zelatinizacije pSeni¢nog i kukuruznog Skroba (Jane i sur., 1999).
Zagrijavanje se vrsilo s namjerom poveéanja viskoznosti i dobivanja zeljene homogene
konzistencije smjese pogodne za 3D ispisivanje. Zagrijavanje smjese nuzno je kako bi se Skrob
otopio i zelatinizirao ¢ime se ujedno povecava i njegova probavljivost (Ai i Jane, 2015).
Dobivena smjesa, prije punjenja u mlaznice uredaja za 3D ispis, ohladena je na sobnu

temperaturu.
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Slika 5. Zagrijavanje smjese za 3D ispis na magnetskoj mijesalici s grijanjem
(Vlastita fotografija)

3.2.2. Izvedba 3D ispisa
Na slici 5 prikazan je Foodini 3D pisa¢ (Natural Machines, Barcelona, Spanjolska) koji

je koristen za 3D ispis pripremljene smjese. Za izradu dijelova uredaja koji dolaze u izravan
kontakt sa hranom kori$teni su materijali sigurni za hranu i perivi u perilici za sude, kako bi se
odrzala visoka higijena pri svakom 3D ispisu. Dijelovi uredaja od polimernih materijala
napravljeni su od polikarbonata i polipropilena te nemaju zaostataka bisfenola A (Natural
Machines, 2022). Povrsina na koju se vrsi 3D ispis napravljena je od visokokvalitetnog silikona
koji se moze zagrijavati u pe¢nici do temperature od 220 °C (Natural Machines, 2022). Foodini
u vratima ima nosace za pet mlaznica. Mlaznice za 3D ispis napravljene su od nehrdajuceg
Celika (X10 CrNi 18-8), pri ¢emu je svaka mlaznica volumena 100 mL. Mlaznice mogu biti
punjene razli¢itim smjesama te se mogu Koristiti naizmjeni¢no za istovremeni ispis
kompleksnih sastava i oblika. Oblici se mogu izabrati u ,,Galeriji oblika“ uz odabir parametara
ispisa unutar Software-a uredaja (Natural Machines, 2022).
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Slika 6. a) Foodini — uredaj koriSten za 3D ispis ; b) Mlaznica Foodini-ja napunjena smjesom

kase maginje i Sskroba (Vlastita fotografija)

Za ispis su koristene mlaznice veli¢ine otvora 4 mm. Mlaznice su napunjene smjesom
kase maginje i Skroba ohladenom na sobnu temperaturu paze¢i da nema zaostataka zraka u
mlaznici koji moze narusiti izgled Zeljenog oblika 3D ispisa (slika 6). Mlaznice su postavljene
na nosac u vratima pisaca. Na zaslonu uredaja ili na ratunalu odabran je Zeljeni oblik i parametri
3D ispisa. Prije pocetka svakog ispisa, iz mlaznice se u posebnu CaSicu pored povrsine za ispis
ekstrudira mala koli¢ina smjese s ciljem utvrdivanja proto¢nosti mlaznice. Za ispis odabran je
oblik srca sa tri sloja (slika 7) te su koriStena dva razliita programa ispisa. Programi ispisa
razlikovali su se u brzini pomicanja mlaznice, brzini ekstruzije smjese iz mlaznice, debljini

ispisne linije te udaljenosti mlaznice od povrsine pri ispisu prvog sloja.
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Slika 7. Oblik uzoraka dobivenih 3D ispisom (Vlastita fotografija)

Plan pokusa za ispis uzoraka prikazan je u tablici 2. Kontrolni uzorak je predstavljao

kasu maginje bez dodataka Skrobnih nosac¢a. Dobivenim uzorcima izmjerena je pH vrijednost i

aktivitet vode. Ekstrakti pripremljenih uzoraka dobiveni su ultrazvukom potpomognutom

ekstrakcijom (vidi poglavlje 3.2.5.1. i 3.25.2)) te su im spektrofotometrijski odredene

bioaktivne tvari i antioksidacijski kapacitet.

Tablica 2. Plan pokusa za 3D ispis maginje

Uzorak | Skrobni nosa¢ | Udio §krobnog nosa¢a | KoriSteni program 3D ispisa

1 Program 1
4%

2 Program 2

3 Kukuruzni Program 1
6 %

4 skrob Program 2

5 Program 1
8 %

6 Program 2

7 Program 1
4%

8 Program 2

9 PSeni¢ni Program 1
6 %

10 Skrob Program 2

11 Program 1
8 %

12 Program 2
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3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti

Aparatura i pribor:

e pH-metar (FiveEasy, Mettler-Toledo, Greifensee, Svicarska)

e Kombinirana pH-elektroda (LE438, Mettler-Toledo, Greifensee, Svicarska)
e Staklena ¢aSa, volumena 25 mL

e Tehnicka vaga Kern (PCB 2500-2, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Pipeta, volumena 5 mL

e Stakleni Stapic¢
Otapala i reagensi:
e Destilirana voda

Priprema uzorka: 5 g uzorka dobivenog 3D ispisom odvaze se u ¢asi od 25 mL te se doda 5 mL

destilirane vode i homogenizira pomocu staklenog Stapica.

Postupak odredivanja: pH-metar potrebno je prije prvog mjerenja izbazdariti puferima poznatih

pH vrijednosti. Uzorku se pH vrijednost odreduje uranjanjem elektrode 1 ocitavanjem pH
vrijednosti. Ocitani rezultati prikazani su kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja +

standardna devijacija.

3.2.4. Odredivanje aktiviteta vode

Aparatura i pribor:

e ay-metar (Aqualab, P08584, Decagon Devices, Pullman, USA)

e metalna Zlica

Postupak odredivanja: Uredaj je kalibriran prije koriStenja. Metalnom Zlicom se uzorak

ravnomjerno nanese na dno posudice za mjerenje. Posudica za mjerenje postavlja se pod senzor
aw-metra te se vrijednost aktiviteta vode o€itava za zaslonu uredaja. O¢itani rezultati prikazani

su kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja + standardna devijacija.
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3.2.5. Postupak ekstrakcije
3.2.5.1. Ekstrakcija polifenolnih spojeva

Za ekstrakciju 3D ispisanih proizvoda koristen je ultrazvuéni procesor (slika 8) uz 1 %-
tnu mravlju kiselinu u 80 %-tnom metanolu (v/v) kao ekstrakcijsko otapalo. Ultrazvuk stvara
kavitacijske mjehuri¢e u otapalu za ekstrakciju te implozijom kavitacijskih mjehuric¢a nastaju
mikrolokacije visoke temperature i tlaka koje uzrokuju rupture stani¢ne strukture materijala u
ekstrakcijskom otapalu. Uslijed ove pojavi dolazi do boljeg kontakta materijala i otapala te

poboljsanog prijenosa mase materijala u otapalo $to pospjesuje ekstrakciju (Putnik i sur., 2017).

Slika 8. Ultrazvu¢ni procesor UP400St, Hielscher Ultrasound Technology (Vlastita

fotografija)
Aparatura i pribor:

e Ultrazvuéni ekstraktor (UP400St, Hielscher Ultrasound Technology, Njemacka)
e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Staklena ¢asa, volumena 100 mL

e Odmijerne tikvice, volumena 50 mL, 1 L
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e Menzura, volumena 100 mL, 1 L

e Pipeta, volumena 10 mL

e Stakleni lijevak, filter papir

e Plasti¢ne falkonice volumena 50 mL

e Stakleni Stapi¢
Otapala i reagensi:

e Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)
e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén TM, Francuska)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (v/v)

Priprema: Za pripremu 80 %-tnog metanola potrebno je u odmjernu tikvicu od 1 L
prenijetni 800 mL metanola te ju nadopuniti deioniziranom vodom do oznake. U drugu
odmjernu tikvicu od 1 L prenese se 10 mL mravlje kiseline i nadopuni do oznake s

prethodno pripremljenim 80 % metanolom.

Postupak ekstrakcije: 10 g uzorka dobivenog 3D ispisom se izvaze u ¢asi volumena 100 mL

pomocu analiti¢ke vage te se nadoda 40 mL ekstrakcijskog otapala (1 %-tna mravlja kiselina u
80 %-tnom metanolu, v/v). Tako pripremljena smjesa ekstrahira se uz slijedece ekstrakcijske
parametre: amplituda 50 %, puls 100 % u trajanju od 5 minuta. Ekstrakti se profiltriraju u
odmjerne tikvice volumena 50 mL (slika 9) i nadopune ekstrakcijskim otapalom do oznake te
se preliju u plasti¢ne falkonice volumena 50 mL i skladiste pri -18 °C do provedbe analiza.
Dobiveni ekstrakt koristi se u spektrofotometrijskom odredivanju ukupnih fenola, flavonoida,
hidroksicimetnih kiselina, flavonola, antocijana i kondenziranih tanina. Ekstrakti se takoder

koriste u analizama anitoksidacijskih aktivnosti primjenom DPPH i FRAP metode.
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Slika 9. Filtracija ekstrakata po provedenoj ultrazvuénoj ekstrakciji (Vlastita fotografija)

3.2.5.2. Ekstrakcija karotenoida
Aparatura i pribor:

Ultrazvuéna kupelj (DT 514 H SONOREX DIGITEC 13,5L, 860W, 40 kHz, Bandelin
electronic, Njemacka)

Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
Odmjerne tikvice, volumena 25 mL, 1L

Erlenmeyerova tikvica, volumena 50 mL

Menzura, volumena 100 mL, 1L

Stakleni lijevak, filter papir

Plasti¢ne falkonice volumena 50 mL

Stakleni Stapic¢

Celulozna vata
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Otapala:
e Aceton p.a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Aceton 80 %
Priprema: 80 %-tni aceton se pripremi tako da se u odmjernu tikvicu od 1 L prenese 800

mL acetona i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Postupak ekstrakcije: 3 g uzorka dobivenog 3D ispisom izvaze se u Erlenmeyerovoj tikvici

volumena 50 mL pomocu analiticke vage, nadoda se 20 mL ekstrakcijskog otapala (80 %-tni
aceton, v/v). Neposredno prije provedbe ekstrakcije, na otvor Erlenmeyerove tikvice umetne se
improvizirani ¢ep od celulozne vate. Tako pripremljena smjesa ekstrahira se u ultrazvu¢noj
kupelji pri temperaturi od 50 °C u trajanju 15 min (slika 10). Po provedenoj ekstrakciji, ekstrakti
se profiltriraju u odmjerne tikvice volumena 25 mL i nadopune ekstrakcijskim otapalom do

oznake (Bursa¢ Kovacevic i sur., 2016).

Slika 10. Ekstrakcija u ultrazvuénoj kupelji (Vlastita fotografija)
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3.2.6. Spektrofotmetrijsko odredivanje bioaktivnih spojeva

3.2.6.1. Odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje se provodi primjenom  spektrofotometrijske metode u alkoholnom

ekstraktu uzorka. Metoda se temelji na reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom. Mjerenjem

nastalog intenziteta obojenja pri 725 nm (Yuan i sur., 2018) dobiva se vrijednost potrebna za

izracun ukupnih fenola prema jednadzbi pravca bazdarnog dijagrama galne kiseline.

Aparatura i pribor:

UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

Staklene kivete

Analiti¢ka vaga Karn (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

Mikropipete Eppendorf, volumena 200 pnL i 1000 pL

Staklene epruvete i stalak za epruvete

Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 100 mL, 1000 mL

Staklena ¢asa volumena 200 mL

Staklena menzuraod 100 mL i1 L

Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

Otapala i reagensi:

Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens), 5x razrijeden (Fisher Scientific UK,
Loughborough, Velika Britanija)

Etanol 96 % (Gram-Mol d.0.0., Zagreb, Hrvatska)

Natrijev karbonat anhidrid (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

Otopina natrijevog karbonata, 7,5 % (w/v)

Priprema: 75 g anhidrida natrijeva karbonata odvaze se u staklenoj ¢asi, pomocu
destilirane vode kvanititativno se prenese u odmjernu tikvicu od 1000 mL te

destiliranom vodom nadopuni do oznake.
Standard galne kiseline 97,5 — 102,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, Kina)
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e Otopina standarda galne kiseline 5 g/L

Priprema: 500 mg galne kiseline odvaze se u u plasti¢noj ladici za vaganje, pomocu 10
mL 96 %-tnog etanola kvantitativno se prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL

i otopi u datom volumenu, te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Priprema uzorka: za pripremu ekstrakta vidjeti poglavlje 3.2.5.1.

Postupak odredivanja: U epruvetu se otpipetira redom 400 pL. adekvatno razrijedenog

ekstrakta, 400 uL F.C. reagensa (koji je prethodno razrijeden s destiliranom vodom 5x) i 4 mL
7,5 %-tne otopine natrijevog karbonata. Slijepa proba pripremi se na isti nacin, ali se umjesto
ekstrakta koristi ekstrakcijsko otapalo. Reakcijska smjesa u epruvetama se homogenizira kratko
upotrebom vortex-a te stoji 20 minuta na sobnoj temperaturi. UV/Vis spektrofotometrom se
mjeri apsorbancija reakcijske smjese pri valnoj duljini od 725 nm. Odredivanje se provodi u

paraleli.

Izrada bazdarnog pravca: 500 mg galne Kiseline se odvaze odmjernoj tikvici od 100 mL i otopi

u 96 %-tnom etanolu. Odmjerna tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake. Od te
otopine galne kiseline (5 g/L) pripreme se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 25 mL tako
da se koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 10, 25, 50, 100, 150, 250 mg/L. Iz
svake tikvice otpipetira se 400 puL otopine standarda u staklene epruvete te se redom dodaje
400 uL F.C. reagensa (koji je 5x razrijeden) i 4 mL 7,5 %-tnog natrijeva karbonata (w/v). Na
isti nacin se pripremi slijepa proba, ali se umjesto otopine standarda uzima destilirana voda.
Reakcijske smjese stoje 20 minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga im se mjeri apsorbancija

pri valnoj duljini 725 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baZzdarni pravac pri ¢emu su na apscisi nanesene
koncentracije galne kiseline (mg/L), a na oordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 725

nm. Koncentracija ukupnih fenola izra¢una se prema dobivenoj jednadzbi pravca (1):
y =0,0078x — 0,0032 R?=0,9983 [1]
gdje je:

y- apsorbancija uzorka pri 725 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg/L)
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3.2.6.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

Primjenom spektrofotometrijske metode se u metanolnom ekstraktu provodi
odredivanje ukupnih flavonoida. Spektrofotometrijska se metoda temelji na kolornoj reakciji
flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom. Nastali intenzitet obojenja mjeri se
pri 415 nm (Chang i sur., 2002).

Aparatura i pribor:

e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)
e Staklene kivete

e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 uL

e Odmijerne tikvice, volumena 25, 100, 200 i mL

e Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

Otapala i reagensi:

e Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

e Aluminijev klorid, 98,5 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija)

e Aluminijev klorid, 10 % (w/v)
Priprema: 10 g aluminijevog klorida se otopi u 10 mL destilirane vode, kvantitativno
se prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.

e Kalijev acetat, 99 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija)
e Kalijev acetat, 1 M
Priprema: 9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode, kvantitativno se

prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.

e Standard kvercetin, 95 %, hidrat (Acros Organics, Kina)

e Otopina standarda kvercetina, 200 mg/L
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Priprema: 20 mg standarda kvercetina odvaze se u plati¢noj ladici za vaganje te se
pomo¢u 10 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 200 mL i otopi u datom volumenu. Omjerna tikvice se do oznake nadopuni
metanolom. Iz alikvotne otopine prirede se redom razrijedenja od 10, 25, 50, 75, 100 i

150 mg/L.

Priprema uzorka: za pripremu ekstrakta vidjeti poglavlje 3.2.5.1.

Postupak odredivanja: Redom se u staklenu epruvetu otpipetira 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96

%-tnog etanola, 0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8
mL destilirane vode. Slijepa proba pripremi se na isti nacin, ali se umjesto ekstrakta koristi
otapalo za ekstrakciju, dok se umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida dodaje se isti volumen
destilirane vode. Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega slijedi mjerenje opticke

gustoc¢e otopine pri valnoj duljini 415 nm. Mjerenja su provedena u paraleli za svaki uzorak.

Izrada bazdarnog pravca: Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 200

mg/L. Od te otopine standarda pripreme se razrijedenja koncentracija 10, 25, 50, 75, 100 i 150
mg/L u odmjernim tikvicama od 25 mL. Za analizu se uzima i alikvotna otopina standarda
koncentracije 200 mg/L. 1z svake tikvice otpipetira se redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL
96%-tnog etanola, 0,1 mL 10%-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8
mL destilirane vode. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima
100%-tni metanol te se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane
vode (0,1 mL). Reakcijska smjesa miruje 30 minuta te slijedi mjerenje apsorbancije pri valnoj
duljini 415 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pri ¢emu su na apscisi nanesene
koncentracije kvercetina (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm.

Koncentracija ukupnih flavonoida izra¢una se prema dobivenoj jednadzbi pravca (2):
y =0,0064x — 0,0362 R?=10,9998 [2]
gdje je:

Y — apsorbancija pri 415 nm,

X — koncentracija kvercetina (mg/L).
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3.2.6.3. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola
U metanolnom ekstraktu uzorka dobivenih 3D ispisom provodi se spektrofotometrijsko
odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola pri ¢emu se intenzitet nastalog

obojenja mjeri pri 320 nm i 360 nm (Howard i sur., 2003).
Aparatura i pribor:

e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

e Staklene i kvarcne kivete

e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Pipete, volumena 1l mL, 2 mL,5mL, 10 mL i 25 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 uL

e Odmijerne tikvice, volumena 25 mL i 100 mL

e Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

Otapala i reagensi:

e Koncentrirana klorovodi¢na kiselina 37 % (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, Ceﬁka)

e Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

e Klorovodi¢na otopina 1 g/L HCI u 96 % etanolu (v/v)
Priprema: 0,227 mL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline se otpipetira u odmjernu tikvicu od
100 mL te nadopuni 96 %-tnim etanolom do oznake.

e Klorovodi¢na otopina 2 g/L HCI u vodi (v/v)
Priprema: 0,454 mL 37 %-tne klorovodic¢ne kiseline se otpipetira u odmjernu tikvicu
od 100 mL te se nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Standard kvercetin hidrat 95 % (Acros Organics, Kina)

e Otopina standarda kvercetina 600 mg/L
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Priprema: Prvo se pripremi otopina standarda kvercetina u koncentraciji 600 mg/L. 60
mg standarda kvercetina odvaze se u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 30 mL
100%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi
u datom volumenu. Odmjerna tikvica se do oznake nadopuni metanolom.

e Klorogenska kiselina, min. 95 %-tna (Alfa aesar, ThermoFisher, Kandel, Njemacka)

e Standard klorogenske kiseline koncentracije 600 mg/L
Priprema: Prvo se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji 600
mg/L. Odvaze se 60 mg standarda klorogenske kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te
se pomocu 30 mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 100 mL i otopi u datom volumenu. Odmjerna tikvica se do oznake nadopuni

metanolom.

Priprema uzorka: za pripremu ekstrakta vidjeti poglavlje 3.2.5.1.

Postupak odredivanja: U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 uL ekstrakta, 250 uL 1 g/L
HCI u 96% etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCL. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina

apsorbancija se mjeri na 320 nm koriste¢i kvarcne kivete, dok se za odredivanje ukupnih
flavanola apsorbancija mjeri na 360 nm Kkoriste¢i staklene kivete. Na isti na¢in se pripremi i
slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju. Mjerenja su provedena u

paraleli za svaki uzorak.

Izrada bazdarnog pravca: Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se pomocu

jednadzbe bazdarnog pravca za klorogensku kiselinu, a za kvantifikaciju ukupnih flavonola

koristi se jednadzba bazdarnog pravca za kvercetin.

Iz alikvotne otopine standarda klorogenske kiseline 600 mg/L potrebno je prirediti razrjedenja
10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 i 500 mg/L u odmjernim tikvicama od 25 mL. Na isti nacin
se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto standarda uzima 100 %-tni metanol. U staklenoj se
epruveti pripremi reakcijska otopina kao za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina,

apsorbancija se mjeri na 320 nm.

Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca
A):
y =0,0025x — 0,0038 R2=0,9996 [3]
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gdje je:
Y — apsorbancija pri 320 nm,
X — koncentracija klorogenske kiseline (mg/L).

Iz alikvotne otopine standarda kvercetina 600 mg/L potrebno je prirediti razrjedenja 10, 25, 50,
75, 100, 150, 200, 300, 400 i 500 mg/L u odmjernim tikvicama od 25 mL. Na isti nacin se
pripremi i slijepa proba, ali se umjesto standarda uzima 100 %-tni metanol. U epruveti se
pripremi reakcijska otopina jednako kao za odredivanje ukupnih flavanola, a apsorbancija se
mjeri na 360 nm. Koncentracija ukupnih flavanola izra¢una se prema dobivenoj jednadzbi

pravca (4):
y =0,0026x + 0,0083 R?=10,9995 [4]
gdje je:

Y — apsorbancija pri 360 nm,

X — koncentracija kverecetina (mg/L).

3.2.6.4. Odredivanje monomernih antocijana

Pri promjeni pH vrijednosti monomerni antocijani reverzibilno mijenjaju svoju
kemijsku strukturu $to rezultira promjenom apsorpcijskog spektra. Snizenjem pH otopine
dolazi do povecanja apsorpcije i obrnuto, a koncentracija antocijana proporcionalna je razlici
apsorbancija u otopinama kod dvije razli¢ite pH vrijednosti pri valnoj duzini maksimalne
apsorpcije za pojedine antocijane (AOAC, 1990). Odredivanje monomernih antocijana vrsi se

koriste¢i metanole ekstrakte uzoraka dobivenih 3D ispisom.
Aparatura i pribor:

e Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Germany)

e pH metar Mettler-Toledo FiveEasy F20 (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee,
Switzerland)

e Staklena case, volumena 100 mL i 1000 mL

e Staklene kivete
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Analiti¢ka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Germany)
Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

Mikropipete Eppendorf, volumena 1000 puL 1 5000 uL

Staklene epruvete i stalak za epruvete

Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL

Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

Otapala i reagensi:

Klorovodi¢na kiselina 37 % (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Czech Republic)

Kalij klorid 99,0-100,5 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Germany)

Kalij kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0,025 M)

Priprema: 1,86 g kalijeva klorida (KCI) odvaze se u plasti¢noj ladici za vaganje i
kvantitativno se prenese u staklenu ¢asu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro
ispere deioniziranom vodom, doda se 960 mL deionizirane vode u ¢asu i odvaga se
otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se pH, i podesi na vrijednost 1,0 (+0,05) s
klorovodi¢nom kiselinom (37 % HCI), ¢iji utroSak priblizno iznosi 10 mL. Kad je
otopina podeSena na pH 1,0 prebaci se u odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja se prije
upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, te do oznake nadopuni deioniziranom

vodom.

Natrij acetat anhidrid 99 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Germany)

Natrij acetatni pufer 4,5 (natrijev acetat, 0.4 M)

Priprema: 54,43 g natrijeva acetata trihidrata (CH3CO2Na x 3H20)odvaze se u staklenoj
¢asi od 100 mL i kvantitativno se prenese u staklenu ¢asu volumena 1 L, koja se prije
upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, doda se 930 mL deionizirane vode i
odvaga se otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se pH, i podesi na vrijednost 4,5 (+0,05)
s klorovodi¢nom kiselinom (37 % HCI), ¢iji utroSak priblizno iznosi 35 mL. Kad je
otopina podeSena na pH 4,5 prebaci se u odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja se prije
upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, te do oznake nadopuni deioniziranom

vodom.

Priprema uzorka: za pripremu ekstrakta vidjeti poglavlje 3.2.5.1.
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Postupak odredivanja: Reakcija se postavlja u staklenim epruvetama tako da se za mjerenje

jednog uzorka pripreme po dvije epruvete i oznace se oznakama pufera (za isti uzorak se na
jednu epruvetu napiSe pH 1, a na drugu pH 4,5). U svaku se epruvetu otpipetira po 1 mL
pripremljenog ekstrakta, a potom se u jednu epruvetu nadoda 4 mL pufera pH 1,0 i u drugu 4
mL pufera 4,5 pH. Nakon 20 minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama, mjeri se
apsorbancija pri 520 nm i 700 nm, uz deioniziranu vodu kao slijepu probu. Ukoliko su
pripremljene reakcijske otopine mutne, pozeljno je prije spektrofotometrijskog mjerenja
provesti centrifugiranje ili filtriranje kako bi se uklonile Cestice mutnoée. Mjerenja su

provedena u paraleli za svaki uzorak.

Izraunavanje monomernih antocijana: Koncentracija monomernih antocijana u uzorku

izraCunava se kao ekvivalent cijanidin-3-galaktozida (mg/L) prema formuli (5):

A XMW XDF x103
exl

[5]

gdje je:

A = (As20nm — A700nm)pH=1,0 - (As20nm — A700nm)pH=4,5

MW = molekulska masa (za cijanidin-3-galaktozid C21H2:ClO10 = 480,7 g/mol)
DF = faktor razrjedenja

10° = faktor za prera¢unavanje g u mg

€ = molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent (za cijanidin-3-galaktozid 30200 L/molcm u
otapalu 1 % HCI / MeOH)

| = debljina kivete (1 cm)

3.2.6.5. Odredivanje polimernih proantocijanidina
Princip odredivanja temelji se na specifi¢nosti spojeva iz skupine flavan-3-ola koji pri
reakciji s vanilinom rezultiraju obojenim spojevima. Dobiveni obojeni spojevi odreduju se

mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 500 nm (Sun i sur., 1998).
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Aparatura i pribor:

Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Germany)
Staklene kivete

Analiti¢ka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Germany)
Pipete, volumena 1 mL, 2 mL,5mL, 10 mL i 25 mL

Mikropipete Eppendorf volumena 100 uL i 1000 puL

Odmjerne tikvice, volumena 25 mL, 50 mL, 100 mL i 1000 mL

Menzure, volumena 100 mL i 1000 mL

Staklene epruvete i stalak za epruvete

Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula

Staklene ¢ase volumena 50 mL, 100 mL 1 250 mL

Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

Otapala i reagensi:

Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén TM, Francuska)

Vanilin, 99 % (ThermoFisher, Kandel, Njemacka)

1 %-tna metanolna otopina vanilina

Priprema: 1 g vanilina se u odmjernoj tikvici od 100 ml nadopuni 100 %-tnim

metanolom do oznake.

Koncentrirana H2SO4, 96 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Cegka)

25 %-tna otopina H2SO4

Priprema: 13,02 mL 96 %-tne H2SO4 prenese se u odmjernu tikvicu od 50 mL u koju je
prethodno dodano malo 100 %-tnog metanola (cca 20 mL). Tikvica se obavezno drzi u
hladnoj vodenoj kupelji, a konc. H2SO4 se dodaje u malim obrocima. Po dodatku cijelog

volumena kiseline, tikvica se do oznake nadopuni 100 %-tnim metanolom.
Standard katehina (5 g/L)

Priprema: 500 mg standarda katehina odvaze se u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomoc¢u 10 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 100 mL i otopi u datom volumenu. Odmjerna tikvica se do oznake nadopuni

metanolom.
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Priprema uzorka: za pripremu ekstrakta vidjeti poglavlje 3.2.5.1.

Postupak odredivanja: U staklenu epruvetu otpipetira se redom 2,5 mL 1 %-tnog vanilina, 2,5

mL 25 %-tne otopine H2SO4 i 1 mL adekvatno razrijedenog ekstrakta. Sadrzaj epruvete se
kratko promijesa na Vortex uredaju, a potom se uzorci ostave stajati 10 minuta pri sobnoj
temperaturi. Mjeri se apsorbancija rekacijske smjese pri valnoj duljini 500 nm. Na isti nain se
pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju. Mjerenja su

provedena u paraleli za svaki uzorak.

Izrada bazdarnog pravca: Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se alikvotna otopina

standarda katehina koncentracije 5 g/L. Od te otopine prirede se razrjedenja 10, 30, 60, 90 i 120
mg/L koriste¢i odmjerne tikvice od 25 mL. 1z svake tikvice otpipetira se 1 mL otopine standarda
u staklene epruvete. Potom se dodaje 2,5 mL 1 %-tnog vanilina i 2,5 mL 25 %-tne otopine
H>SO4. Uzorci ostave stajati 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se
apsorbancija pri valnoj duljini 500 nm. Na isti na¢in se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto
ekstrakta uzima 100 %-tni metanol. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni
pravac pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije katehina, a na oordinati izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 500 nm. Koncentracija polimernih proantocijanidina izratuna se

prema dobivenoj jednadzbi pravca (6):

y =0,0053x - 0,0124 R?=0,9985 [6]
gdje je:

Y — apsorbancija pri 500 nm,

X — koncentracija katehina (mg/L).

3.2.6.6. Odredivanje ukupnih karotenoida

Za odredivanje ukupnih karotenoida koriste se ekstrakti uzoraka pripremljeni s
vodenom otopinom acetona (80 %, v/v). Odredivanje se temelji na apsorbanciji karotenoida na
470 nm. Za precizno odredivanje karotenoida potrebno je uzeti u obzir i koli¢inu klorofila b,

koji takoder znatno apsorbira na valnoj duljini od 470 nm (Lichtenthaler i Buschmann, 2001).
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Aparatura i pribor:

e Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Germany)

e Ultrazvuc¢na kupelj DT 514 H SONOREX DIGITEC (13,5L, 860W, 40 kHz) (Bandelin
electronic, Berlin, Germany)

o Staklene kivete

e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Germany)

e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL

e Celulozna vata

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

Otapala i reagensi:

e Aceton p.a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e 80 %-tni aceton
Priprema: vidjeti poglavlje 3.2.5.2.

Priprema uzorka: za pripremu ekstrakta vidjeti poglavlje 3.2.5.2.

Postupak odredivanja: Pripremljenim ekstraktima mjeri se apsorbancija pri 646,8 nm, 663,2 nm

i 470 nm uz 80 %-tni aceton kao slijepu probu. Ukoliko su pripremljene reakcijske otopine
mutne, pozeljno je prije spektrofotometrijskog mjerenja provesti centrifugiranje ili filtriranje

kako bi se uklonile ¢estice mutnoce. Mjerenja su provedena u paraleli za svaki uzorak.

IzraCunavanje: Koncentracija karotenoida (Cx+c) u ekstrakcijskoj otopini izracunava se (ug/mL)

prema formuli (7):

__ (1000 -A(g)470)—(¥(a)a70"Ca) —(X(b)470"Ch)
Cxt+c = [7]

X (x+c)470

gdje je:
A)a70— izmjerena apsorbancija pri 470 nm

a(a)a70 — specificni apsorpcijski koeficijent za klorofil a pri 470 nm (L/gcm), te za 80 %-tni
aceton iznosi 1,82 L/gcm

abya70 — specifiéni apsorpcijski koeficijent za klorofil b pri 470 nm (L/gcm), te za 80 %-tni
aceton iznosi 85,02 L/gcm
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ax+c)a70 — specificni apsorpcijski koeficijent za zbroj ksantofila i karotenoida pri 470 nm (L/g
cm), te za 80 %-tni aceton iznosi 198 L/gcm

Ca — koncentracija klorofila a (ug/mL), te se za 80 %-tni aceton racuna prema formuli (8):
Ca = 1225 A663,2 - 279 A646,8 [8]
Cbh — koncentracija klorofila b (ug/mL), te se za 80 %-tni aceton ra¢una prema formuli (9):

Cb = 2150 A646,8 - 510 A663,2 [9]

3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

3.2.7.1. DPPH metoda

Metoda se temelji na odredivanju antioksidacijskog kapaciteta spojeva uporabom
stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala. DPPH radikal je ljubicaste boje i zbog zbog
nesparenog elektrona postize apsorpcijski maksimum pri 517 nm. Promjena ljubicaste boje u
Zutu posljedica je sparivanja nesparenog elektrona DPPH radikala s vodikom antioksidansa. Na
taj nacin nastaje reducirani oblik DPPH-H. Promjena boje je u stehiometrijskom odnosu s
brojem sparenih elektrona (Prior i sur., 2005; Braca i sur., 2001).

Aparatura i pribor:

e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

e Staklene kivete

e Analiti¢ka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Pipete, volumenalmL,2mL,5mLi10 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 puL

e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 100 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)
Otapala i reagensi:

e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén ™, Francuska)

e DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD)
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e Otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) 0,5 mM u 100 % metanolu (v/v)
Priprema: 0,02 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala odvaZe se u plasti¢noj ladici za
vaganje, kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake
100 %-tnim metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. DPPH je potrebno Cuvati na
tamnome u zatvorenoj tikvici.

e Standard Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska  kiselina)
(Biosynth s.r.0., Bratislava, Slovacka)

e Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) 1 mM
Priprema: Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,025 g
Troloxa. Odvaga se otopi u 100 %-tnom metanolu i nadopuni metanolom u odmjernoj
tikvici od 100 mL.

Priprema uzorka: Za pripremu ekstrakata vidjeti poglavlje 3.2.5.1.

Postupak odredivanja: U staklenu epruvetu se otpipetira 1,5 mL ekstrakta i 3 mL 0,5 mM

otopine DPPH. Za kontrolu je potrebno otpipetirati 1,5 mL 100 %-tnog metanola i 3 mL 0,5
mM otopine DPPH. Od izmjerene apsorbancije kontrole potrebno je oduzeti apsorbanciju
uzorka, ukoliko je potrebno izracunati postotak inhibicije. Kao slijepa proba koristi se 100 %-
tni metanol. Epruvete s reakcijskom smjesom stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi

nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 517 nm. Mjerenja su provedena u paraleli za svaki uzorak.

Izrada bazdarnog pravca za Trolox: Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 M otopina
Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina). Od 0,02 M otopine
Troloxa pripreme se razrijedenja u koncentracijama 125, 150, 200, 400 i 600 uM u odmjernim

tikvicama od 25 mL. U epruvetu se odpipetira 1,5 mL odgovarajuce otopine Troloxa i 3 mL 0,5
mM otopine DPPH. Kao slijepa proba koristi se 100 %-tni metanol. Epruvete sa sadrzajem stoje
20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 517 nm.
BaZdarni pravac za standard Troloxa s vrijednostima koncentracije Troloxa (uM) na apscisi 1
vrijednostima apsorbancije nanesenim na ordinati. Antioksidacijska aktivnost izracuna se

prema dobivenoj jednadzbi pravca (10):
y =-0,0037x + 2,3781 R2=0,9902 [10]
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gdje je:
Y — apsorbancija pri 517 nm,

X — koncentracija Troloxa (uM).

3.2.7.2. FRAP metoda

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom temelji se na reakciji
redukcije zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu
nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin. Plavo obojeni fero-tripiridiltriazin ima

apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Benzie, 1996).
Aparatura i pribor:

e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

e Staklene kivete

e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Tehnicka vaga Kern (PCB 2500-2, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Elektri¢na vodena kupelj Grant (JBNS, Cambridge, UK)

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

e Pipete, volumena 1l mL, 2 mL,5mL, 10 mL i 25 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL

e Odmijerne tikvice, volumena 10 mL, 100 mL i 1 L

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula
Otapala i reagensi:

e Metanol za HPLC < 99.9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén ™, Francuska)

e Standard Troloxa  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska  kiselina)
(Biosynth s.r.o0., Bratislava, Slovacka)

e Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), 1 mM
Priprema: vidjeti poglavlje 3.2.7.1.

e Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)
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Klorovodi¢na kiselina, 40 mM

Priprema: Otpipetira se 330 pL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom
vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

TPTZ-a (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

TPTZ-a (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: Odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom.

Zeljezo (IIT)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Zeljezo (III)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H20), 20 mM otopina

Priprema: Odvaze se 0,541 g Zeljezo (Il1)-klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za
vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do
oznake s destiliranom vodom.

Glacijalna octena kiselina, > 99,8 % (Honeywell, Fluka ™, Seelze, Njemacka)
Natrijev acetat trihidrat otporan prema kalijevu permanganatu (Kemika, Zagreb,
Hrvatska)

Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6

Priprema: Odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i
kvantitativno prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u koju
se potom otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom vodom
do oznake.

FRAP reagens

Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens na nacin da se
pomijesa 25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL Zeljezo (I1I)-

klorida u omjeru 10:1:1.

Prije pocCetka rada sve reagense (ukljucujuéi i standarde) potrebno je inkubirati na 37 °C.

Priprema uzorka: Za pripremu ekstrakata vidjeti poglavlje 3.2.5.1.

Postupak odredivanja: U staklene epruvete redom se otpipetira 600 puL adekvatno razrijedenog

4500 uL FRAP reagensa, dobro se promijesa na Vortex uredaju te 10 minuta termostatira na
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temperaturi 37 °C. Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim
uzorka, umjesto kojeg se dodaje otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran. Mjerenja su provedena

u paraleli za svaki uzorak.

Izrada bazdarnog pravca za Trolox: Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina

Troloxa i on njega razrijedenja kako je opisano u poglavlju 3.2.7.1.

U staklene epruvete redom se otpipetira 600 pL otopine standarda i 4500 pL. FRAP reagensa,
dobro se promijesa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37 °C. Zatim se mjeri apsorbancija
pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje 100 %-tni
metanol. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac s vrijednostima
koncentracije Troloxa (uM) na apscisi i vrijednostima apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz
pripadajuée jednadzbe pravca izracuna se antioksidacjski kapacitet uzoraka odreden FRAP

metodom (11):
y = 0,005x — 0,0081 R?=0,9992 [11]
gdje je:

Y — apsorbancija pri 593 nm,

X —koncentracija Troloxa (uM).

3.3. OBRADA PODATAKA

Eksperimenti su dizajnirani kao potpuni faktorski randomizirani eksperimentalni dizajn.
Deskriptivna statistika koriStena je za karakterizaciju uzorka. Analizom MANOVA su testirane
diskretne varijable. Za neparametrijsku analizu koristen je Kruskal Wallis test. Razina
znacajnosti za sve testove bila je a < 0,05 te su rezultati analizirani pomocu statisti¢kog

programa SPSS-a (v.22).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Eksperimentalnim radom analizirano je ukupno 13 uzoraka u paralelnim odredivanjima.
3D tiskani uzorci medusobno su se razlikovali prema dodanoj vrsti i udjelu Skrobnog nosaca te
odabranom programu 3D ispisa (vidi poglavlje 3.2.2., tablica 2). Zavisne varijable koje su u
tijeku istrazivanja izmjerene te potom Statisticki analizirane obuhvacaju koncentraciju
bioaktivnih spojeva i pigmenata, kao i vrijednosti pH, aktiviteta vode (aw) te antioksidacijskog
kapaciteta odredenog primjenom dvije metode DPPH i FRAP. Eksperimentalno dobiveni
podaci obradeni su MANOVA analizom i Kruskal Wallis-ovim testom. Rezultati statisticke
obrade podataka prikazani su na slici 11, slici 12 i slici 13 te tabli¢no u tablici 3, tablici 4, tablici
5 te tablici 6.

4.1. USPOREDBA KONTROLNIH I 3D TISKANIH PROIZVODA OBZIROM NA pH
i aw VRIJEDNOSTI

Za usporedbu rangova prosjeka aktiviteta vode (aw) i pH u kontrolnim uzorcima (3D
tiskani proizvod nacinjen od kaSe maginje bez dodataka Skrobnih nosaca) i 3D tiskanim
uzorcima uz dodatak razlicitih tipova $krobnih nosaca koristen je Kruskal Wallis-ov test (slika
11).

Vrijednosti aw statisticki se znacajno razlikuju medu kontrolnim te 3D tiskanim
uzorcima. Ovaj je rezultat ocekivan ako se uzme u obzir da je u 3D tiskane proizvode prethodno
dodan Skrobni nosac tj. hidrokoloid za postizanje pozeljne viskoznosti i konzistencije smjese
za ispis, stoga je ocekivano da je doslo do znacajnih promjena u aw. Kontrolni i 3D tiskani

uzorci statisti¢ki se nisu znacajno razlikovali obzirom na pH vrijednost.
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*Rezultati su izrazeni kao rang prosjeka izmjerenih vrijednosti. Predstavljene vrijednosti su statisticki razli¢ite pri
p <0,05 ; T znadajan faktor u Kruskal Wallis analizi; I nije zna¢ajan faktor u Kruskal-Wallisovoj analizi. x 0s —
parametar odredivanja; y 0 — izmjerena vrijednost

Slika 11. Rang prosjeka za pH i aw vrijednosti u kontrolnim uzorcima i 3D tiskanim uzorcima

uz dodatak razlicitih tipova Skrobnih nosaca

4.2. USPOREDBA KONTROLNIH I 3D TISKANIH PROIZVODA OBZIROM NA
SADRZAJ BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Kruskal Wallis-ovim testom usporedeni su rangovi prosjeka za sadrzaj analiziranih
bioaktivnih spojeva u kontrolnim i 3D tiskanim uzorcima uz dodatak razli¢itih tipova Skrobnih
nosaca (slika 12). Prema dobivenim rezultatima, evidentno je da nema statisticki znacajne
razlike u rangovima prosjeka izmedu kontrolnih i 3D ispisom dobivenih uzoraka ukoliko se
uzorci usporeduju prema udjelima ukupnih fenola, flavonoida i kondenziranih tanina. Kontrolni
i 3D tiskani uzorci statisti¢ki su se znacajno razlikovali obzirom na sadrzaj hidroksicimetnih

kiselina, flavonola i monomernih antocijana.

Trenutno u literaturi nema puno podataka o utjecaju 3D ispisa na bioaktivni profil
tiskane smjese. Severini i sur. (2018) proveli su istrazivanje vezano uz promjenu

mikrobioloskih, antioksidacijskih i senzorskih svojstava 3D tiskanih uzoraka smjese voca i
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povréa tijekom skladiStenja kroz 8 dana na 5 °C. Autori su zakljucili da 3D ispis nije znacajno
modificirao ukupan sadrzaj fenola, §to je u skladu sa rezultatima dobivenim u ovom

istrazivanju.

Antocijani su kemijski izrazito nestabilni spojevi podlozni razgradnji pod utjecajem
¢imbenika poput pH, temperature, svjetlosti, Kisika, enzima, prisustva metalnih iona i mnogih
drugih (Wu i sur., 2018). Veliki gubitak antocijana u hrani korelira s reakcijom razgradnje
tijekom procesa zagrijavanja hrane (Jiang i sur., 2019). Moguéi uzrok statisticki znacajne
razlike sadrZzaja monomernih antocijana u kontrolnom i 3D tiskanim uzorcima je osjetljivost
antocijana na povisenu temperaturu (do 80 °C) kojoj je smjesa za 3D ispis bila izlozena uslijed
zagrijavanja s ciljem povecéanja viskoznosti i dobivanja zeljene homogene konzistencije.
Pretpostavka je u skladu sa istrazivanjem Garcia-Viguera i Pilar (2001) koji su izvijestili da je
proizvodnja dzema od maline rezultirala gubicima antocijana u rasponu od 10 % do 80 % kada

je vrijeme termicke obrade pri 90 °C variralo od 10 do 15 min.

30
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Ukupni fenoli §  Hidroksicimetna Flavonoli Flavonoidi { Monomerni Kondenzirani
kiselina 1 antocijani tanini }

m Kontrolni uzorak ™ Kukuruzni §krob PSeni¢ni skrob

*Rezultati su izrazeni kao rang prosjeka izmjerenih vrijednosti. Predstavljene vrijednosti su statisti¢ki razli¢ite pri
p <0,05 ; f znacajan faktor u Kruskal Wallis analizi; I nije zna¢ajan faktor u Kruskal-Wallisovoj analizi. x os —
parametar odredivanja; y os — izmjerena vrijednost

Slika 12. Rang prosjeka za sadrzaj bioaktivnih spojeva u kontrolnim uzorcima i 3D tiskanim

uzorcima uz dodatak razli¢itih tipova Skrobnih nosaca
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4.3. USPOREDBA KONTROLNIH | 3D TISKANIH PROIZVODA OBZIROM NA
SADRZAJ PIGMENATA I ANTIOKSIDACIJSKU AKTIVNOST

Kruskal Wallis-ovim testom usporedeni su i rangovi prosjeka za sadrzaj analiziranih
pigmenata i antioksidacijskog kapaciteta u kontrolnim uzorcima i 3D tiskanim uzorcima uz
dodatak razli¢itih tipova Skrobnih nosacéa (slika 13). Prema dobivenim rezultatima moze se
zakljuciti da se kontrolni uzorci statisticki nisu znacajno razlikovali od 3D ispisanih proizvoda
s razli¢itim tipovima Skrobova obzirom na ukupne karotenoide, klorofil a, klorofil b te

antioksidacijske kapacitete odredivane DPPH i FRAP metodom.

Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Severini i sur. (2018) koji su dokazali da
proces 3D ispisa nije znacajno utjecao na senzorske karakteristike uzoraka i antioksidacijski
kapacitet analiziran DPPH metodom, ispisanih piramidalnih oblika od smjese mrkve, kruske,
kivija, brokule i avokada. Autori su pozeljnu viskoznost smjese za 3D tiskanje optimirali

izdvajanjem dijela tekuce faze (soka) od pulpe te dodatkom ribljeg kolagena u udjelu od 1 %.
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*Rezultati su izrazeni kao rang prosjeka izmjerenih vrijednosti. Predstavljene vrijednosti su statistic¢ki razlicite pri
p < 0,05 ; 1 znacajan faktor u Kruskal Wallis analizi; { nije znac¢ajan faktor u Kruskal-Wallisovoj analizi. DPPH
test i FRAP test antioksidacijskog kapaciteta. X 0s — parametar odredivanja; y os — izmjerena vrijednost

Slika 13. Rang prosjeka za pigmente i antioksidacijski kapacitet u kontrolnim uzorcima i 3D

tiskanim uzorcima uz dodatak razli¢itih tipova Skrobnih nosaca
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4.4, UTJECAJ VRSTE | UDJELA SKROBA TE PROGRAMA 3D ISPISA NA
AKTIVITET VODE (aw) | pH VRIJEDNOSTI U 3D TISKANIM PROIZVODIMA

Prosjec¢ni aktivitet vode (aw) za 3D tiskane proizvode iznosio je 0,93 %. Za razliku od
tipa 3DP programa gdje nije utvrden signifikantan utjecaj, vrsta i udio skrobnog nosaca su bili
od znacajnog utjecaja na aw U 3D tiskanim proizvodima, pa su tako viSe aw vrijednosti odredene
u 3D tiskanim proizvodima uz dodatak pSeni¢nog $kroba te u nizem udjelu (4 % vs. 6 i 8 %)
(tablica 3). Dobiveni rezultati odgovaraju literaturnim podacima prema kojima porast udjela
hidrokoloida utjeCe na smanjenje aw Vrijednosti vezanjem slobodne vode i bubrenjem (Maltini
i sur., 2003).

Tablica 3. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju vrste i udjela skrobnog nosaca te

programa 3D ispisa na aktivitet vode (aw) i pH vrijednost u 3D tiskanim proizvodima

PARAMETAR n aw (%) pH
Vrsta §krobnog nosaca p=0,02f p<0,01f
Kukuruzni 12 0,93+0,00° 3,31+0,002
Peni¢ni 12 0,94+0,00% 3,300,00°
Udio $krobnog nosaéa p<0,017 p=0,14%
4 % 8 0,94+0,00? 3,30+0,00?
6 % 8 0,93+0,00° 3,30+0,00°
8 % 8 0,93+0,00° 3,31+0,00°
Tip 3DP programa p=0,18* p=0,08*
Program 1 12 0,940,002 3,30+0,00%
Program 2 12 0,93+0,00% 3,30+0,00%
Prosje¢na vrijednost 24 0,93+0,00 3,30+0,00

*Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja + standardna pogreska, Vrijednosti
predstavljene razli¢itim slovima statisticki su razliite pri p < 0,05 ; T znacajan faktor u multifaktorskoj analizi;
nije znacajan faktor u multifaktorskoj analizi.

Prosje¢na pH vrijednost za 3D tiskane proizvode iznosila je 3,30. Ovdje se kao znacajan

faktor utjecaja izdvojila jedino vrsta Skrobnog nosac¢a pri ¢emu su nizu pH vrijednost imali 3D
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tiskani proizvodi uz dodani pSeni¢ni nosa¢ u usporedbi s 3D tiskanim proizvodima koji su
proizvedeni uz dodatak kukuruznog Skroba (3,30 vs. 3,31) (tablica 3). Sli¢nu pH vrijednost u
uzorcima maginje porijeklom iz Maroka od 3.36 utvrdili su Zitouni i sur. (2020). Takoder, Sic
Zlabur i sur. (2020) za maginju ubranu u Loginju, kao §to su i plodovi maginje iz ovog
eksperimenta, utvrdili su pH vrijednost od 3,36 + 0,02 $to je u skladu s dobivenim rezultatima

u ovom eksperimentu.

4.5. UTJECAJ VRSTE I UDJELA SKROBA TE PROGRAMA 3D ISPISA NA UDIO
BIOAKTIVNIH SPOJEVA

U tablici 4 prikazan je utjecaj vrste i udjela skrobnih nosaca te dvaju odabranih programa

3D ispisa na sadrzaj bioaktivnih spojeva u 3D ispisanim uzorcima.

Srednja vrijednost ukupnih fenola u 3D ispisanim uzorcima iznosila je 632,60 + 6,12
mg GAE/100 g analiziranog 3D ispisanog uzorka te su, izmedu analiziranih komponenata
ukupnih fenola, najzastupljeniji kondenzirani tanini (268,11 + 1,45 mg CE/100 g ispisanog
uzorka), slijede ih hidroksicimetne kiseline (44,26 + 0,47 mg CAE/100 g ispisanog uzorka),
flavonoli (18,72 + 0,31 mg QE/100 g ispisanog uzorka), ukupni flavonoidi (13,69 + 0,13 mg
QE/100 g ispisanog uzorka) te na kraju antocijani, s najnizom srednjom vrijednoséu (5,11 +
0,02 mg Cy-3-gal/100 g ispisanog uzorka) (tablica 4). Rezultati udjela ukupnih fenola su u
skladu sa pregledom istrazivanja bioaktivnih tvari u svjezim uzorcima maginje (Sic Zlabur i

sur., 2020; Sagbas i sur., 2020; Jurica i sur., 2016).

Vrsta Skrobnog nosaca znacajno je utjecala na udjele svih odredivanih bioaktivnih
spojeva izuzev udjela flavonoida. Nadalje, iz dobivenih rezultata je vidljivo da su udjeli svih
odredivanih bioaktivnih spojeva izuzev udjela flavonoida bili znac¢ajno ve¢i u 3D tiskanim

proizvodima uz dodatak pSeni¢nog Skrobnog nosaca.

Udio Skrobnog nosaca je statisticki znacajno utjecao na sadrzaj ukupnih fenola na nacin

da je kod smjesa sa manjim dodatkom skrobnog nosaca zabiljeZeno vise ukupnih fenola (652,86
+ 10,59 mg GAE/100 g) nasprom smjesa za 3D ispis sa ve¢im dodatkom S$krobnog nosaca
(589,35 + 10,59 mg GAE/100 g). Jednaki trend smanjenja koli¢ine analizirang bioaktivnog
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spoja s porastom udjela Skrobnog nosaca u smjesi za 3D ispis prate i flavonoidi, monomerni
antocijani i kondenzirani tanini (tablica 4). Moguée objasenjenje za ovaj trend je da do pada
koncentracije bioaktivnih spojeva dolazi uslijed povecanog udjela Skrobnog nosaca te sve

manjeg udjela voéne komponente (s 94 % na 92 %) u smjesi za 3D ispis.

Kad se razmotri utjecaj tipa programa, evidentno je da je ovaj izvor varijacije znac¢ajno
utjecao samo na udio flavonola pri ¢emu su vece koncentracije u 3D tiskanim uzorcima
zabiljezene uz tiskanje s programom 1 naspram programa 2 (19,25 vs. 18,19 mg QE/100 g
ispisanog uzorka). Obzirom da su se programi ispisa medusobno razlikovali prema brzini
pomicanja mlaznice, brzini ekstruzije smjese iz mlaznice, debljini ispisne linije te udaljenosti
mlaznice od povrsine pri ispisu prvog sloja, te da su flavonoli molekularno gledajuéi najmanje
monomerne jedinice medu analiziranim bioaktivnim spojevima, moguce je da je uslijed
promjene razli¢itih parametara ispisa doslo do brze degradacije ovih senzitivnih molekula te je

posljedi¢no njihov udio bio razli¢it u ovisnosti o programima 3D ispisa.

4.6. UTJECAJ VRSTE I UDJELA SKROBA TE PROGRAMA 3D ISPISA NA UDIO
PIGMENATA U 3D TISKANIM PROIZVODIMA

Rezultati provedene multifaktorske analize o utjecaju vrste i udjela skrobnog nosaca te
programa 3D ispisa na masene udjele klorofila a, klorofila b te ukupnih karotenoida prikazani
su u tablici 5. Prosjeéni maseni udjeli klorofila u 3D ispisanim uzorcima dobiveni su
spektrofotometrijskom analizom i iznose 0,20 + 0,01 mg klorofila a/100 g ispisanog uzorka te
0,35 + 0,01 mg klorofila b/100 g ispisanog uzorka (tablica 5). Maseni udjeli klorofila a i
klorofila b u 3D ispisanim uzorcima manji su od vrijednosti koje su odredili Delgado-Pelayo i
sur. (2016) analizirajuéi suhe uzorke zrelih crvenih maginja iz Spanjolske.
Spektrofotometrijskom analizom pigmenata u 3D ispisanim uzorcima smjesa maginje sa
Skrobnim nosa¢ima dobiven je prosje¢ni maseni udio ukupnih karotenoida koji iznosi 1,44 +

0,00 mg/100 g ispisanog uzorka (tablica 5).
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Tablica 4. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju vrste i udjela $krobnog nosaca te programa 3D ispisa na masene udjele bioaktivnih spojeva

PARAMETAR n | Ukopr fenolni | HIGRokSmeme | Flavonoli | Flavonoidi | Moromertt | Kondenairani
Vrsta §krobnog nosaca p=0,02" p<0,017 p<0,01" p=0,32* p<0,017 p<0,01°

Kukuruzni 12 | 615,48+8,65° 42,86+0,66" 17,86+0,31° | 13,55+0,18° 4,96+0,03° | 263,91+2,05°
Psenicni 12 | 649,71+8,65% 45,66+0,66° 19,57+0,31% | 13,83+0,182 5,27+0,03* | 272,31+2,05%
Udio $krobnog nosaca p<0,01" p=0,33* p=0,65* p=0,04" p<0,01% p<0,01f

4% 8 | 652,86+10,59 45,01+0,812 18,43+0,38% | 13,62+0,22%P 5,27+0,04° | 281,63+2,512
6 % 8 | 655,58+0,59° 44,49+0,81° 18,87+0,38% | 14,18+0,22° 5,70£0,04* | 276,31+2,51
8 % 8 | 589,35+10,59" 43,28+0,81% 18,86+0,38% | 13,28+0,22" 4,36+0,04° | 246,40+2,51°
Tip 3DP programa p=0,11* p=0,33* p=0,03" p=0,55* p=0,99* p=0,65*

Program 1 12 | 621,95+8,65% 44,73+0,66° 19,25+0,31% | 13,77+0,182 5,11£0,03* | 268,78+2,05
Program 2 12 | 643,25+8,65 43,78+0,66° 18,19+0,31° | 13,61+0,18° 5,11£0,03* | 267,44+2,05%
Prosjecna vrijednost 24 632,60+6,12 44.26+0,47 18,724+0,31 13,69+0,13 5,11+0,02 268,11+1,45

*Vrijednosti su izraZzene kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja + standardna pogreska, Vrijednosti predstavljene razli¢itim slovima statisti¢ki su razli¢ite pri p < 0,05 ; T
znacajan faktor u multifaktorskoj analizi; { nije znacajan faktor u multifaktorskoj analizi, Ukupni fenolni spojevi (mg GAE/100 g ispisanog uzorka); Hidroksicimetne kiseline
(mg CAE/100 g ispisanog uzorka); Flavonoli (mg QE/100 g ispisanog uzorka); Flavonoidi (mg QE/100 g ispisanog uzorka); Monomerni antocijani (mg Cyd-3-gal /100 g
ispisanog uzorka); Kondenzirani tanini (mg katehina/100 g ispisanog uzorka); GAE — ekvivalent galne kiseline; CAE — ekvivalent klorogenske kiseline; QE — ekvivalent
kvercetina; Cyd-3-gal - ekvivalent cijanidin-3-galaktozid
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Tablica 5. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju vrste i udjela $krobnog nosaca te

programa 3D ispisa na masene udjele klorofila a, klorofila b te ukupnih karotenoida

PARAMETAR n Klorofila | Klorofil b Ukupni
karotenoidi
Vrsta §krobnog nosaca p=0,83* p=0,90% p<0,01°
Kukuruzni 12 0,20£0,01% | 0,35+0,01% | 1,43+0,00°
Pseni¢ni 12 0,20+0,01% | 0,35+0,01% | 1,45+0,00?
Udio $krobnog nosaca p<0,01" p<0,01" p<0,01°
4% 8 0,25+0,01% | 0,43+0,02% | 1,53+0,00?
6 % 8 0,2240,01% | 0,39+0,02* | 1,47+0,00
8 % 8 0,13+0,01° | 0,23+0,02° | 1,32+0,00°
Tip 3DP programa p<0,01f p<0,01f p<0,017
Program 1 12 0,22+0,01? | 0,39+0,012 | 1,48+0,00?
Program 2 12 0,18+0,01° | 0,32+0,01° | 1,40+0,00°
Prosjecna vrijednost 24 0,20+0,01 | 0,35+0,01 1,44+0,00

*Vrijednosti su izraZzene kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja + standardna pogreska u mg/100 g ispisanog
uzorka, Vrijednosti predstavljene razli¢itim slovima statisti¢ki su razli¢ite pri p<0,05 ; 1 znaCajan faktor u
multifaktorskoj analizi; } nije znacajan faktor u multifaktorskoj analizi

Prosjecna vrijednost masenog udjela ukupnih karotenoida 3D ispisanih uzoraka veca je
od vrijednosti koje su dobili Sic Zlabur i sur. (2020) te Ruiz-Rodriguez i sur. (2011)
analiziraju¢i svjeze uzorke maginje, $to doprinosi nutritivnoj vrijednosti 3D ispisanih

proizvoda,

Za razliku od ukupnih karotenoida, udio klorofila a i klorofila b u 3D ispisanim
uzorcima statisticki se znacajno ne razlikuje ovisno o vrsti $krobnih nosac¢a. U 3D ispisanim
uzorcima sa dodanim pSeni¢nim Skrobom odredene su vise vrijednosti ukupnih karotenoida u
usporedbi s uzorcima uz dodatak kukuruznog $kroba (1,45 vs. 1,3 mg/100 g ispisanog uzorka),
Nadalje, visi udjeli skrobnih nosaca i tip programa 3D ispisa utjeCu statisticki znacajno na
masene udjele svih analiziranih pigmenata u 3D ispisanim oblicima. Sli¢no kao i za udjele
bioaktivnih spojeva gdje je utvrdeno da nizi udjeli skrobnih nosaca rezultiraju visim udjelima
biaktivnih tvari, isti trend nastavljen i u razmatranju utjecaja udjela Skrobnih nosa¢a na udjele
pigmenata, stoga bi se u proizvodnji funkcionalnih 3D tiskanih proizvoda svakako prednost
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trebala dati nizim udjelima $krobnih nosaca. Porastom sadrzaja Skrobnih nosaca (od 4 % do 8
%) u smjesama za 3D ispis dolazi do smanjenja masenog udjela klorofila a (od 0,25 + 0,01% do
0,13 + 0,01° mg/100 g ispisanog uzorka), klorofila b (od 0,43 + 0,022 do 0,23 + 0,02° mg/100
g ispisanog uzorka) i ukupnih karotenoida (od 1,53 + 0,00 do 1,32 + 0,00° mg/100 g ispisanog
uzorka). Ovaj je rezultat o¢ekivan ako uzmemo u obzir da smjese sa ve¢im udjelom $krobnog
nosaca imaju manjnji udio voéne komponente koja je izvor pigmenata. U usporedbi s ujecajem
na bioaktivne spojeve, gdje se tip 3DP programa nije pokazao znacajnim ¢imbenikom utjecaja
izuzev utjecaja na udio flavonola, u slu¢aju pigmenata je evidentno da tip programa 1 povoljnije
djeluje na stabilnost svih promatranih pigmenata. Program 1 razlikuje se od programa 2 prema
vecoj debljini ispisne linije i udaljenosti mlaznice od povrsine pri ispisu prvog sloja te prema
manjoj brzini pomicanja mlaznice i brzini ekstruzije smjese iz mlaznice. Maseni udjeli klorofila
a, klorofila b i ukupnih karotenoida u 3D ispisanim uzorcima, pri ¢ijem je ispisu koriSten
program 1, ve¢i su od onih ispisanih programom 2. U literaturi trenutno nema puno podataka o
utjecaju parametara 3D ispisa na bioaktivni profil tiskane smjese. Severini i sur, (2018) su
proucavali odnos brzine pomicanja mlaznice i brzine ekstruzije smjese iz mlaznice s
morfoloskim i mikrostrukturnim svojstvima, Autori su zakljucili da program s ve¢om brzinom
pomicanja mlaznice i ve¢om brzinom ekstruzije smjese iz mlaznice ispisuje uzorke boljih
morfoloskih i mikrostrukturnih svojstva, ali nisu analizirali utjecaj parametara ispisa na

bioaktivni profil tiskane smjese.

4.7. UTJECAJ VRSTE I UDJELA SKROBA TE PROGRAMA 3D ISPISA NA
ANTIOKSIDACIJSKE KAPACITETE

Prosje¢ni antioksidacijski kapacitet dobiven DPPH testom 3D ispisanih uzoraka na bazi
maginje iznosi 66,32 + 0,03 mg TE/100 g ispisanog uzorka. Provedena je i analiza
antioksidacijskog kapaciteta 3D ispisanih uzoraka FRAP testom te je dobiven razultat 1,53 +
0,02 g TE/100 g ispisanog uzorka (tablica 6). Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta dobivene
FRAP testom u ovom istrazivanju nize su od literaturnih podataka za svjezu maginju (Serce i
sur., 2010).

52



Kao S§to je ve¢ ranije utvrdeno za udjele bioaktivnih spojeva 1 pigmenata, i
antioksidacijski kapacitet analiziranih 3D ispisanih uzoraka statisticki znacajno ovisi 0 vrsti kao
I udjelu Skrobnog nosaca. Interesantno je primjetiti da unato¢ tome $to su 3D ispisani uzorci na
bazi maginje uz dodatak pSeni¢nog skrobnog nosaca uglavnom imali veée udjele bioaktivnih
spojeva 1 pigmenata, rezultati za antiosidacijski kapacitet pokazali su viSe vrijednosti sa oba

testa u uzorcima uz dodatak kukuruznog skrobnog nosaca.

U uzorcima s manjim udjelom Skrobnog nosaca, i posljedi¢no ve¢im udjelom usitnjene
maginje u smjesi za ispis, DPPH testom dokazan je veci antioksidacijski kapacitet. Dolazi do
pada vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta uz dodatak veceg udjela Skrobnog nosaca u
smjesu za 3D ispis, sa 67,82 + 0,06 mg na 64,97 + 0,06 mg TE/100 g ispisanog uzorka. Ovisnost
antioksidacijskog kapaciteta o udjelu Skrobnog nosaca je ocekivana ako uzmemo u obzir
vrijednosti iz tablice 5 gdje je prikazan utjecaj udjela Skrobnih nosac¢a na sadrzaj bioaktivnih
spojeva u 3D ispisanim uzorcima. Brojna znanstvena istrazivanja dokazala su korelaciju izmedu
visokog sadrzaja bioaktivnih spojeva i visoke antioksidacijske aktivnosti (Zlabur i sur., 2016;
Zayova i sur., 2013), ukazujuci da ¢e se promjene u udjelu bioaktivnih spojeva odraziti na
promjenu antioksidacijskog kapaciteta uzoraka. Takoder, i FRAP vrijednost je znacajno ovisila
o dodanim udjelima Skrobnih nosaca te su najviSe vrijednosti odredene u 3D ispisanim
uzorcima uz dodatak od 6 %. Mogucée je da je uslijed niskih FRAP vrijednosti utvrdenih
analizom, postoji i ve¢a moguénost pogreske promatrajuci korelaciju s parametrima 3D ispisa.
Thaipong i sur. (2006) usporeduju¢i ABTS, DPPH, FRAP i ORAC metode analize
antioksidacijskog kapaciteta zakljucili da je potrebno provoditi barem dva od navedena testa
kako bi osigurali viSu razinu to¢nosti rezultata te odredili njihovu korelaciju i slijedivost. Autori
takoder istiCu vaznost razumijevanja mehanizma svake od pojedninh metoda te odabira

najprikladnijih prije provedbe analiza antioksidacijskog kapaciteta (Thaipong i sur., 2006).
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Tablica 6. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju vrste i udjela $krobnog nosaca te

programa 3D ispisa na antioksidacijski kapacitet

PARAMETAR n DPPH FRAP
Vrsta §krobnog nosaca p=0,03" p=0,05"
Kukuruzni 12 66,40+0,052 1,56+0,022
PSeni¢ni 12 66,24:£0,05 1,50+0,02"
Udio §krobnog nosaca p<0,01" p<0,01"
4 % 8 67,82+0,06° 1,49+0,03°
6 % 8 66,17+0,06" 1,620,032
8 % 8 64,970,06° 1,49+0,03"
Tip 3DP programa p=0,99: p<0,01"
Program 1 12 66,32+0,052 1,58+0,028
Program 2 12 66,320,05° 1,48+0,02°
Prosjecna vrijednost 24 66,32+0,03 1,53+0,02

*Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja + standardna pogreska, Vrijednosti
predstavljene razlic¢itim slovima statisticki su razlicite pri p < 0,05 ; ¥ znacajan faktor u multifaktorskoj analizi; §
nije znacajan faktor u multifaktorskoj analizi, DPPH test (mg TE/100 g ispisanog uzorka) i FRAP test (g TE/100
g ispisanog uzorka) antioksidacijskog kapaciteta; TE — Trolox ekvivalent

Ako se promotri utjcaj tipa programa 3D ispisa, vidljivo je da on ne utjece na vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH testom, za razliku od vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP testom. Obzirom su programom 1 odredene vise
vrijednosti udjela flavonola, kao i svih pigmenata, moguce je da se ovim rezultatom dade
potvrditi doprinos ovih spojeva antioksidacijskom kapacitetu primjenom FRAP metode. Za
podrobnije pojasnjenje svih utvrdenih relacija bilo bi korisno u buduénosti uvrstiti jo§ neku od
metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti, obzirom se svaka od metoda odlikuje

svojstvenim i specifi¢cnim mehanizmom,
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5. ZAKLJUCCI

1. Tehnologija 3D ispisa (3DP) povoljno djeluje na stabilnost analiziranih bioaktivnih
spojeva (ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina, flavonola, flavonoida, monomernih
antocijana i kondenziranih tanina), pigmenata (klorofila a, klorofila b i ukupnih
karotenoida) i antioksidacijskog kapaciteta (DPPH i FRAP) u 3D ispisanim
proizvodima na bazi maginje pri ¢emu je utvrdeno da svi procesni parametri (vrsta
Skrobnog nosaca, udio Skrobnog nosaca te tip 3DP programa) imaju znacéaj utjecaj na

provedbu 3D tiskanja u vidu stabilnosti analiziranih komponenata.

2. Kao jedini znacajan faktor utjecaja na pH vrijednost 3D ispisanih uzoraka izdvojila se
vrsta Skrobnog nosaca, pri cemu su se smjese s kukuruznim Skrobom istaknule viSom
pH vrijednos¢u. Na aktivitet vode (aw) uzoraka dobivenih 3D ispisom nije statisticki
znacajno utjecao tip programa 3D ispisa za razliku od vrste i1 udjela Skrobnog nosaca pri

¢emu je porastom udjela Skrobnog nosaca posljedi¢no doslo do sniZenja aw.

3. U razmatranju utjecaja procesnih parametara 3DP tehnologije utvrdeno je da dodatak
pSenicnog Skroba u usporedbi s kukuruznim, povoljnije djeluje na stabilnost gotovo svih
bioaktivnih spojeva i pigmenata, dok su veéi antioksidacijski kapaciteti odredeni u 3D

ispisanim uzorcima uz dodatak kukuruznog skroba.

4. Nizi udio Skrobnih nosaca (4 % vs, 6 i1 8 %) uglavnom rezultira s ve¢im udjelima

bioaktivnih spojeva, pigmenata i antioksidacijskog kapaciteta (DPPH).

5. Tip 3DP programa znacajno ne utjeCe na stabilnost analiziranih bioaktivnih spojeva,
izuzev flavonola, gdje se tip programa 1 izdvojio kao bolji u usporedbi s programom 2.
Program 1 je takoder rezultirao i vecCom stabilnosti analiziranih pigmenata, ali i

antioksidacijskog kapaciteta (FRAP) u 3D ispisanim uzorcima na bazi maginje.

6. Tehnologija 3D ispisa moze se smatrati obefavaju¢om u razvoju inovativnih i

funkcionalnih proizvoda na bazi maginje.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja DORA BRDAR izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni,

Vlastorucni potpis



