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1. UVOD

Dodaci prehrani sve se vise konzumiraju u svijetu pa tako podaci govore da je svaki drugi
odrasli Amerikanac stariji od 20 godina, konzumirao dodatak prehrani unutar 30 dana od dana
ispitivanja (Kantor i sur., 2016). Od dodataka prehrani, u jednom istraZivanju na velikom broju
americke populacije najkonzumiraniji dodatak prehrani je multivitamin (Radimer i sur., 2004).
U Europskoj uniji, podaci iz 2000 godine prema European Journal of Clinical Nutrition (2009)
govore da je konzumacija dodataka prehrani razliita ovisno o zemlji ¢lanici unije pa se tako
dodaci prehrani najvise konzumiraju u Skandinavskim zemljama, a najmanje u Grckoj (Skeie i
sur., 2009). Takoder veci dio populacije koji konzumiraju dodatke prehrani predstavljaju Zene.
Najdominantniji razlog konzumacije dodataka prehrani medu opom populacijom navodi se
poboljsanje zdravlja te nadopunjavanje nutritivnog unosa u cilju ispunjavanja dnevnih
preporuc¢enih doza nutrijenata koji se zbog nepravilne prehrane ne uspiju unijeti hranom
(Dickinson 1 Mackay, 2014). Vazno je napomenuti da je najzdraviji nain podmirivanja
nutritivnih potreba pravilna prehrana. Na trziStu se nalaze razni dodaci prehrani, vitamini i
jedan zaseban dio se odnosi na ergogena sredstva- dodatke prehrani koji imaju funkciju
poboljsati sportsku izvedbu. Multivitamin je definiran prema autorima kao dodatak prehrani
koji sadrzi tri ili viSe od tri vitamina, a u njega ne moraju nuzno biti dodani minerali (Dickinson
1 Mackay, 2014). Upravo je cilj ovog rada bio istraziti fizikalna 1 kemijska svojstva
multivitaminskog praha s okusom limuna kao i multivitaminskog komprimiranog bombona
takoder s okusom limuna. Analiza prahova takoder je jedan od klju¢nih elemenata ovog
diplomskog rada iako ti podaci ne sudjeluju u kreiranju umjetne neuronske mreze. Za izradu
idealnog modela umjetne neuronske mreze, koja ima svrhu predvidjeti odredene fizikalne 1
kemijske parametre dodataka prehrani nalik ovima ispitivanim u radu, osim brojnih
kemometrijskih metoda provedena je i in-vitro simulacija probave gdje je ispitan
antioksidacijski ucinak, kao jedan od parametara ¢iji su podaci koriSteni za izradu modela
umjetne neuronske mreze. Takoder antioksidacijski u¢inak kroz probavni sustav zanimljiv je sa
zdravstvenog aspekta jer daje odgovore na pitanja o potencijalnom pozitivhom zdravstvenom
ucinku. Kreiranju umjetne neuronske mrezZe prethodila je analiza glavnih komponenti (PCA)
koja je spregnuta s ANN kako bi dobili §to to¢niji model, stoga ovaj rad predstavlja inovativnu
analizu vise razli¢itih varijabli u cilju karakterizacije procesa in-vitro probave multivitaminskih

dodataka prehrani s okusom limuna.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. DODACI PREHRANI

Vrijednost trziSta dodataka prehrani u stalnom je usponu, a zadnji podaci govore o ukupnoj
vrijednosti trzista od 101,38 milijarde USD (Anonymus 1, 2019). Geografski gledano najvece
trziSte dodataka prehrani je Kina, a najvece rastuce trziste je Azija i Pacifik gdje ve¢inom
dominiraju ajurvedski dodaci prehrani. Dodaci prehrani spadaju u Siroki spektar proizvoda, a
cilj im je ocuvati zdravlje, odnosno ostvariti povoljni uc¢inak na zdravlje pojedinca. Prema
definiciji iz vazeéeg pravilnika dodacima prehrani smatraju se pripravci proizvedeni iz
koncentriranih izvora hranjivih tvari ili drugih tvari s hranjivim ili fizioloskim uéinkom koji
imaju svrhu dodatno obogatiti uobicajenu prehranu u cilju odrzavanja zdravlja (Pravilnik,
2013). Pravilnikom su propisani uvjeti u vezi sastava, oznacavanja i stavljanja na trziste te se
ne odnose na lijekove, koji su odredeni svojim zakonom. Hranjive tvari u toj definiciji smatraju
se vitaminima i mineralima, a druge hranjive tvari predstavljaju grupu koje mogu Ciniti
aminokiseline, esencijalne masne kiseline, vlakna i ekstrakti biljnih vrsta, mikroorganizmi,
jestive gljive, alge, pcelinji proizvodi i druge tvari s hranjivim ili fizioloskim u¢inkom
(Pravilnik, 2013). Dodaci prehrani na trziSte se mogu stavljati isklju¢ivo zapakirani 1 to
pojedinacno ili u kombinaciji, a oblici su kapsule, pastile, tablete i slicno gdje je koli¢ina ve¢
dozirana, ili u prahu, granulama, teku¢inama i ostalim oblicima koje se samostalno mora uzeti
u odmjerenim koli¢inama propisanim od strane proizvodaca. 1z svega navedenog zaklju¢ujemo
da dodaci prehrani egzistiraju negdje izmedu hrane 1 lijeka pa vrlo ¢esto dolazi do nesuglasica
kod shvacanja i interpretiranja njihove primjene i ucinkovitosti, a glavni razlog je slabija
regulativa nego §to je to slucaj kod lijekova. Osim dileme o ucinkovitosti na temelju odredenih
znanstvenih spoznaja, drugi problem s kojim se potrosaci nose su kvaliteta i sigurnost, jer
neupitno dolazi do variranja u sastavu izmedu proizvodnih serija, a problem predstavljaju i
moguce kontaminacije. Istrazivanje o konzumaciji dodataka prehrani u Europskoj uniji
provedena je na 36034 ispitanika kroz 5 godina, zavrsetkom 2000. godine, a rezultati pokazuju
da dodatke prehrani vise konzumiraju zene (Skeie 1 sur., 2009). Takoder puno je veca
konzumacija dodataka prehrani u Skandinavskim zemljama npr. Danska (51 % kod muskaraca,
65,8 % kod zena, a dosta niza u Grckoj (2 % kod muskaraca, 6,7 % kod Zena). Konzumacija se
uvelike razlikuje od zemlje do zemlje, a najviSe se konzumiraju vitamini i minerali te njihove

kombinacije (multivitamini s ili bez minerala) (Skeie i sur., 2009). Zanimljivo je da pravilnikom
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nije propisana definicija dodatka prehrani pod nazivom multivitamin, koji se ujedno i najvise
konzumira. Naj¢eS¢a kombinacija dodataka prehrani koji se deklariraju kao multivitamini je od
13 vitamina uz dodatak odredene koli¢ine mineralnih tvari. Zdravstveni sustavi na globalnoj
razini traze nacin kako smanjiti prevalenciju kroni¢nih nezaraznih bolesti i stoga velike nade
polazu u efikasnu strategiju prevencije istih. Malnutricija predstavlja stanje kada ne dolazi do
unosa odgovarajuce koli¢ine nutrijenata te je vrlo ovisna o zdravstvenom stanju pojedinca.
Malnutricija definitivno utjeCe na razvoj bolesti te se procjenjuje da je broj osoba koji ne
zadovoljavaju nutritivni unos za odredeni nutrijent otprilike oko 2 milijarde, od kojih najveci
broj predstavlja nedostatak zeljeza (IFPRI, 2015). Anemija, pogada 43 % djece, 38 % trudnica
129 % zena nereproduktivne dobi (WHO, 2015). Dosta ¢esto malnutricija i nutritivni deficit
nastupa zbog neadekvatne prehrane koja ovisi isklju¢ivo o odabiru pojedinca i ne ovise o
demografskim obiljezjima. Ba$ iz tog razloga brojni pojedinci odlucuju se za konzumaciju
dodataka prehrani na svoju odgovornost zbog toga §to smatraju da se ne hrane adekvatno te da
¢e tako, unosom dodataka prehrani, pozitivno djelovati na svoje zdravlje. Kada u kontekst
stavljamo odredene nutrijente te prevenciju i lijeCenje kroni¢nih nezaraznih bolesti kao $to su
rak, kardiovaskularne bolesti, hipertenzija te druge bolesti poput osteoporoze, rezultati takvih
studija su Cesto oprecni te se toj temi treba pristupiti vrlo oprezno, Sto Cesto nije slucaj u
industriji dodataka prehrani. U ovom radu nece biti previse rijei o dodacima prehrani te
prevenciji 1 lijeCenju bolesti, ali to predstavlja buducnost istraZzivanja u biomedicinskom

podrucju znanosti.

2.2. ANTIOKSIDANSI KAO DODACI PREHRANI

Antioksidansi uglavnom neselektivno djeluju na slobodne radikale te ih neutraliziraju, a samim
time djeluju protektivno na organizam. Mehanizmi kojima oni djeluju su neutralizacija ve¢
postojecih radikala, sprjecavanje nastanka slobodnih radikala, sudjeluju u popravku ostecenja
nastalim slobodnim radikalima te u uklanjanju oste¢enih stanica (Stefan i sur., 2007).
Antioksidacijski mogu djelovati enzimi, vitamini, minerali (selen), glutation, koenzim Q,
polifenoli, urati, bilubirin i transferin te se ve¢ina njih moze na¢i u dodacima prehrani. U ovom
se radu govori o antioksidacijskom u€inku multivitamina stoga ¢e 1 biti rije¢ isklju¢ivo o njima.
Vitamini koji najsnaZnije djeluju antioksidacijski su vitamin C, vitamin E te provitamin
vitamina A; B-karoten. Antioksidacijski u¢inak vitamina C djeluje mehanizmom doniranja

elektrona, vitamin E (a-tokoferol) kidanjem lanca djeluje antioksidacijski, dok [-karoten
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uklanja singletni kisik i slobodne radikale (Sies i sur.,1992; Stefan i sur., 2007). Vitamin C
regenerira vitamin E te mu omogucuje daljnje djelovanje. Kombinacija vitamina u dodacima
prehrani, odnosno multivitamini koji su najce$¢i oblik konzumiranih dodataka prehrani,
posljedica su zelje potrosaca da nadomjeste unos nutrijenata zbog neadekvatne prehrane.
Ucinak konzumacije multivitamina kroz 43 mjeseca testirana je meta-analizom randomiziranih
stoga je vrlo diskutabilno tvrditi da postoje jaki ucinci na poboljSanje zdravlja koji mogu

nadjacati u¢inke drugih faktora koji djeluju na rizik od smrtnosti (Macpherson i sur., 2013).

2.3. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH |
FRAP METODOM

2.3.1. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

DPPH metoda vrlo ¢esto se koristi pri ispitivanju antioksidacijske sposobnosti promatranih
uzoraka. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) je dusikov radikal koji ima ljubicasto obojenje,
komercijalno je dostupan i zbog toga je jedan od najéeSce koriStenih radikala za procjenu
antioksidacijske aktivnosti. Na slici 1. prikazana je ovisnost apsorbancije DPPH pri kemijskoj
reakciji antioksidacije zajedno s kemijskom strukturom. Kada je DPPH radikal otopljen u
metanolu pokazuje visoke vrijednosti apsorbancije na valnoj duljini od 515 nm (515-528 nm),
dok se dodatkom antioksidansa, elektron donora, pri sparivanju elektrona i stabilizaciji radikala
boja mijenja u zutu zbog nastanka hidrazina (Pyrzynska i Pekal, 2013). Mjerenje promjene
apsorbancije pri istoj valnoj duljini nakon vremena inkubacije od 30 minuta usporeduje se u
odnosu na isti u¢inak standardiziranog antioksidansa-reducensa Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2- karboksilne kiseline) koji je analog u vodi topljivog vitamina E. Mjerenje
apsorbancije izvodi se u odnosu na slijepu probu - otopinu 0,094 mM DPPH u metanolu bez
dodatka uzorka. Vrijednost apsorbancije uzoraka se dobivaju nakon oduzimanja izmjerene
apsorbancije od apsorbancije slijepe probe koja pokazuje najvecée vrijednosti apsorbancije jer u
njoj nije doslo do antioksidacijske reakcije te se izrazava kao promjena apsorbancije DPPH
radikala (AA). Nakon mjerenja uzorka konstruira se bazdarni dijagram na temelju mjerenja sa

standardnim koncentracija Trolox-a.
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Slika 1. Ovisnost apsorbancije DPPH pri kemijskoj reakciji antioksidacije zajedno s

kemijskom strukturom DPPH radikala (Anonymous 2, 2019).
2.3.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power — antioksidativna mo¢ redukcije Zeljeza)
metoda zasniva se na redukciji zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) od strane reducensa-antioksidansa pri ¢emu dolazi do promjene obojenja u plavo koje
pokazuje maksimum apsorpcije na valnoj duljini 593 nm (Benzie i Strain, 1996). Na slici 2.
prikazana je ovisnost apsorbancije TPTZ pri kemijskoj reakciji antioksidacije zajedno s
kemijskom strukturom. Prijenos elektrona uzrokuje promjenu kompleksa Fe3* u Fe?* kompleks
koji dovodi do promjene obojenja kompleksa. Do reakcije prijenosa elektrona dolazi jako brzo,
pa je tako vrijeme inkubacije 4 minute $to je ujedno i prednost i nedostatak metode. Mjerenje
apsorbancije se izvodi u odnosu na slijepu probu koja se priprema tako da se umjesto uzorka
doda 50 pL destilirane vode. Svaki uzorak mjeri se u dvije paralele. Od apsorbancije izmjerenih
uzorka oduzima se vrijednost apsorbancije slijepe probe te se izrazava kao promjena
apsorbancije TPTZ radikala (AA). Slijepa proba ima najmanju vrijednost apsorbancije jer nema
antioksidacijske reakcije i ne dolazi do promjene obojenja u plavo. Nakon mjerenja uzoraka

konstruira se bazdarni dijagram na temelju mjerenja sa standardnim uzorcima FeSO4 X 7 H,0.
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Slika 2. Ovisnost apsorbancije TPTZ pri kemijskoj reakciji antioksidacije zajedno s
kemijskom strukturom (Pérez-Cruz i sur., 2018).

2.4. ANALIZA PRAHOVA

Prahovi se uglavnom definiraju kao smjese od pojedinacnih Cestica i strukture manje od 150
pm. Definicija protjecanja prahova prema radu Ilari iz 2002 godine moze se okarakterizirali kao
lako¢a pomicanja Cestica ili nakupine Cestica te njihovo ponaSanje u tom procesu. Tipi¢na
karakterizacija predstavlja odredena fizikalna i1 kemijska svojstva, a osim njih izrazito su vaZzna
svojstva teenja zbog optimizacije procesa prerade. Prahovi zbog svoje velike primjene
zahtijevaju karakterizaciju zbog optimizacije tehnoloSkog procesa, a najces¢i parametri koji se
za to koriste su nasipna gustoca, svojstva tecenja, raspodjela velicine Cestica te mikroskopske
karakteristike prahova (Barbosa-Canovas i sur., 2005). Samo protjecanje ovisi o viSe
parametara, a osim osobine prahova koje utjecu na protjecanje neizostavan je i utjecaj opreme
1 njenih karakteristika (Ilari, 2002, Prescott i Barnum, 2000). Faktori koji utjecu na svojstva
te¢enja prikazani su u Tablici 1. U ovom radu na multivitaminskim prahovima provedeni su
testovi PFSD TEST (eng. Powder Flow Speed Dependency Test- procjena stabilnosti prahova),
test procjene sposobnosti stvaranja ¢vrstog kolaca te QUICK TEST (eng-brzi test).



Tablica 1. Svojstva sipkih (praskastih) materijala (Freeman, 2007, Bobinac, 2009).

1. Fizicka svojstva ¢estica: masa, oblik, raspon veli¢ina, elasti¢nost, tvrdoca, porozitet,

tekstura, uglatost i interakcije medu ¢esticama

2. Faktori okoliSa koji utjecu na svojstva sipkih materijala, sadrzaj vlage i zrak,
vibracije te vanjski pritisak. Ovi faktori utje¢u na fizicku raspodjelu i poredak Cestica
u masi praha.

3. Promjene pojedinih Cestica zbog trenja, kemijskih promjena, elektrostatskih naboja i
aglomeracije.

2.4.1. Nasipna gustoca

Nasipna gustoca prahova ili svakog drugog promatranog materijala jednaka je omjeru mase
suhog materijala i ukupnog volumena materijala, dok je volumen materijala jednak zbroju
volumena ¢vrste tvari, volumena pora i volumena Supljina. O vremenu sabijanja, odnosno broju
vibracija ovisit ¢e nasipna gustoca rastresitog stanja i nasipna gustoca zbijenog stanja (Hausner,
1981). Kod vibracija dolazi do sabijanja praha uzduz vertikalne osi koje uzrokuje istiskivanje
zraka i samo smanjenje volumena praha koja rezultira povecanjem nasipne gustoce (Werner i
sur., 2007a; Werner i sur., 2007b).

2.4.2. Raspodjela veli¢ine ¢estica multvitaminskih zrnaca

Distribucija veli¢ina Cestica parametar je koji se na navedenom uredaju analizira, a metoda se
vr$i mjerenjem laserske difrakcije, odnosno mjeri se kutna varijacija u intenzitetu rasprSene
svjetlosti usred prolaska laserske zrake kroz uzorak (Sennoga i sur., 2012). Mjerenje se provodi
tako da se praskasti uzorci usipaju u kadicu na uredaju koji sitom uzrokuje razbijanje aglomerata
i ujednacava brzinu dotoka praha u jedinicu za mjerenje. Prije samog mjerenja uzorka provodi
se analiza slijepe probe-odnosno analiza Cestica samog zraka koji struji kroz mjernu jedinicu.
Zasicenje laserske zrake potrebno je podesiti na 2-6 % uz provedbu tri paralelna mjerenja kroz
10 sekundi. Dobiveni podaci o difrakciji koriste se za izracun pomocu raCunalne Mie teorije o
rasprSivanju svjetlosti kako bi se okarakterizirala veli¢ina koja dovodi do takvog nacina
rasprSivanja (Fu i1 Sun, 2001). Rezultati raspodjele veliCine Cestica prikazuje se vrijednostima
d(0,5) 1 D[3,2] te rasponu veli¢ina ¢estica u mikrometrima. Parametar d(0,5) oznacava srednji
promjer raspodjele volumena cestica, a izrazava se u mikrometrima. Parametar D[3,2]
predstavlja Sauterov promjer, odnosno povrSinski srednji promjer (Stojanovi¢ 1 Uskokovié,

2010).



2.4.3. Indeks kohezije

Svojstvo kohezivnosti predstavlja afinitet prianjanja cestica i nakupljanja u aglomerate,
nakupine viSe Cestica. Analize su provedene na TA.HD.Plus Texture Analyser uredaju u
kombinaciji s analizatorom te¢enja prahova Powder Flow Analyser-om navedenom u poglavlju
3.1.2 Aparatura i pribor. Rotirajuc¢a ostrica vrsi ispitivanje kretanjem prema gore ili dolje kroz
uzorak uz rotaciju. Kre¢u¢i se dolje mjeri se svojstvo sabijanja, a krecuci se prema gore

najve¢om brzinom od 50 mm s*

vr$i se mjerenje koeficijenta kohezije. Ispituju se svojstva
zbijanja i svojstva kohezije. Koeficijent kohezije prikazan je kao povrsina ispod negativnog
dijela krivulje, a indeks kohezije se izracunava ru¢no: kao kvocijent koeficijenta kohezije i mase
uzorka. Vrijednost koja se koristi za interpretaciju rezultata je apsolutna vrijednost indeksa

kohezije. Kategorizacija svojstva prahova temeljem indeksa kohezije prikazana je u tablici 2.

Tablica 2 . Kategorizacija svojstva prahova temeljem indeksa kohezije (Shah i sur., 2008;
Janjatovi¢, 2011; Benkovi¢ i sur., 2013).

Indeks kohezije Svojstvo teCenja praha

>19 Izrazito kohezivan
16 -19 Vrlo kohezivan
14 -16 Kohezivan
11-14 Lako tece

<11 Slobodno tece

2.4.4. Procjena sposobnosti stvaranja ¢vrstog kolaca

Test je takoder proveden koriste¢i uredaj TA.HD.Plus Texture Analyser-a u kombinaciji s
analizatorom tecenja prahova Powder Flow Analyser-om navedenom u poglavlju 3.1.2
Aparatura i pribor. Sama ostrica prilagodava se visini kolone i nakon toga prolazi kroz kolonu
prema dnu brzinom 20 mm s i sabija prah silom od 750 g. Brzina kretanja ostrice kroz uzorak

na zadanoj sili je 10 mm s-!, a postupak se ponavlja 4 puta. Nakon zadnjeg ciklusa, ostrica



mijenja smjer i reZe prah koji je nakon 5 ciklusa formiran u oblik nalik ,, kolacu “. Uredaj biljezi
promjene visine stupca nakon sabijanja uzorka, a rezultati se spremaju kao prosjec¢na ¢vrstoca

., kolaca* u mjernoj jedinici [g mm] (Abu-Hardan i Hill, 2010).

2.4.5. PFSD TEST (eng. Powder Flow Speed Dependency Test- procjena stabilnosti
prahova)

Svojstva teCenja prahova ovisna su o promjeni brzine tecenja kao jednom od parametara koji
na to svojstvo utjeCe. Test se provodi kako bi se izmjerio rad koji je potrebno svladati da prah
teCe pri razli¢itim brzinama. Test je takoder proveden koriste¢i uredaj TA.HD.Plus Texture
Analyser-a u kombinaciji s analizatorom teenja prahova Powder Flow Analyser-om
navedenom u poglavlju 3.1.2 Aparatura i pribor. Protok se u navedenom testu mijenja
djelovanjem rotirajuce ostrice u dva ciklusa po pet serija. Prva serija provodi se brzinom od
10mm s, dok se sljedece serije izvode brzinama od 20, 50 i 100 mm s, a zadnja dva ciklusa
izvode se brzinom od 10 mm s (Benkovi¢ i Bauman, 2009). Sabijanje praha vrsi se kretanjem
oStrice prema dnu. Vrijednosti koje se biljeZe su pri kretanju oStrice prema dolje je pozitivna
sila, a negativna sila se biljezi pri kretanju gore. Povrsina ispod pozitivnog dijela krivulje sila
izrazava se kao koeficijent sabijanja, suprotno od koeficijenta kohezije, koji se biljezi ispod
negativnog dijela krivulje. Indeks stabilnosti izracunava se tako da se podjeli vrijednost
koeficijenta sabijanja izmjerenih u prvoj seriji ispitivanja na brzini od 10 mm st s vrijednostima
koeficijentom sabijanja zadnje dvije serije pri istoj brzini od 10 mm s? (Benkovi¢ i Bauman,
2009). Ako su vrijednosti indeksa sabijanja razli¢ite od 1 to ukazuje na promjene svojstva praha.
Promjene koje mogu nastupiti su u obliku Cestica ili kristalnoj strukturi, razbijanje Cestica ili

aglomerata. Tumacenje vrijednosti prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Promjene svojstva teCenja prahova ovisno o indeksu sabijanja

(Benkovi¢ i Bauman, 2009).

Indeks . ..
Svojstvo teCenja praha

nema promjena svojstava praha prilikom

1 testiranja
>1 teZe protjecanje praha porastom brzine protoka
<1 lakse protjecanja praha porastom brzine protoka



2.5. PCA (eng. Principal component analysis- analiza glavnih
komponenata)

Analiza glavnih komponenata predstavlja pouzdanu multivarijatnu analiticku metodu koja ima
brojnu primjenu u razli¢itim granama znanosti. Opisana je davne 1901. godine od strane Karla
Pearsona, gdje ju je on primijenio na svega dvije ili tri varijable. Multivarijatna analiza
podrazumijeva istovremeno analiziranje velikog broja varijabli i mjerenja, a njezinom analizom
dobivaju se saznanja o viSestrukim zavisnim i nezavisnim varijablama i njthovom medusobnom
odnosu (Halmi, 2003). Glavna funkcija analize glavnih komponenata je da omogucuje
provedbu kvalitativne analize te podatke grupira ne koriste¢i fizicki model. Drugim rije¢ima
sazima podatke zbog S$to jasnije interpretacije istih. USteda vremena prije detaljnije
kvantitativne analize nekog uzorka ili promatranja nekog procesa jedna je od prednosti PCA
(Jednacak i Novak, 2013). Ono §to je generalna funkcija PCA je to da uocava najznacajnije
odnose medu analiziranim varijablama gdje se brojne varijable svode na odredene faktore,
odnosno komponente, ¢iji je broj manji od broja varijabli te se proces analize pojednostavljuje.
Takoder ono §to se krajnje dobije koriStenjem PCA je regresijska jednadzba koja opisuje
temeljne procese analizom promatranih varijabli ili rezultat testiranja hipoteze o njihovoj
prirodi. Kada matematicki sagledamo, PCA daje linearne kombinacije analiziranih varijabli
koja se svodi na faktor. Faktor je linearna kombinacija intenziteta odredenog svojstva
analiziranog uzorka koji predstavlja odredenu i relativhu vaznost za taj model (Valinger i sur.,
2017). Dobiveni faktori zbrajaju obrasce korelacija u analiziranoj matrici korelacija te daju
moguénost, odredene efikasnosti, reprodukcije analizirane korelacijske matrice (Jolliffe, 2002).
Grupacija uzoraka u glavne komponente i opisivanje njihova odnosa temelj su metode. Takoder
sama metoda omogucuje graficki prikaz odnosa uzoraka, gdje ¢e se uzorci koji su medusobno
sliéni grupirati zajedno, dok ¢e se udaljenost uzoraka odnosno objekata povecavati s njihovom
razliCitosti. Graficki prikaz predstavlja pozicioniranje uzoraka u kvadrante ili u 3D prostoru kao
Sto je primjerom prikazano na slici 3. Za kvalitetnu PCA od iznimne je vaznosti jaka korelacija
medu varijablama koja moze biti ili pozitivna ili negativna (Jolliffe, 2002.) Takoder, za
kvalitetno provodenje PCA dovoljno je uzeti u obzir dvije ili tri komponente, odnosno faktora,
a ostali se mogu zanemariti. Tako se analiziranje podataka pojednostavljuje, a gubitak podataka
je zanemariv. Prva glavna komponenta, odnosno faktor, ukljucuje najveci dio ukupne varijance

te svaka druga predstavlja najveci dio preostale varijance.
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Slika 3. Primjer prikaza rezultata dobivenih PCA (eng. Principal component analysis- analiza

glavnih komponenata) u 3D i 2D obliku (Anonymous 3, 2019).

2.6. ANN (eng. Artificial neural networks - umjetne neuronske mreZe)

Umjetne neuronske mreze predstavljaju metodu umjetne inteligencije, odnosno alat koji se
koristi matematickim algoritmom bi se prevladala nelinearnost. ANN su nastale kao pokusaj
modeliranja sustava koji bi Sto viSe nalikovao na ljudski neuron, odnosno mreZa oponasa
funkciju ljudskog mozga. Umjetna neuronska mreza ima sposobnost ucenja iz primjera i
iskustva, kao i ljudski mozak te tako ima sposobnost izvesti razne kompleksne nelinearne
funkcije, koje bi se vjerojatno uz veliki napor matematicki opisati. One se takoder
samoprilagodavaju 1 samoorganiziraju $to je takoder zajedni¢ko bioloSkim neuronima. Mrezna
arhitektura umjetne neuronske mreZe sastoji se od neurona, odnosno &vorova. Cvorove dijelimo
u tri sloja, "ulazni sloj", "skriveni sloj" 1 "izlazni sloj" svaki sa svojom specificnom funkcijom
u mrezi te su shematski prikazani na slici 4. Sloj ulaza podataka, odnosno sloj preko kojeg se
podaci Salju prema mrezi predstavlja "ulazni sloj" i to mu je osnovna funkcija. On prihvaca
ulazne signale iz okoline i prijenos te signale na sve neurone skrivenog sloja. Slojevi s
odgovorima, ili jednim odgovorom, ovisno o broju kvantificiranih parametara, nalaze se s druge
strane i nazivaju se "izlazni sloj". Izmedu njih se nalazi "skriveni sloj" koji se razlikuje po broju
¢vorova ovisno o prirodi problema kojeg opisuje. Skriveni sloj ne prikazuje, odnosno skriva
svoj najbolji izlaz te se ne mogu promatrati kroz ulazno/ izlazno ponasanje mreze. Za obuku

viSeslojne mreZe napajanja naprijed, od svih umjetnih neuronskih mreZa, najéeS¢e se koristi
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nadgledni algoritam za Sirenje unatrag. Neto pogreSka izraCunava se u fazi napajanja na
ulaznom uzorku, a zatim se ta izraCunata pogreSka koristi mijenjanjem vrijednosti tezine u
smjeru unatrag kroz skrivene slojeve. Vrijeme treninga skracuje se smanjenjem broja ulaznih
neurona te tako omogucuje odredivanje vise mreznih rjeSenja u jedinici vremena $to je pozeljno
(Dou i sur. 2005). Analiza glavnih komponenti (PCA) Cesto se koriste kao ulazi ANN, umjesto
izvornih podataka ¢ime se smanjuje broj ulaznih ¢vorova, a samim time i vrijeme treninga.
Takve mreze nazivamo PC-ANN, a prednost im je to §to se iskljucuju slucajne pogreske
uporabom PCA kao ulaznih komponenata. ANN predstavljaju snazan alat koji ima brojnu
primjedbu, ali neki od nedostataka su dugo trajanje vremena obuke, mukotrpna i kompleksna
interpretacija te snazna ovisnost prediktivnih svojstava ANN o topologiji mreZe i parametrima
ucenja. Kako bi se taj problem minimalizirao, kao ulazne varijable koriste se faktori dobiveni
PCA. Metoda PC-ANN koristena u ovom radu solidan je odabir za §to uc¢inkovitije modeliranje

ne-linearnih sustava (Dou i sur. 2005).
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Slika 4. Pojednostavljeni prikaz modela umjetne neuronske mreze.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Multivitaminska zrnca, dodatak prehrani sa Sec¢erom i sladilima s okusom limuna,
limete te limuna i bazge

Multivitaminska zrnca, dodatak prehrani sa sladilima, bez Se¢era s okusom limuna
Multivitaminski komprimirani bomboni, dodatak prehrani sa Se¢erom i sladilima s

okusom limuna

3.1.1. Otapala i reagensi

Sljedeca otapala i reagensi su koristeni u eksperimentalnom radu:

Destilirana voda
Dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPOs) (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
Metanol HPLC grade (J.T.Baker, Amsterdam, Nizozemska)

Natrijev acetat-trihidrat (CH3COONa x 3H20) (J.T.Baker, Amsterdam,

Nizozemska)
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (SigmaAldrich, Darmstadt, Njemacka)
Etanol (Kefo d.o.0., Ljubljana, Slovenija)

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox,C14H1804)
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

Klorovodic¢na kiselina (HCI), 0,01 mol Lt (CARLO ERBA Reagents S.A.S.,
Paris, Francuska)

Koncentrirana octena kiselina (CHsCOOH), T.T.T.d.o.0., Sveta Nedjelja,

Hrvatska
o amilaza (SigmaAldrich, St. Louis , Sjedinjene Americke Drzave)

Natrijev klorid (NaCl) (SigmaAldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke

Drzave)

Pepsin (Fisher Scientific UK, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo)
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Pankreatin (SigmaAldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)

Zeljezo (11)-sulfat-heptahidrat (FeSO4 x 7 H,0) (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Njemacka)

Zucne soli (SigmaAldrich, Auckland, Novi Zeland)

3.1.2 Aparatura i pribor

Sljedece aparature i pribor koristeni su u eksperimentalnom radu:

Aparatura:

Analiticka vaga (Sartorius TE214-SOCE, Gottingen, Njemacka)

Analizator te¢enja prahova (Powder Flow Analyser, Stable Micro
Systems, London, Velika Britanija)

Analizator veli¢ine Cestica (Malvern Mastersizer 2000, Malvern, Velika Britanija)
Aparatura za vakuum filtraciju (Rocker 300 — LF 30, New Taipei City, Taiwan)
Centrifuga (Hettich EBA 8, Fohrenstr, Svicarska)

Eksikator (Normax, Marinha Grande, Portugal)

Konduktometar (SevenCompact, MettlerToledo, Greifensee, Svicarska)
Laboratorijski susionik (InkoLab ST60T, Zagreb, Hrvatska)

Magnetska mjeSalica ( Heidolph Instruments, Schwabach, Njemacka)

NIR spektrometar (NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um Control Development inc.,
Philadelphia, SAD)

pH metar (Jenco 601A, Dallas, SAD)

Potenciometar (SevenCompact, MettlerToledo, Greifensee, Svicarska)
Refraktometar ABBE, 2WAJ (Bluewave Industry Co.,Ltd., Shanghai, Kina)
Spektrofotometar (Biochrom Libra S11, London, Engleska)

Racunalni program Statistica 10 (StatSoft, Round Rock, United States)

Termometar (UNI-T UT33C digitalni multimetar, £.6dz, Poljska)

14



Pribor:

Uljna kupelj (IKA HBR4 digital, IKA-Werke, Diisseldorf, Njemacka)

Vibracioni volumetar (laboratorijska izrada)

Vorteks (BiosanVortex V1 Pus, Riga, Latvija)

Aluminijske posudice s poklopcem
Eppendorf kivete

Falkon kivete 15 ml

Filter papir od celuloze (veli¢ina pora 20 pum)
Kiveta od kvarcnog stakla

Menzura volumena 250 mL

Metalna $patulica

Mikropipete volumena 100 pL i 500 pL
Mikrofilteri CA 0,20 um (LLG Labware, Njemacka)

Odmjerna tikvica volumena 100 mL i 200 mL
Pasteur pipeta

Pipete volumena 5 mL i 10 mL

Staklene ¢ase volumena 100 mL, 200 mL i 500 mL
Staklene epruvete

Staklene pipete volumena 10 mL

Stakleni ljevak

Stalak za epruvete

Sprica
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3.2. METODE

3.2.1. Fizikalna svojstva pocetnih uzoraka i otopina

3.2.1.1. Nasipna gustoc¢a

Analiza nasipne gusto¢e uzoraka multivitaminskih prahova u ovom radu provodila se na nacin
da se uzorak usipao u menzuru ukupnog volumena 250 mL do odredenog volumena koji se
evidentira, u nasem slucaju otprilike do 100 mL te se prah izvaze. Na vibracionom volumetru
laboratorijske izrade fiksira se menzura te se provodi ciklus od 10 vibracija u 4 sekunde (s)
zatim drugi ciklus od 100 vibracija unutar 20 sekundi uz koje se biljezi volumen. Postupak se
provodi u 2 paralelna mjerenja. Vrijednosti nasipne gustoc¢e izrazavaju se u mjernoj jedinici g

mL* nakon 0 (0s), 10 (4 s) i 100 (20 s) broja vibracija.

3.2.1.2. Raspodjela velicine Cestica multvitaminskih zrnaca

Mjerenje raspodjele veli¢ine Cestica provodi se na uredaju Analizator velicine Ccestica
Mastersizer 2000 uz pripadajucu jedinicu za suhu disperziju Scirocco 2000 (Malvern, Velika
Britanija) na kojem se provodila analiza multivitaminskih prahova. Rezultati raspodjele veli¢ine

Cestica prikazuje se vrijednostima d(0,5) i D[3,2] te rasponu veliina ¢estica u mikrometrima

3.2.1.3. Sadrzaj vlage i suhe tvari multivitaminskih zrnaca i bombona

Postupak se provodi odvagom (priblizno 3 g) praha multivitaminskih zrnaca te dva jednaka
multivitaminska bombona u aluminijsku posudicu s poklopcem. Proces susenja se provodi u
trajanju od 3 sata pri temperaturi od 105 °C uz otvorene posudice i pripadajuée poklopce. Nakon
suSenja, posudice se poklope 1 premjestaju u eksikator na hladenje. Nakon hladenja, zatvorene
posudice s uzorcima na sobnoj temperature, vazu se te se prema tablici 4 izraCunava udio vode
1 sadrzaj suhe tvari uzoraka. Nizak sadrzaj vlage povezan je sa produljenjem trajnosti proizvoda,
ali i s ekonomskom isplativosti skladistenja i transporta. Sadrzaj vlage i suhe tvari izrazava se

kao postotak.
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Tablica 4. Postupak izra¢una suhe tvari.

(1

[2] % suhe tvari = 100 — % vode
a — masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

b — masa posudice s uzorkom poslije susenja (g)

m — masa uzorka (g)

3.2.1.4 Elektricna vodljivost i ukupne otopljene tvari

Elektri¢na vodljivosti i ukupne otopljene tvari pripremljenih uzoraka prije, tijekom i nakon
procesa probave izmjerene su konduktometrom navedenom u poglavlju 3.1.2 (Aparatura i
pribor) u tri paralelna mjerenja. Rezultati su prikazani kao elektri¢na provodnost u mjernim
jedinicama pS cm™ i mS cm™ te kao TDS (eng. Total dissolved solids- ukupne otopljene tvari)
u mjernoj jedinici mg L i g L%, Elektri¢na vodljivost predstavlja sposobnost tvari da provodi
elektri¢nu energiju, dok ukupne otopljene tvari pripadaju gravimetriji i proporcionalno ovise o
elektri¢noj vodljivosti otopina jer su otopljene tvari uglavnom ioni koji provode elektri¢nu

energiju.

3.2.1.5. Priprema pocetnih uzoraka

Pocetni uzorci za analize pripremljeni su otapanjem odredene mase multivitaminskih

dodataka prehrani u vodi prema tablici 5

Tablica 5. Priprema pocetnih uzoraka: oznacava odgovarajucu koli¢inu dodataka prehrani
otopljenom u odgovaraju¢oj koli¢ini vode prema preporukama proizvodaca s deklaracije
proizvoda.

Masa uzoraka Volumen vode u

multivitaminskog | kojem je dodatak

Uzorak multivitaminskog dodatka prehrani

dodatka prehrani otopljen
prehrani (g) (mL)

broj 1 multivitaminski prah s okusom limuna 0,3800 5

broj 2 multivitaminski prah s okusom limete 0,3800 5

broj 3 multivitaminski prah s okusom limuna i 0,3800 5

bazge

broj 4 multivitaminski prah s okusom limuna 0,0550 10

bez Seéera

broj 5 multivitaminski bombon s okusom limuna 1,3666 5

17



3.2.2. Analiza multivitaminskih prahova

3.2.2.1. Indeks kohezije

Analize su provedene na TA.HD.Plus Texture Analyser uredaju u kombinaciji s analizatorom
tecenja prahova Powder Flow Analyser-om navedenom u poglavlju 3.1.2 Aparatura i pribor.
Multivitaminska zrnca se prenesu u posudu za mjerenje volumena otprilike oko 160 mL uz
prethodno vaganje. Uzorak se fiksira na predvideno mjesto te se pokrene protokol za QUICK

TEST. Rezultati ispitivanja pohranjuju se u Excel datoteci generiranoj iz programa uredaja.

3.2.2.2. Procjena sposobnosti stvaranja ¢vrstog kolaca

Multivitaminska zrnca se prenesu u posudu za mjerenje volumena otprilike oko 160 mL uz
vaganje. Uzorak se fiksira na predvideno mjesto te se pokrene protokol za CAKING TEST.
Postupak mjerenja sastoji se od pocetna dva ciklusa kondicioniranja. Rezultati ispitivanja

pohranjuju se takoder u Excel datoteci generiranoj iz programa uredaja.

3.2.2.3. PFSD TEST (eng. Powder Flow Speed Dependency Test- procjena stabilnosti
prahova)

Multivitaminska zrnca se prenesu u posudu za mjerenje volumena otprilike oko 160 mL uz
vaganje. Uzorak se fiksira na predvideno mjesto te se pokrene protokol za PFSD TEST.

Rezultati ispitivanja pohranjuju se takoder u Excel datoteci generiranoj iz programa uredaja.

3.2.3. Kemijska svojstva pocetnih uzoraka i otopina te in-vitro simulacija probave
multivitaminskih dodataka prehrani

Pocetni startni uzorci otopljeni su prema preporu¢enom nacinu konzumacije od strane
proizvodaca, preracunato na volumen od 5 ili 10 mL vode kao $to se vidi u tablici 5. Dodatak
prehrani u obliku bombona takoder je otopljen u 5 mL vode na sobnoj temperaturi. Tako
pripremljeni uzorci analizirani su metodama navedenim u radu, takoder analizirani su 1 uzorci
pohranjeni tijekom i nakon procesa in-vitro probave. Svi uzorci, izuzev multivitaminskog praha

s okusom limuna bez Secera, koji je pripremljen prema uputama i preracunati na volumen od

18



10 mL, pripremljeni su na volumen od 5 mL te su kao tako pripremljeni uzorci bili podvrgnuti

u proces in-vitro probave.

3.2.3.1. Udio secera

Udio Secera u pohranjenim uzorcima mjerio se na refraktometru ABBE, 2WAJ navedenom u
poglavlju 3.1.2 Aparatura i pribor u dva paralelna mjerenja. Biljezile su se vrijednosti stupnja
Brix-a te indeksa refrakcije. Stupanj Brix-a odgovara koli¢ini od 1 g disaharida saharoze
otopljenom u 100 g otopine, dok je za indeks refrakcije potrebno kreirati bazdarni dijagram

kako bi se koncentracija Se¢era mogla izracunati.

3.2.3.2. In-vitro simulacija probavnog sustava

Pocetak probave pocinje u ustima pa je tako najprije za probavu potrebno podesiti uvjete koji
prevladavaju u ustima. Prvo se 40 mg a-amilaze otopi u 40 mL fosfatnog pufera te se dodaju
soli da koncentracija otopine bude 0,04 % NaCl-a i 0,004 % CaCl,. Otopina se zagrije na 37 °C
u kupelji te se u nju dodaje 4 mL prethodno pripremljenih uzorakia dodataka prehrani (prah ili
bomboni). Inkubacija traje 5 minuta. Volumen uzorka od 2 mL potrebno je zatim ohladiti i
pohraniti. Nakon procesa u ustima potrebno je podesiti uvjete u zelucu. Smjesa uzorka
zakiseljava se na vrijednosti pH = 2 dodaju¢i koncentriranu HCI. U smjesu uzorka se zatim
doda otopljen pepsin. Otopina pepsina se prireduje tako da se 60 mg enzima pepsina otopi u 4
mL 0,01 mol L HCI. Inkubacija traje 2 sata takoder pri fizioloskoj temperaturi od 37 °C.
Volumen uzorka od 2 mL potrebno je zatim ohladiti 1 pohraniti. Nakon Zeluca potrebno je
podesiti uvjete za probavu u tankom crijevu djelovanjem enzima iz guSterace. Uzorak se nakon
inkubacije i probave u Zelucu neutralizira s NaHCOs na pH = 6,5. U smjesu uzorka se zatim
doda otopina pankreatina pripremljenoj tako da se 0,08 grama pankreatina otopi u 10 mL
fosfatnog pufera te suspenzije zu¢nih soli pripremljenoj tako da se 0,5 g zu¢nih soli u 10 mL
fosfatnog pufera. Inkubacija takoder traje 2 sata pri 37 °C. Nakon inkubacije uzima se 2 mL
uzorka. Svaki pohranjeni uzorak potrebno je ohladiti te filtrirati kroz mikro filtere. Na uzorcima
se provode analize antioksidacijske aktivnosti DPPH i FRAP metodom, mjerenje elektricne
vodljivosti, ukupnih otopljenih tvari te se mjeri udio Secera. Prije analize antioksidacijske
aktivnosti DPPH i FRAP uzorci su razrijedeni 5 ili 10 puta zbog podesavanja adekvatnog

raspona koncentracije za navedene metode, kao $to je navedeno u tablici 6.
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Tablica 6 . Razrjedenje uzorka prije mjerenja antioksidacijske aktivnosti.

Uzorak multivitaminskog dodatka Razrjedenje
prehrani

broj 1 multivitaminski prah s okusom 10
limuna

broj 2 multivitaminski prah s okusom 10
limete

broj 3 multivitaminski prah s okusom 5
limuna i bazge

broj 4 multivitaminski prah s okusom 10
limuna bez Secera

broj 5 multivitaminski bombon s 5

okusom limuna

3.2.3.3 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Postupak se izvodi pripremom 0,094 mM otopine DPPH u metanolu. Odredivanje
antioksidacijske aktivnosti provedeno je na prethodno pripremljenim uzorcima pohranjenim
prije, tijekom i nakon procesa probave, a uzorci su se prije mjerenja antioksidacijske aktivnosti
DPPH metodom razrijedili 5 ili 10 puta kao $to se vidi u tablici 6. U 3,9 mL tako pripremljene
otopine doda se 100 uL ispitivanog uzorka te vrijeme inkubacije traje 30 minuta, a reakcija se
odvija u mraku. Svaki uzorak mjeri se u dvije paralele. Bazdarni dijagram prikazan je na Slici
5. Vrijednosti promjene apsorbancije uzoraka (AA) preraunavaju se na temelju jednadZzbe
bazdarnog dijagrama na slici 5 u vrijednosti standardizirane koncentracije mmol L™ Trolox
ekvivalenta, a izrazavaju se kao maseni udjel (ug g™ uzorka) ekvivalenta Troloxa, kao molarni
udjel (mmol g%) ili kao samu koncentraciju mmol L Trolox ekvivalenta. Apsorbancija se mjeri

na spektrofotometru navedenom u poglavlju 3.1.2 Aparatura i pribor.
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Slika 5. Bazdarni dijagram za odredivanje antioksidacijske aktivnosti (DPPH).

3.2.3.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti provedeno je na pripremljenim uzorcima prije, tijekom
i nakon procesa probave, a pohranjeni uzorci su se prije mjerenja antioksidacijske aktivnosti
FRAP metodom razrijedili 5 ili 10 puta kao Sto je prikazano u tablici 6. Postupak se izvodi
pripremom FRAP reagensa za kojeg je potrebno prirediti acetatni pufer koncentracije 300 mmol
1,10 mmol L otopinu 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) te 20 mmol L vodenu otopinu
zeljezo(IIT)-klorid-heksahidrata (FeClsx6 H20). FRAP reagens priprema se mijeSanjem 25 mL
acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ-ai 2,5 mL FeClz x 6 H20, u omjeru 10:1:1. U kiveti se pomijeSa
950 uL FRAP reagensa 1 50 uzorka te se to¢no nakon 4 minute inkubacije mjeri apsorbancija
pri valnoj duljini od 593 nm. Nakon mjerenja uzoraka konstruira se bazdarni dijagram na
temelju mjerenja sa standardnim uzorcima FeSO4 x 7 H20 koncentracija 0; 0,025; 0,05; 0,1,
0,25;0,5;0,75i 1 mmol L. Vrijednosti (AA) prera¢unavaju se na temelju jednadzbe bazdarnog
dijagrama na slici 6, a izrazavaju se kao molarni mmol g? ili maseni udio pg g uzorka
ekvivalenta FeSO4 x 7 H20. Apsorbancija se mjeri na spektrofotometru u navedenom poglavlju
3.1.2 Aparatura i pribor.
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Slika 6. Bazdarni dijagram za odredivanje antioksidacijske aktivnosti (FRAP).

3.2.3.5. Blisko infracrvena spektroskopija (NIRS) i ultraljubicasta-vidljiva (UV-VIS)
spektroskopija

NIR (eng. Near-Infrared Spectroscopy - bliskoinfracrvena spektroskopija) mjeri vrijednosti
apsorbancije elektromagnetske energije uzorka u rasponu valnih duljina od 800 do 2500 nm,
odnosno od 12 500 do 4000 cm?. Vrijednosti apsorbancije rezultat su rastezanja O—H, C—H,
i N—H veza (Kradjel, 1991). Ultraljubicasta-vidljiva (UV-VIS) spektrospektroskopija analizira
vrijednosti apsorbancije na valnim duljinama od 200-800 nm, a ovisi o elektronskim prijelazima
molekula za odredenu vrstu veze u molekuli. Postupak snimanja NIRS i UV-VIS spektara
provodi se na NIR spektrometru te UV/VIS spektrofotometru koji su prikazani u navedenom
poglavlju 3.1.2 Aparatura i pribor. Snimanje je provedeno na pripremljenim uzorcima prije,
tijekom i nakon procesa in-vitro probave. Uzorak se prebacuje u kvarcnu kivetu te se mjeri na
NIR-u u tri paralelna mjerenja, a na UV-VIS spektrofotometru u dva paralelna mjerenja. Pocetni
startni uzorci otopljeni su prema preporucenom nacinu konzumacije od strane proizvodaca,
preracunato na volumen od 5 ili 10 mL vode. Tako pripremljeni uzorci analizirani su metodama
navedenim u radu. Takoder analizirani su i uzorci pohranjeni tijekom i nakon procesa in-vitro
probave. Dobiveni spektralni podaci dalje se obraduju kompjuterski pomocu PCA analize te

umjetnih neuronskih mreza u programu Statistica 10.0 (StatSoft, Round Rock, SAD).
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3.2.4. Statisticka obrada podataka: PCA (eng. Principal component analysis- analiza
glavnih komponenata) i ANN (eng. Artificial neural networks-umjetne neuronske

mreze)

Podaci dobiveni NIR i UV-VIS spektroskopijom statisticki su obradeni metodama PCA (eng.
Principal component analysis - analiza glavnih komponenata) i ANN (eng. Artificial neural
networks - umjetne neuronske mreze). U ovom radu svrha PCA je brojne podatke o fizikalnim
i kemijskim svojstvima koji predstavljaju brojne varijable svesti na nekoliko glavnih
komponenti ili faktora tj. u ovom radu na njih 10. Navedeni faktori koriste se kako bi graficki
predocila razliCitost i slicnost uzoraka na temelju podataka dobivenih brojnim mjerenjima te za
daljnje koriStenje u kreiranju ANN. Za kreiranje ANN odabrani su pocetne uvjete razvijanja
mreze s 4-13 neurona u skrivenom sloju. Za ulazne varijable neuronske mreze u ovom radu
koriSteno je 10 faktora dobivenih analizom glavnih komponenata. Navedeni faktori
predstavljaju 99,99 % varijabilnosti provjerenih nakon analize glavnih komponenata. 1zlazne
varijable ANN predstavljaju podaci dobiveni mjerenjem fizikalnih svojstava: TDS-a,
vodljivosti te kemijskih svojstava: udjela Secera, antioksidacijske aktivnosti dobiveni FRAP i
DPPH metodama. Omjeri uéenja, testa i validacije ANN provedeni su u omjeru 60:20:20 te
70:15:15, a parametri ,,networks to train®, ,,networks to retrain® i ,;seed for sampling*
postavljeni suna 500, 200 1 1000. Modeli ANN koriSteni su za predvidanje fizikalnih svojstava
uzoraka multivitaminskih dodataka prehrani: TDS-a, vodljivosti te kemijskih svojstava: udjela
Secera, te antioksidacijske aktivnosti za metode FRAP i DPPH. PCA. Prilikom kreiranja ANN
modela koristen je program Statistica 10.0 (StatSoft, Round Rock, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedene su analize fizikalnih i kemijskih svojstava multivitaminskih dodataka
prehrani u obliku prahova i bombona s okusom limuna te probavljivost tih pripravaka tijekom
in vitro simulacije probave. Zbog samih dodataka prehrani koji sadrze brojne vitamine s
antioksidacijskim aktivnostima u znacajnim koliinama, interes za provjeru potencijalnih
teoretskih uc¢inaka jedan je od ciljeva ovog rada. Takoder brojne kemijske i fizikalne analize na
dodacima prehrani provedene su u cilju same analize navedenih uzoraka za evaluaciji samih
proizvoda. Vrlo vazan dio ovog rada je i analiza prahova na suvremenom uredaju koji donosi
iznimno vazne podatke bez ¢ije primjene industrijska proizvodnja istih ne bi bila moguca. Stoga
ovaj rad ima i tu svrhu, analize svojstava prahova standardnim i usporedivim testovima te
potencijalno koristenje tih podataka u kreiranju novih dodataka prehrani jednake ili bolje
kvalitete. Takoder navedene analize koristene su s ciljem kreiranja umjetnih neuronskih mreza
koje ¢e posluziti kao alat za predvidanje fizikalnih i kemijskih parametara nekih buduéih sli¢nih
dodataka prehrani. Za bolje uocavanje razlika uzoraka, kao i uo€avanja razlika u procesu prije,
tijekom i nakon procesa probave provedena je i analiza glavnih komponenata koja je nuzna za

kreiranje adekvatne umjetne neuronske mreze
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4.1. Fizikalna svojstva pocetnih uzoraka i otopina

4.1.1. Nasipna gustoca

U tablici 7 prikazani su rezultati nasipne gustoce uzoraka multivitaminskih prahova nakon 0,
10 i 100 udaraca.

Tablica 7. Nasipna gusto¢a multivitaminskih prahova s okusom limuna

prikazana kao srednja vrijednost = SD (n = 2) nakon 0, 10 i 100 udaraca.

.. . océetna nasipna nasipna gustoca nasipna gustoca
Uzorak multivitaminskog p P pila g pha g

praha

gustoéa (gmL™) | (g mL?) nakon 10 | (g mL?) nakon 100
nakon 0 udaraca udaraca udaraca

broj 1 multivitaminski
prah s okusom limuna 0,627 + 0,006 0,667 + 0,007 0,696 + 0,007

broj 2 multivitaminski
prah s okusom limete 0,619 + 0,010 0,656 + 0,011 0,683 = 0,002

broj 3 multivitaminski

prah s okusom limuna i 0,613 + 0,008 0,639 + 0,007 0,683 + 0,009
bazge

broj 4 multivitaminski

prah s okusom limunabez 07170031 0,759 + 0,012 0,782+ 0,013
secera

Iz tablice 7 vidljivo je da je doslo do povecanja nasipne gusto¢e nakon 100 udaraca §to je i
oc¢ekivano kod prahova. Takvo ponasanje opisano je i u literaturi (Hausner, 1981; Werner i sur.,
2007a; Werner i sur., 2007b). Najvece povecanje gustoce primijec¢eno je kod uzorka broj 3 s
0,613 na 0,683 g mL™, dok je najmanje poveéanje zabiljezeno kod uzorka broj 2 s 0,619 na
tehnoloskim procesima kao §to je pakiranje, skladistenje i transport. Stoga mozemo zakljuciti
da gledaju¢i isklju¢ivo samo nasipnu gustocu, najbolju kvalitetu praha prikazuje granulirani
multivitaminski prah s okusom limete, a najloSiju multivitaminski prah s okusom bazge i
limuna. U uvjetima proizvodnje proizvoda koji su pod visokom kontrolom moguce je podesiti
proizvodni proces na uvjete koji ¢e rezultirati Zeljenim parametrima veli¢ine Cestica 1 nasipne

gustoce, a samim time i dobrim svojstvima tecenja (Benkovi¢ i sur., 2015).
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4.1.2. Raspodjela veli¢ina Cestica

Tablica 8. Raspodjela veli¢ine Cestica multivitaminskih prahova s okusom limuna prikazana

kao srednja vrijednost + SD (n = 3).

Uzorak
multivitaminskog d (0,5) (um) D [3, 2] (um) Raspon (um)
praha

broj 1

multivitaminski prah 209,674 + 4,728 106,302 + 1,949 2,246 + 0,097
s okusom limuna

broj 2

multivitaminski prah 322,511 £78,231 173,513 + 38,877 2,273 +0,273
s okusom limete

broj 3

multivitaminski prah

! . 261,580 £ 17,724 160,810 + 9,170 2302+ 0,076
s okusom limuna i

bazge

broj 4

multivitaminski prah 575 239 4 g 929 106,503 + 3,553 1,863 + 0,015

s okusom limuna bez
Secera

Raspodjela veli¢ine Cestica prikazana je u tablici 8 te se karakterizira pomocu parametara d
(0,5), D [3,2] i raspona raspodjele. Promatraju¢i samo vrijednost d (0,5) koja govori o srednjem
promjeru Cestica moZemo zakljuciti da najvecu srednju vrijednost promjera u mikrometrima
ima uzorak broj 2, multivitaminski prah s okusom limete i iznosi 322,511 um, dok suprotno,
najmanji promjer pokazuje uzorak broj 1, multivitaminski prah s okusom limuna i iznosi
209,674 pm. Prema literaturnom navodu veliine Cestica oko 200 um pokazuju pozeljna
svojstva te¢enja prahova te tako mozemo zakljuciti da najpozeljniju veli¢inu Cestica pokazuje
uzorak 1 (Barbosa-Canovas, 2005). Kada promatramo samo parametar D [3,2] iz tablice
mozemo zakljuciti da je najvec¢i Sauterov promjer ima takoder uzorak 2, multivitaminski prah
s okusom limete i iznosi 173,513 um, dok je najmanji primije¢en kod takoder kod uzorka broja
1, multivitaminskog prah s okusom limuna i iznosi 106,302 um. Zadnji parametar, raspon,
pokazuje najmanje vrijednosti kod uzorka broj 4. multivitaminski prah bez Secera s okusom
limuna 1 iznosi 1,863 pm, dok je najveca vrijednost zabiljeZzena kod uzorka broj 1,
multivitaminskog prah s okusom limuna i iznosi 2,246 pm. Raspon veli¢ina Cestica veci je od
vecine Cesto konzumiranih prehrambenih prahova, a to je vjerojatno posljedica nejednolike

aglomeracije Cestica (Benkovi¢ i sur., 2013).
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4.1.3. Sadrzaj vlage i suhe tvari

Tablica 9. Sadrzaj vlage i suhe tvari multivitaminskih prahova i bombona s okusom limuna

prikazani kao srednja vrijednost = SD (n = 3).

Uzorak multivitaminskog praha

broj 1 multivitaminski prah s
okusom limuna

broj 2 multivitaminski prah s
okusom limete

broj 3 multivitaminski prah s
okusom limuna i bazge

broj 4 multivitaminski prah s
okusom limuna bez $ecera

broj 5 multivitaminski bombon s
okusom limuna

99,163 £ 0,144

98,416 + 0,362

99,368 + 0,149

98,408 + 0,331

96,371 + 0,328

Udjeli suhe tvari u uzorcima prikazani su u tablici 8. Uo¢ljivo je da je udio suhe tvari u visokom

rasponu, veéi od 98 % kod svih multivitaminskih prahova, dok je manji kod multivitaminskog

bombona gdje iznosi 96,371 %. U svim uzorcima udio suhe tvari veci je od 10 % Sto je u skladu

sa pravilnom proizvodnjom prehrambenih prahova ili njihovih komprimata. Na nutritivnim

deklaracijama uzoraka moZe se vidjeti da vecinu suhe tvari ¢ine Seceri.
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4.1.4. Elektri¢na vodljivost i ukupne otopljene tvari

Tablica 10. Elektri¢na vodljivost multivitaminskih prahova i bombona s okusom limuna prikazani
kao srednja vrijednost £ SD (n = 2). Uzorci su analizirani prije, tijekom i nakon procesa in-vitro

probave.

o elektri¢na oy elektri¢na
elektricna . elektricna -
Uzorak . vodljivost - vodljivost
S vodljivost ot vodljivost 1
multivitaminskog ot (mScm™) 1 (mScm™)
dodatka prehrani (S Ei) uzoraka nakon (S E) LI uzoraka nakon
P startnih uzoraka ” Zeluca »
ustiju crijeva
broj 1
multivitaminski prah 1 263 + 0,004 8,055 + 0,005 18,34 + 0,030 15,060 + 0,160
s okusom limuna
broj 2

multivitaminski prah 1,946 + 0,009 8,515+ 0,035 16,265 + 0,035 13,915 + 0,065
s okusom limete

broj 3
multivitaminski prah

) : 1,126 + 0,002 8,245 + 0,035 17,88 + 0,040 14,605 + 0,055
s okusom limuna i

bazge

broj 4

multivitaminski prah - 15, (393 8,530 % 0,000 17450 40,010 14675+ 0,025
s okusom limuna bez

Secera

broj 5

multivitaminski 0,568 + 0,001 9,250 + 0,040 17,265 + 0,005 1B e 0 AL

bombon s okusom
limuna

Iz tablice 10 koja prikazuje prosjeéne vrijednosti elektricne vodljivosti uzoraka
multivitaminskih prahova i bombona s okusom limuna prije, tijekom i nakon procesa in-vitro
probave mozemo zakljuciti da se vrijednosti elektricne vodljivosti viSestruko povecavaju u
procesu simulacije probave. Razlog tomu je dodavanje soli NaCl i CaCl» za simuliranje uvjeta
u ustima te zakiseljavanje uzorka koncentriranom HCL uz dodavanje otopljenog pepsina u
uzorak za simuliranje uvjeta u Zelucu. Takoder za simuliranje uvjeta u crijevu dodavao se i
NaHCOs. Dodavanje navedenih spojeva povecava ukupnu koli¢inu iona koji utjecu na
vrijednosti elektricne vodljivosti te ih povecavaju. Takoder iz tablice 10. vidljivo je 1 da je
vrijednost elektricne vodljivosti startnih uzoraka najmanja kod uzorka multivitaminskog

bombona okusa limuna, a najmanje vrijednosti elektricne vodljivosti od multivitaminskih
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prahova pokazuje uzorak broj 4, multivitaminski prah bez Secera s okusom limuna, a moguci

razlog tomu je razlika u pripremi napitka.

Tablica 11. TDS (eng. Total dissolved solids- ukupne otopljene tvari) multivitaminskih prahova
i bombona s okusom limuna prikazani kao srednja vrijednost + SD (n = 2). Uzorci su analizirani

prije, tijekom i nakon procesa in-vitro probave.

Uzorak

multivitaminsko

g dodatka
prehrani

TDS (g L'l)
startnih
uzoraka

TDS (g L?)
startnih

uzoraka nakon

ustiju

TDS (g L?)
startnih

uzoraka nakon

Zeluca

TDS (g L?)
startnih

uzoraka nakon

crijeva

broj 1
multivitaminski
prah s okusom
limuna

broj 2
multivitaminski
prah s okusom
limete

broj 3
multivitaminski
prah s okusom
limuna i bazge
broj 4
multivitaminski
prah s okusom
limuna bez
Seéera

broj 5
multivitaminski
bombon s
okusom limuna

0,632 + 0,003 4,025 + 0,005 9,175+ 0,015 7,62 +0,03

0,973 + 0,004 4,255 + 0,015 8,135+ 0,015 6,96 + 0,03

0,536 + 0,001 4,12 + 0,02 8,940 + 0,02 7,305 £ 0,025

0,506 + 0,002 4,265 + 0,005 8,725 + 0,005 7,340 = 0,01

0,284+0 4,630 £ 0,02 8,635 + 0,005 7,505 + 0,055

Rezultati mjerenja ukupnih otopljenih tvari u tablici 11 pokazuju rezultate koji uvelike
koreliraju s elektriénom vodljivosti iz tablice 10, kao Sto je 1 o¢ekivano jer velik dio ukupnih
otopljenih tvari ¢ine ioni (Rusydi, 2017). Vrijednosti TDS-a viSestruko rastu u uzorcima koji su
analizirani nakon in-vitro probave jer su u tri navrata uzorcima dodavani drugi supstrati potrebni
za simulaciju probave koji su glavnim razlogom povecanja TDS-a. Takoder uzorak broj 5,
multivitaminski bombon s okusom limuna pokazuje najmanje ukupne vrijednosti TDS-a, §to je

posljedica drugacijeg sastava te pripreme uzorka.
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4.1.5. Analiza multivitaminskih prahova

4.1.5.1. Indeks kohezije

Tablica 12. Indeks kohezije te svojstvo tecenja multivitaminskih prahova s okusom limuna

prikazani kao srednja vrijednost (n = 3).

xfjc:[ﬁ/li(taminskog Koeficijent kohezije Indeks kohezije Svojstvo tecenja
praha (mm g) (mm) praha

broj 1 multivitaminski

prah s okusom limuna  -1043,02 + 21,708 10,433 Slobodno tece

broj 2 multivitaminski
prah s okusom limete -1000,88 + 131,53 10,186 Slobodno tece

broj 3 multivitaminski

prah s okusom limunai  -697,425 + 7,554 7,183 Slobodno tece
bazge

broj 4 multivitaminski

prah s okusom limuna -1321,52 + 31,393 12,055 Lako tece
bez Seéera

U tablici 12 prikazane su vrijednosti indeksa kohezije te koeficijenta kohezije. Koeficijent
kohezije ne treba posebno komentirati jer se iz njega izracunava indeks kohezije koji je
standardni pokazatelj svojstva teCenja prahova. Prema skali prikazanoj u tablici 2, uzorak broj
4, multivitaminski prah bez Secera s okusom limuna pokazuje lako te¢enje, dok svi ostali uzorci
pokazuju svojstvo slobodnog tecenja (Shah i sur., 2008; Janjatovi¢, 2011; Benkovi¢ i sur.,
2013). Razlika u vrijednosti indeksa kohezije uzorka broj 4 u odnosu na ostale uzorke vrlo
vjerojatno je zbog toga §to ne sadrzi SeCer nego sladila i zbog toga ima drugacija svojstva
tecenja. Svojstva te€enja prahova svih uzoraka na temelju ovih mjerenja zadovoljavajuca su za

tehnoloske potrebe industrije.
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4.1.5.2. Procjena sposobnosti stvaranja cvrstog kolaca

Tablica 13. Procjena sposobnosti stvaranja ¢vrstog kola¢a multivitaminskih prahova s okusom

limuna prikazana kao srednje vrijednosti ¢vrstoée kolaca te prosjecne ¢vrstoce kolaca (n = 3).

Uzorak multivitaminskog praha HRGREAID Sl Ll (g

broj 1 multivitaminski prah s okusom

) 70,237
limuna

broj 2 multivitaminski prah s okusom 80,328
limete

broj 3 multivitaminski prah s okusom 92,181
limuna i bazge

broj 4 multivitaminski prah s okusom 78,765

limuna bez Seéera

Rezultati procjene sposobnosti stvaranja ¢vrstog kolaca prikazani su u tablici 13., a uzorci
pokazuju najmanje vrijednosti od 70,237 g za uzorak broj 1, multivitaminski prah s okusom
limuna do najvise vrijednosti 92,181 g za uzorak broj 3, multivitaminski prah s okusom bazge
i limuna. Sabijanjem svih uzoraka izmjerene su niske vrijednosti prosje¢ne ¢vrstoce kolaca §to

ukazuje na pogodna svojstva tehnoloskog rukovanja u industrijskim uvjetima.

4.1.5.3 PFSD TEST (eng. Powder Flow Speed Dependency Test- procjena stabilnosti
prahova)

Tablica 14. Rezultati PFSD testa ispitivanih multivitaminskih prahova s okusom limuna

prikazani kao indeks stabilnosti tecenja.

L Indeks
Uzorak multivitaminskog praha

broj 1 multivitaminski prah s okusom

limuna A
b_roj 2 multivitaminski prah s okusom 0.95
limete '
b_roj 3 rr_lultivitaminski prah s okusom 0.96
limuna i bazge '
broj 4 multivitaminski prah s okusom 0.94

limuna bez Seéera

Iz tablice 14. koja prikazuje rezultate indeksa sabijanja dobivenih PFSD testom moZemo

zakljuciti da su svi uzorci ovisni o brzini tecenja, jer su im vrijednosti indeksa sabijanja razliciti
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od 1 kao $to je vidljivo u tablici 3. Razlike mogu nastupati zbog promjene u obliku Cestica ili
kristalnoj strukturi te razbijanje Cestica ili aglomerata. Vrijednosti manje od 1 ukazuju na lakse
teCenje praha porastom brzine teCenja, a to vrijedi za sve uzorke, dok izdvajamo uzorak 1,
multivitaminski prah s okusom limuna, koji pokazuje najnize vrijednosti indeksa sabijanja 0,4
(Benkovi¢ 1 Bauman, 2009). Takvi rezultati mogu biti posljedica promjene oblika Cestica te

razbijanja aglomerata ili ¢estica (Shah i sur., 2008).

4.2. Kemijska svojstva poc¢etnih uzoraka i otopina te in-vitro simulacija
probave multivitaminskih dodataka prehrani

4.2.1. Udio Secera
Tablica 15. Udio Se¢era u multivitaminskim dodacima prehrani s okusom limuna prikazani kao

srednja vrijednost udjela $eéera na temelju vrijednosti indeksa Brix-a (°Bx) izraZena kao g(S-

Se¢era) U 100 g(U-uzorka) (n = 2). Srednje vrijednosti indeksa refrakcije (nD) takoder su

prikazane u tablici (n = 2). Stupanj Brix-a odgovara 1 g Secera saharoze na 100 grama otopine.

°BX, °BX, °BX, °BX,
Uzorak multiv. g(S)/ gt (U), g(3ecera) gl(otopine), | g(Seéera) g* (otopine), | g(Seéera) g (otopine),
dodatka prehrani nD startnih nD startnih uzoraka | nD startnih uzoraka nD startnih uzoraka

uzoraka nakon ustiju nakon Zeluca nakon crijeva
broj 1 7+0, 2,25+0 1,875 + 0,125, 2,375 + 0,125,
multivitaminski 7g(S)100 2,25g(5)100 1,875g(5)100 2,375g(5)100
prah s okusom g'(v), g'(v), gl(v), gl(v),
limuna 1,34+0 1,337+ 0 1,336 £ 0 1,337+ 0
broj 2 6,625 £ 0, 3,125 + 0,125, 1,625 + 0,125, 2,375 £ 0,125,
multivitaminski 6,625g(5)100 3,125g(5)100 1,625g(S)100 2,375g(5)100
prah s okusom g(v), gl(), gi(u), gi(v),
limete 1,343+0 1,338+ 0 1,350 1,337 0
broj 3 7,125 + 0,125, 2,375+ 0,0,375 2,00 + 0,250 2,375+ 0,125
multivitaminski 7,125g(5)100 2,375g(S5)100 2,00g(S)100 2,375g(5)100
prah s okusom g*(), g'(V), g*(V), g'(V),
limuna i bazge 1,343+ 0 1,337 0 1,336 + 0,001 1,337 +0
broj 4 0,125 + 0,125, 1,875 £ 0,125, 1,375 + 0,125, 2,50 + 0,250,
multivitaminski 0,125g(S)100 1-875g(5)100 1,375g(5)100 2,50g(5)100
prah s okusom gtu), gt(), gt), gt),
limuna bez $eéera 1,343+ 0 1,336 £ 0 1,335+ 0 1,337 0
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broj 5 20,500 * 0,00, 3,250 * 0,250, 3,375 + 0,125, 4,000 + 0,00,

multivitaminski 20,500g(S)100 3,250g(S)100 3,375g(5)100 4,000g(S)100
bombon s okusom gli(V), g(V), g(V) gi(uv),
limuna 1,365+0 1,338+0 1,338 0 1,339+ 0

U tablici 15. prikazane su vrijednosti udjela Secera u startnim uzorcima kao 1 vrijednosti udjela
SeCera kroz proces simulacije probave. Vrijednosti udjela Se¢era kroz simulaciju probave
mijenjaju se i opadaju zbog dodavanja razlicitih otopina te tako dolazi do promjene volumena
uzorka, a samim time i koncentracije Secera u istim. Udjeli Secera startnih uzoraka prikazani su
u prvom stupcu te su iskazane u vrijednosti indeksa Brix-a (°Bx) izrazena kao g (S-Secera) u
100 g (U-uzorka) s odgovaraju¢im indeksima refrakcije. Kao $to je i ocekivano, uzorak broj 4,
multivitaminski prah bez Secera s okusom limuna, pokazuje najmanje vrijednosti udjela Secera
0,125 g(S) u 100 g(U), sto je priblizno vrijednostima na nutritivnoj deklaraciji. Uzorak broj 5,
multivitaminski bombon s okusom limuna pokazuje otprilike 3 puta vece vrijednosti Secera od
multivitaminskih prahova zbog toga $to su uzorci pripremljeni razli¢ito kao Sto se vidi u tablici
5. Vrijednosti udjela Se¢era multivitaminskih prahova odgovara nutritivnim deklaracijama, gdje
je deklariran udio Sec¢era na 100 mL napitka 6.4 g, a izmjerene vrijednosti uzoraka su u rasponu
od 6,625 do 7,125 g. Takoder nutritivha deklaracija uzorka broj 5, multivitaminskog bombona

s okusom limuna pribliZzno odgovara izmjerenoj vrijednosti, 1.29 g naspram 1,025 g.
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4.2.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom
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Slika 7. Antioksidacijska aktivnost pocetnih uzoraka dobiveni DPPH metodom izrazenih kao
koncentracija u jedinici ekvivalenta mmol Trolox-a g napitka. Standardna devijacija iznosi
<2%.

Slika broj 7 prikazuje antioksidacijski u¢inak pripremljenih otopina multivitaminskih prahova
prema uputama proizvodaca te multivitaminskih bombona DPPH metodom. Kao §to se vidi iz
navedene slike, generalno uzorci multivitaminskih prahova pokazuju veéi antioksidacijski
ucinak od multivitaminskog bombona, koji ima najmanji antioksidacijski ucinak. Takoder
podaci ukazuju na najveci antioksidacijski uc¢inak uzorka broj 4, multivitaminski prah bez
Secera s okusom limuna. U obzir se 1 mora uzeti drugaciji nacin pripreme napitka medu
uzorcima, a to se moze vidjeti u tablici broj 5. Deklaracija nutritivnog sastava analiziranih
multivitaminskih prahova i bombona pokazuju da od vitamina dominiraju vitamini B skupine.
Podaci iz literature govore da najveci antioksidacijski ucinak izmjeren TEAC (eng. Trolox-
Equivalent Antioxidant Capacity) metodom koja je usporediva s DPPH metodom, od ukupnih
vitamina B skupine pokazuje tiamin (B1), a slijede ga folna kiselina i forme Bs vitamina
(Gliszczynska-S 'wigto, 2005). Vitamin C (askorbinska kiselina) pokazuje najvece vrijednosti

antioksidacijske aktivnosti izmjerene od svih vitamina topivih u vodi TEAC i FRAP metodom.
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Kada usporedujemo metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti, veca antioksidacijska

aktivnost analiziranih uzoraka u ovom radu zabiljezena je FRAP metodom, ¢iji su rezultati

prikazani na slici 9, kao §to je i slu¢aj u literaturi, gdje je usporedivana antioksidacijska

aktivnost raznih napitaka TEAC i FRAP metodama (Queirds i sur., 2013). Uzorak broj 5.

multivitaminski bombon s okusom limuna pokazuje najnize vrijednosti antioksidacijskog

kapaciteta Sto je 1 ocekivano s obzirom na razlike u nutritivnoj deklaraciji, odnosno uzorak broj

5 sadrzi najmanje vitamina koji bi imali antioksidacijski u¢inak, dok suprotno, uzorak broj 4,

multivitaminski prah s okusom limuna bez Secera, prema nutritivnoj deklaraciji ima 7,5 puta

vecu koli¢inu dodanog vitamina C po gramu od multivitaminskih prahova s dodanim Se¢erom

(uzorak broj 1, 2 i 3). A kako smo ranije u radu spomenuli antioksidativhu snagu vitamina C,

to je 1 objasnjenje zasto je antioksidacijski u¢inak u tom uzorku najvisi.
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Slika 8. Antioksidacijska aktivnost uzoraka multivitaminskih dodataka prehrani tijekom i nakon

procesa in-vitro probave dobivena DPPH metodom izrazenih kao koncentracija u jedinici mmol

L Trolox ekvivalenta. Standardna devijacija iznosi < 2%.
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U procesu probave, antioksidacijska aktivnost izmjerena DPPH metodom drasticno opada u
odnosu na startne uzorke kao $to je vidljivo na slici 8, §to znaci da je do gubitka antioksidacijske
aktivnosti doslo zbog odredenih djelovanja supstrata koji su se dodali u uzorak kako bi se
simulirali uvjeti koji prevladavaju u ustima. U uzorak je u ustima dodana a-amilaza u fosfatnom
puferu uz NaCl te CaCly, iako ti supstrati nemaju degradiraju¢e djelovanje na vitamine koji
imaju antioksidacijski u¢inak. U daljnjim koracima simulacije probave doslo je do jo$ veceg
smanjenja antioksidacijskog kapaciteta stoga mozemo =zakljuciti da je u crijevima
antioksidacijski u¢inak multivitaminskih dodataka prehrani analiziranih u ovom radu skroman
i manji od ocekivanog. Antioksidansi gube svoju aktivnost zbog razgradnje u probavnom
sustavu te i samog razrijedenja u bioloskim teku¢inama. Tako podaci iz literature govore da
samo 5% ukupne koli¢ine vitamina C ostane u aktivnoj formi nakon procesa probave u prvom

dijelu tankog crijecva (43).

4.2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
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Slika 9. Antioksidacijska aktivnost pocetnih uzoraka dobiveni FRAP metodom izraZenih kao
koncentracija u jedinici ekvivalenta mmol FeSO4x 7 H,O g napitka. Standardna devijacija

iznosi <2%.
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Na slici 9, koja prikazuje rezultate antioksidacijskog u¢inka pocetnih otopina FRAP metodom,
najveéi antioksidacijski u¢inak ima takoder uzorak broj 4 multivitaminski prah s okusom limuna
bez Secera, ali nije uocljiva puno manji antioksidacijski karakter multivitaminskog bombona u
odnosu na prah, kao sto je slucaj kod DPPH metode, ali rezultati su omjerima vrlo sli¢ni onima
na slici 7, koji prikazuju antioksidacijsku aktivnost izmjerenu DPPH metodom. Takoder jasno
je da uzorak broj 5, multivitaminski bombon s okusom limuna ima prosje¢no manju

antioksidacijsku aktivnost u odnosu na ostale multivitaminske prahove (uzorak 1, 2 i 3).
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Vrijednost uzoraka nakon ustiju 0.381 0.422 0.359 0.380 0.351
Vrijednost uzoraka nakon Zeluca 0.436 0.454 0.424 0.318 0.506
Vrijednost uzoraka nakon crijeva 0.990 1.061 1.083 1.035 0.950
H Vrijednost startnih uzoraka B Vrijednost uzoraka nakon ustiju

Vrijednost uzoraka nakon Zeluca M Vrijednost uzoraka nakon crijeva

Slika 10. Antioksidacijska aktivnost uzoraka multivitaminskih dodataka prehrani tijekom i
nakon procesa in-vitro probave dobivena FRAP metodom izrazenih kao koncentracija u jedinici
mmol FeSO4 x 7 H0 L.

Rezultati na slici 10, koji prikazuju antioksidacijski u¢inak multivitaminskih dodataka prehrani

takoder kroz proces probave, ali mjerene FRAP metodom ukazuju na povecéanje
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antioksidacijske aktivnosti svih uzoraka, osim uzorka broja 5, multivitaminskog bombona s
okusom limuna, nakon procesa in-vitro probave. Uzorak broj 5 jedini pokazuje istu tendenciju
pada antioksidacijske aktivnosti kroz proces in-vitro probave objema metodama. Taj uc¢inak
moze se takoder objasnit razli¢itim pripremama pocetnih otopina, kao i razlikama u sastavu,
prvenstveno razlikama u dodanim vitaminima koji djeluju antioksidacijski. Navedeni rezultati
antioksidacijske aktivnosti nakon procesa in-vitro dobiveni FRAP metodom pokazuju na
kontradiktorne rezultate u odnosu na DPPH metodu te je iz ovih podataka nemogucée zakljuciti
je li zapravo, nakon procesa in-vitro probave doslo do znacajnog smanjenja pozitivnog
antioksidacijskog uc¢inka u crijevu ili je zapravo doslo do povecanja u odnosu na startne uzorke.
Razlike u dobivenim rezultatima tih dviju metoda moguce je objasniti razli¢itim faktorima koji
utjecu na rezultate tih dvaju metoda, a to su prisutnosti Secera te proteina iz enzima (Csepregi i
sur., 2016). Takoder FRAP i DPPH metoda mjerenja antioksidacijske aktivnosti zahtjeva

razli¢ite vrijednosti pH za optimalno mjerenje. Uzorci su mjereni na pH 6,5 jer su podeSeni na

.....

kada bi za DPPH metodu oni bili na 7,0-7,4, aza FRAP 3,6 (Gupta, 2015 ). Rast antioksidacijske
aktivnosti kroz proces probave zabiljeZen je kod spojeva iz skupine flavonoida —flavonoidi
glikozidi i to zbog razgradnje glikozidne veze u kiselom ili luznatom medija te se tako povecava
njihova koncentracija i samim tim antioksidacijski kapacitet, ali to ne moze biti objasnjenje u
ovom radu, jer se nisu mjerili ukupni polifenoli niti koncentracija vitamina i/ili polifenola kroz
proces probave (Ortega i sur., 2011). Ono $to se moze zakljuéiti da je u odredenoj mjeri, kao
Sto je 1 ocekivano, odredeni postotak antioksidacijske aktivnosti pocetnih otopina ostao sacuvan

i nakon procesa in-vitro probave.
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4.3. StatisticCka obrada podataka: PCA (eng. Principal component
analysis- analiza glavnih komponenata) i ANN (eng. Artificial neural
networks-umjetne neuronske mreze

Tablica 16. Uzorci s odgovaraju¢im kraticama potrebni za interpretaciju 3D prikaza PCA

analize prikazanih na slikama 11 i 12.

Uzorak

multivitaminskog
dodatka prehrani

broj 1
multivitaminski
prah s okusom

limuna

broj 2
multivitaminski
prah s okusom

limete

broj 3
multivitaminski
prah s okusom
limuna i bazge

broj 4
multivitaminski
prah s okusom

limuna bez Seéera

broj 5

multivitaminski
bombon s okusom
limuna

uzorak
startni uzorak nakon
s procesa
.. probave u
odgovarajuco .
. ustima s
m Kraticom . .
odgovarajuc
om kraticom
S5 us
S1 Ul
S10 u10
S7 u7
S12 ui12

uzorak
uzorak nakon
nakon
procesa
procesa
probave u
probave u S
v crijevima s
Zelucu s .
. . | odgovarajuco
odgovarajuc .
X m Kraticom
om Kraticom
Z5 C5
Z1 C1
Z10 C10
Z7 C7
Z12 C12

U tablici 16 prikazane su uzorci s odgovaraju¢im kraticama potrebni za interpretaciju 3D
prikaza PCA analize prikazanih na slikama 11 i 12.
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Slika 11. 3D prikaz PCA analize prva tri faktora dobiveni snimanjem uzoraka

multivitaminskih dodataka prehrani NIR spektroskopijom.

Slike 11 1 12 prikazuju graficki 3D prikaz PCA analize prva tri faktora dobivenih snimanjem
NIR spektara. Prva tri faktora predstavljaju 99 % varijabilnosti provjerenih nakon analize
glavnih komponenti. Kratice naziva uzoraka prikazane su u tablici 16. Na slici su istim bojama
prikazani isti uzorci kroz probavni sustav, kao i startni uzorci. 3D prikaz bolje razdvaja uzorke
od 2D prikaza stoga smo se u ovom radu odlucili za takav prikaz podataka. Na slici 11 jasno je
vidljivo razdvajanje startnog uzorka pod brojem 12, multivitaminskog bombona s okusom
limuna od ostalih startnih uzoraka multivitamina u prahu. To je i ocekivano jer su uocene
znacajne razlike u odnosu na druge uzorke pri mjerenju TDS-a, elektricne vodljivosti, udjela
suhe tvari i Secera kao i antioksidacijske vrijednosti mjerene objema metodama (plava boja).

Takoder je vidljivo i potpuno izdvajanje uzorka pod brojem 12 kroz cijeli proces simulacije
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probave. Vidljivo je i grupiranje uzorka pod brojem 7 (multivitaminskog praha bez Secera s
okusom limuna) i uzorka pod brojem 10 (multivitaminskog praha s okusom limuna i bazge) te
uzorka pod brojem 5 (multivitaminskog praha s okusom limuna) i 1 (multivitaminskog praha s
okusom limete). Na slici 12 jasno je vidljivo izdvajanje svih startnih uzoraka, dok se ostali
uzorci teSko mogu grupirati. Vazno je napomenuti da je za snimanje UV-VIS-om broj
uzastopnih mjerenja bio 2 puta, dok je NIR-om broj uzastopnih mjerenja bio 3 puta te se NIR

pokazao kao to¢niji i precizniji pokazatelj pri razlikovanju uzoraka u ovom radu koristenjem

ANN Ssto je prikazano kasnije u tekstu.

0 oaoyoe

Slika 12. 3D prikaz PCA analize prva tri faktora dobiveni snimanjem uzoraka multivitaminskih

dodataka prehrani UV-VIS spektroskopijom.
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Tablica 17. Modeli odabranih ANN razvijeni u svrhu predvidanja vrijednosti elektricne
vodljivosti, refrakcijskog indeksa, stupnja Brix-a te antioksidativne aktivnosti dobivene FRAP
odnosno DPPH metodom pomoc¢u mjerenja NIR i UV-VIS metodama. ANN prikazane crvenom

bojom pokazuju najbolje slaganje s eksperimentalnim podacima.

Skrivena

Preciznost | Pogreska Pregizno_st Pogreska Pre_ciznp_st Pogreika aktivac. Izlazna al_<_tivac.
ucenja ucenja | testiranja | testiranja | validacije | validacije funkecija funkcija
NIR 60:20:20

10-13-6 0,992 0,003 0,992 0,007 0,956 0,006 Exponential Logistic
10-12-6 0,997 0,001 0,995 0,004 0,973 0,005 Exponential Logistic
10-9-6 0,996 0,002 0,993 0,006 0,972 0,005 Exponential Logistic
10-12-6 0,991 0,004 0,991 0,008 0,959 0,006 Exponential Logistic
10-12-6 0,991 0,004 0,991 0,006 0,932 0,007 Exponential Logistic

UV-VIS 70:15:15

10-13-6 0,902 0,054 0,707 0,179 0,329 0,304 Exponential Identity
10-12-6 0,907 0,054 0,768 0,111 0,328 0,241 Exponential Identity
10-4-6 0,907 0,053 0,815 0,079 0,308 0,304 Exponential Exponential
10-4-6 0,897 0,065 0,541 0,179 0,358 0,276 Tanh Logistic
10-12-6 0,907 0,054 0,767 0,112 0,328 0,241 Exponential Identity

Iz tablice 17 vidljivo je odabranih 5 neuronskih mreza oznacenih crvenom bojom, svake
zasebno za snimanje NIR-om te UV-VIS-om. Mreze koje su izabrane imale su najvece
koeficijente determinacije za ucenje, testiranje i validaciju uz najmanje pogreske za ispitivane
uzorke prije, tijekom i nakon simulirane probave. Uloga razvoja ANN je ta da se pomocu njih
mogu predvidjeti druge vrijednosti bez mjerenja. U tablici 18 u 1. stupcu vidljive su varijable
koji su nakon PCA bile koriStene za izradu ANN s parametrima mjerenja pomoc¢u NIR-a i UV-
VI1S-a. Raspodjela ucenja, testiranja i validacije za kreiranje mreze iznosila je 60:20:20, a za
UV-VIS 70:15:15, iako su isprobani i ostali omjeri, ali navedeni omjeri u tablici 17 dali su
najbolju ANN. Najbolja neuronska mreZa odabrana je na temelju najveée R? vrijednost uz
najmanju pogreSsku. Najbolja ANN temeljem tih parametara prikazana je crvenom bojom u

tablici 17 za mjerenje NIR instrumentom. R? vrijednosti odabrane mreZe prikazane su u tablici
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18 1 pripadaju ¢vrstim vezama, odnosno, mozemo zakljuciti da je model mreze precizan. Ima
10 neurona u ulaznom sloju, 12 u skrivenom te 6 u izlaznom. Za mjerenje UV-VIS
instrumentom najbolja moguca mreza je takoder prikazana crvenom bojom, ali je znacajno
losija od mreze pomoéu NIR-a te ima veci raspon pogreske (Tablica 17) i znatno manje
vrijednosti R? (tablica 18). Ja¢ina veze u rasponu je od srednje do &vrste. Zadovoljavajuéa ANN
moze se dalje koristiti za analize predvidanja izlaznih varijabli navedenim u tablici 18 (1 stupac)

za multivitaminske dodatke prehrani u obliku prahova ili bombona s okusom limuna.

Tablica 18. Analiza rezultata ANN predvidanja vrijednosti elektri¢ne vodljivosti, refrakcijskog
indeksa, stupnja Brix-a te antioksidativne aktivnosti dobivene FRAP odnosno DPPH metodom
pomocu mjerenja NIR i UV-VIS metodama.

Varijabla Preciznost testiranja | Preciznost validacije

ANN 10-12-6 - Exponential, Logistic

TDS 0,999 0,996 0,989
Elektri¢na vodljivost 0,999 0,997 0,986
Indeks refrakcije 0,997 0,996 0,986
Stupanj Brix-a 0,994 0,987 0,948
AO aktivnost (FRAP) 0,992 0,995 0,930
AO aktivnost (DPPH) 0,998 0,996 0,997

ANN 10-4-6 - Exponential, Exponential

TDS 0,867 0,871 0,431
Elektri¢na vodljivost 0,865 0,884 0,429
Indeks refrakcije 0,974 0,995 0,246
Stupanj Brix-a 0,936 0,991 0,180
AO aktivnost (FRAP) 0,835 0,192 0,449
AO aktivnost (DPPH) 0,962 0,958 0,115

Podaci u tablici 18 takoder nam mogu ukazati da se znacajno to¢nija i preciznija predvidanja
mogu ostvariti mjerenjem pomocu NIR-uredaja u odnosu na UV-VIS metodu mjerenja.
Varijablu koju je moguée najpreciznije predvidjeti na temelju ovog modela (pomoc¢u ANN 10-
12-6) je TDS i elektri¢na vodljivost, a slijedi ju antioksidacijska aktivnost DPPH metodom jer

pokazuju najviSe koeficijente determinacije (tablica 18, stupac 1). NIR spektroskopija uz
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koristenje PCA pokazala se efikasna za kreiranje dobrog modela ANN koji moZe posluziti kao
vrlo ekonomican, ali i efikasan alat predvidanja razlicitih svojstava u brojnim znanstvenim

granama, a ponajvise je primjenu nasSao u prehrambenoj industriji zbog svoje neinvazivnosti

(Huang i sur., 2007).
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5. ZAKLJUCCI

1. Na temelju analize svojstva prahova, multivitaminski dodaci prehrani s okusom limuna
pokazuju pozeljna i povoljna svojstva tecenja temeljem indeksa kohezije te raspodjele veli¢ina
Cestica i kategoriziramo ih u prahove koji lako teku. PFSD test istih prahova pokazao je svojstva

ovisnosti o brzini tecenja uz prisutnost lomova ili promjene oblika Cestica.

2. Otopinama pripremljenim od uzoraka prahova multivitaminskih dodataka prehrani s okusom

limuna izmjerene su visoke vrijednosti elektri¢ne vodljivosti i TDS-a koje koreliraju.

3. Antioksidacijski u€inak vrlo se razlikuje medu analiziranim uzorcima te je viSestruko veéi
kod uzorka koji ne sadrzava Secer u odnosnu na ostale uzorke koje u svom sastavu imaju i

Secere.

4. Analiza in-vitro sustava probave i antioksidacijskog u¢inka pokazuje drasticno smanjenje

antioksidacijskog ucinka kroz faze probave izmjerenih DPPH metodom.

5. Analize glavnih komponenata provedena na podacima izmjerenih putem NIR i UV-VIS
spektroskopije uspjesno je razdvojila startne uzorke multivitaminskih dodataka prehrani od

uzoraka prikupljenih kroz razli¢ite faze in-vitro sustava probave.

6. Kreirana umjetna neuronska mreza moze posluziti kao alat za statisticki zadovoljavajuce
predvidanje fizikalnih (elektriéne vodljivosti, refrakcijskog indeksa, stupnja Brix-a, TDS-a) i
kemijskih (antioksidativne aktivnosti) svojstava slicnih multivitaminskih dodataka prehrani u

pocetnom stanju, ali i u fazama in-vitro probave.

7. Kreirani ANN model in-vitro procesa probave puno se bolje pokazao u slucaju NIR
spektroskopije gdje su vrijednosti koeficijenata determinacije za predvidanja vrijednosti
elektri¢ne vodljivosti, refrakcijskog indeksa, stupnja Brix-a te antioksidativne aktivnosti bile u
rasponu 0,930 — 0,997 dok su za UV/VIS spektroskopiju bile u rasponu 0,115 -0,449.
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