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1. UVOD

Tehnologija trodimenzionalnog (3D) ispisa hrane posljednjih je godina u centru paznje
mnogih inovativnih istraZzivanja prehrambenog sektora. Ova tehnologija omogucuje ra¢unalno
kontroliranu izradu trodimenzionalnih oblika hrane razli¢itog sastava, koja se iz mnostva novih
tehnologija isti¢e zbog visestrukih prednosti, kao $to su prilagodeni dizajn hrane, personalizirana
prehrana, pojednostavljenje lanca opskrbe i prosirenje dostupnih prehrambenih materijala. U
vidu prehrambenog sektora, tehnologija 3D ispisa ima Siroku primjenu, od izrade hrane za starije
osobe i djecu, proizvodnje funkcionalne hrane i konditorskih proizvoda pa sve do uporabe u

svemirskim misijama.

Poseban interes za primjenu ove tehnologije ogleda se u proizvodnji funkcionalne hrane.
S ciljem poveéanog dnevnog unosa voca i povréa, ova tehnologija ima perspektivu u proizvodnji
proizvoda na bazi razli¢itih kombinacija ovih vrsta, no pored reoloskih i senzorskih obiljezja,
naglasak se stavlja i na nutritivni i biokativni aspekt. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati
mogucnost primjene 3D ispisa u razvoju funkcionalnih proizvoda na bazi jagode. Istrazivanje je
provedeno ispitujuéi utjecaj dva razli¢ita programa ispisa temeljenih na ekstruziji, uz primjenu
dva razlicita Skrobna hidrokoloida (kukuruzni vs. pSeni¢ni) u razli¢itim udjelima (10, 15 i 20 %,
w/w) na stabilnost bioaktivnih spojeva (ukupni fenoli, hidroksicimetne kiseline, flavonoli,
ukupni flavonoidi, antocijani i kondenzirani tanini) i antioksidacijski kapacitet (DPPH i FRAP).

Takoder, odredeni su i pH vrijednost te aktivitet vode u svim ispitivanim uzorcima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. 3D TISKANJE HRANE

Tehnologija trodimenzionalnog ispisa (engl. three-dimensional printing, 3DP), prvi put
predstavljena 1986. godine, definirana je kao proces dodavanja slojeva materijala s ciljem izrade
digitalno dizajniranog 3D objekta. Nacin dodavanja materijala je sloj-po-sloj, pa se stoga ova
tehnologija jo$ naziva i ,,aditivna proizvodnja‘“ (Feng i sur., 2019). Ova tehnologija omogucuje
izradu kompleksnih 3D modela bez nepotrebnih gubitaka materijala (Escalante-Aburto i sur.,
2021) te bez uporabe kalupa, matrica, ucvrs¢ivaca i reza¢a uobiCajenih u tradicionalnoj

proizvodnji (Pitayachaval i sur., 2018).

Koncept 3D ispisa moguée je pratiti jo§ od 1977. godine, a prvi je patent za izradu
prehrambenog proizvoda uslijedio 2001. godine (Escalante-Aburto i sur., 2021). Ipak,
tehnologiju 3D ispisa je prehrambenom sektoru sluzbeno predstavio tim znanstvenika sa
Sveucilista Cornell 2007. godine s prvim ,,jeftinim* pisatem (Fab@Home Model 1) baziranom
na tehnologiji ekstruzije. lako je Model 1 bio sli¢an tradicionalnom SSF pisacu (engl. Solid
freeform fabrication, SFF) za slobodno oblikovanu proizvodnju, mogao je koristiti zna¢ajno
veci spektar materijala (Malone i Lipson, 2007). Dvije godine kasnije Projekt Fab@Home
objavio je Model 2 snizene cijene i ve€e dostupnosti (Lipton 1 sur., 2009). Posljednjih se godina
3D ispis hrane nalazi na fronti istraZivanja i razvoja, a povijesni razvoj ove tehnologije prikazan

je naslici 1.

Proces 3D tiskanja hrane moguce je podijeliti u tri faze. Prva faza ukljucuje prethodnu
preradu i/ili obradu hrane, tj. prevodenje u oblik povoljan za ispis. S obzirom da se sastojci
tiskaju u obliku praha, tekucine, tijesta ili paste, nuzno je provesti predradnje poput mljevenja
(brasno), kuhanja (krumpir ili $krobni materijali) ili mijesanja (meso) (Escalante-Aburto i sur.,
2021) te dodatka aditiva (npr. hidrokoloida) za postizanje formulacije smjese optimalnih
reoloskih svojstava (Manstan i McSweeney, 2020). Druga faza, za koju je danas dostupno
nekoliko tehnika, je sam 3D ispis hrane. Naj¢eS¢a metoda ispisa jest postupak ekstrudiranja, tj.
istiskivanje pripremljenog materijala iz glave za ispis (ekstrudera) na podlogu sloj po sloj s
ciljem formiranja programiranog 3D oblika. Regulacijom temperature materijala za ispis i
udaljenosti glave pisaca od podloge omogucena je kontrola konzistencije, stupanj umrezavanja

1 toplinske obrade proizvoda (Escalante-Aburto i sur., 2021; Sun i sur., 2015). Trecu fazu Cine



postupci kojima proizvod postaje spreman za konzumaciju ili su nuzni za postizanje konaéne

zeljene teksture. UobiCajeni primjeri su zamrzavanje, pecenje i przenje (Manstan i McSweeney,

2020).
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Slika 1. Povijesni razvoj tehnologije trodimenzionalnog ispisa hrane (prema Escalante-Aburto
i sur., 2021)

3D ispis je perspektivna metoda proizvodnje hrane koja pruza mnoge moguénosti poput
izrade hrane personaliziranog sastava (npr. zadovoljavanje prehrambenih potreba pojedinca,
obogacivanje obroka ciljanim hranjivim tvarima, i dr.), visoke kompleksnosti teksture i
prilagodenog dizajna oblika. Digitalizacija procesa je omogucila pracenje proizvoda tijekom
procesa ispisa te dala moguc¢nost unosa Zeljenih modifikacija u dizajnu. Tehnikom 3D ispisa
smanjenje se koli¢ina otpada i emisija ugljicnog dioksida te troSak energije, pripreme i prijevoza,
a otvoreno je mnogo prostora za inovacije (Dick i sur., 2019; Jiang i sur., 2019; Portanguen i

sur., 2019; Skartsaris i Piatti, 2019; Sun i sur., 2015; Wan i sur., 2015).



Iako su moguénosti tehnologije 3D ispisa hrane velike, jo§ uvijek postoje mnogi izazovi
koje je potrebno savladati kao $to su ispis kompleksno dizajnirane hrane s vise sastojaka,
dijelova ili tekstura (npr. hamburgeri) koji zahtijevaju posebnu i sofisticiranu obradu, te uporaba
razli¢itih sastojaka hrane s visokim razlikama u fizikalno-kemijskim svojstvima (Skartsaris i
Piatti, 2019).

2.2. METODE 3D TISKANJA HRANE

Postoje razlicite tehnike 3D ispisa koje se mogu primijeniti u preradi hrane, a svaka od njih
ima odredeni opseg primjene. Odgovaraju¢a tehnika 3D ispisa odabire se prema
karakteristikama prehrambenih materijala kako bi se dobio tiskani proizvod odgovarajuce
preciznosti 1 kvalitete. U sljede¢im poglavljima opisane su Cetiri tehnike 3D ispisa koje imaju

primjenu u prehrambenoj industriji.

2.2.1. Tiskanje na bazi ekstruzije

3D ispis temeljen na ekstruziji je jednostavan proces koji je, u usporedbi s drugim tehnikama,
u Sirokoj upotrebi. Glavna komponenta uredaja utemeljenog na ovoj tehnici je mlaznica s klipom
(Slika 2). U procesu ispisa materijal za ispis kontinuirano se istiskuje iz pokretne mlaznice i

potom dodaje na prethodno tiskane slojeve.

l Spremnik materijala

Materijal za 1spis

Podloga za 13pis

Slika 2. Shematski prikaz tiskanja na bazi ekstruzije (prema Varvara i sur., 2021)

U proizvodnji atraktivnog proizvoda klju¢ni su preciznost i to€nost 3D ispisa, a oni ovise 0
nekoliko ¢imbenika: mehanizmu istiskivanja, svojstvima materijala (reoloSka svojstva,
zeliranje, taljenje i temperatura staklastog prijelaza), parametrima ekstruzije (npr. visina i

promjer mlaznice, brzina ekstruzije) i naknadnoj obradi (Liu i sur., 2017).



2.2.2. Tiskanje selektivnim laserskim sinteriranjem

Tehnologija selektivnog laserskog sinteriranja (Slika 3) primjenjuje snagu lasera za
selektivno stapanje Cestica praha sloj po sloj u kona¢nu 3D strukturu. Laser skenira poprecne
presjeke svakoga sloja i1 selektivno spaja prah. Nakon skeniranja svakog popre¢nog presjeka,
valjkom se nanosi novi sloj praha te se postupak ponavlja do dobivanja zeljenog oblika.
Sinterirani prah ¢ini proizvod, a ostatak praha djeluje kao potporna struktura koja se po zavrsetku

ispisa uklanja i koristi za sljedece tiskanje (Jiang i sur., 2021; Liu i sur., 2017).

Sustav skeniranja
L azerzka zraka

Izvor laserske zrake
Valjak za poravnavanje

sloja praha Slo) praha

'f:z: Powder bed
1
Slika 3. Shematski prikaz procesa selektitvnog laserskog sinteriranja (prema Varvara i
sur., 2021)

Ova tehnologija omogucuje proizvodnju 3D struktura visoke razluc¢ivosti 1 kompleksnosti,
no ograni¢ena je na uporabu isklju¢ivo praSkastih materijala poput Secera te granula masti ili
Skroba. Fizikalno-kemijska svojstva materijala (npr. veli¢ina Cestica, gustoca, sipkost, vlaznost,
kompresibilnost, itd.) imaju velik utjecaj na debljinu sloja, a tako i na kvalitetu ispisa (Godoi i
sur., 2016). Sloj praskastog materijala mora biti tanak 1 jednolik, $to je klju¢no za mehanicku
¢vrstocu 1 preciznost objekta koji se tiska. Takoder, prah bi trebao biti sipak, bez tendencije
stvaranja aglomerata ili prianjanja uz kontaktne povrsine (Diaz i sur., 2014). Kao i u svakoj
tehnologiji 3D ispisa, osim svojstva materijala, bitni su i ¢imbenici obrade poput vrste lasera, te

snage 1 promjera laserske tocke (Gu i sur., 2012).

2.2.3. Tiskanje primjenom vezivnog sredstva

Tehnologija ispisa primjenom vezivnog sredstva (Slika 4), za razliku od tehnologije
selektivnog sinteriranja, za povezivanje slojeva koristi tekuce vezivno sredstvo. Vezivno
sredstvo se izbacuje prema programiranoj putanji tako da ono povezuje slojeve praha koji u
konacnici tvore Zeljeni oblik. Nepovezani prah i u ovom slucaju djeluje kao potporna struktura

koja se po zavrSetku uklanja (Jiang i sur., 2021; Liu i sur., 2017).
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Slika 4. Shematski prikaz procesa tiskanja primjenom vezivnog sredstva (prema Varvara i
sur., 2021)

U ovom postupku bitna su svojstva praSkastog materijala 1 sredstva koji se koriste za
povezivanje slojeva. Vezivno sredstvo mora biti odgovarajue gustoce, viskoznosti,
koncentracije, povrsinske napetosti te dobrih svojstva injektiranja iz mlaznice kako bi se izbjeglo
nepozeljno rasprsivanje i rasipanje (Liu i sur., 2017). Najcesce se koriste sredstva na bazi vode
ili alkohola (otopine Seéera, ksantana i dr.) (Holland i sur., 2018), a mogu biti obojena ili
aromatizirana (Varvara i sur., 2021) Sto omogucuje konac¢ne proizvode u Sirokoj paleti boja 1
okusa. Takoder, kao i kod tehnologije laserskog sinteriranja, fizikalno-kemijska svojstva
praskastog materijala bitna su za nanoSenje tankih slojeva koji su kljuéni za izradu preciznih

objekata.

2.2.4. Tintni ispis

Tintni ispis (Slika 5) primjenjuje se za povrSinsko popunjavanje i ukraSavanje prehrambenih
proizvoda, kao Sto su torte, kolaci ili pizze. Princip tintnog ispisa je propustanje kapljica
prehrambenog materijala koji se tiska (tzv. tinte) kroz toplinsku ili piezoelektri¢nu glavu (Kruth
1 sur., 2007). Postoje dvije vrste tintnog ispisa: kontinuirani mlazni tisak i ,,kapanje na zahtjev*.
U kontinuiranom mlaznom pisacu tinta se kontinuirano izbacuje kroz piezoelektri¢ni kristal koji
vibrira pri konstantnoj frekvenciji, dok se kod ,.kapanja na zahtjev* tinta izbacuje u obliku
kapljica pod pritiskom ventila. Opcenito, ,kapanje na zahtjev* je sporija metoda od

kontinuiranog ispisa, no razlucivost 1 preciznost tiskanih slika su znac¢ajno vece (Hoath, 2016).



Slika 5. Shematski prikaz procesa tintnog ispisa (prema Varvara i sur., 2021)

Za tintni ispis koriste se materijali niske viskoznosti koji nemaju dovoljnu mehanicku
¢vrstocu da zadrzi 3D strukturu, te se stoga koriste za ispis dvodimenzionalnih slika. Sa stajaliSta
preciznosti 1 to€nosti ispisa, klju¢na je kompatibilnost izmedu tinte i povrSine supstrata,

viskoznost, reoloska svojstva i temperatura tinte te brzina ispisa (Liu i sur., 2017).

2.3. MATERIJALI ZA 3D TISKANJE HRANE

Materijali za tiskanje 3D proizvoda mogu se klasificirati prema lako¢i ispisa, glavnim
komponentama povezanim s prehranom 1 zdravljem kao $to su proteini, Skrob, vlakna,
funkcionalni spojevi (npr. vitamini i antioksidansi) te prema podrijetlu materijala, kao $to su

tinte na bazi mlijeka, mesa, voca i povréa.

»Prirodno ekstrudibilni materijali” su oni s reoloskim 1 mehanickim svojstvima koji se
mogu izravno ekstrudirati bez dodavanja aditiva kao §to su npr. gume (Voon i sur., 2019).
Najpopularniji takvi materijali za ispis su ¢okolada i pire krumpir. Visok sadrzaj masti u
Cokoladi te Skroba u krumpiru takvim smjesama omogucéuju dobru sposobnost integracije
bioaktivnih spojeva 1 drugih funkcionalnih sastojaka koji poboljSavaju kvalitetu ispisa
(Escalante-Aburto i sur., 2021). Uz navedene materijale, sir (Le Tohic i sur., 2018) je takoder
namirnica koja se lako tiska, dok tijesto (Liu i sur., 2019) i Secerna pasta (Kim 1 sur., 2017)

predstavljaju nesto veci izazov.

Tradicionalna hrana kojoj nedostaju karakteristike potrebne za direktan ispis (npr. voée i
povrée, riza, meso i dr.) zahtjeva dodatak aditiva kojima se reguliraju reoloska i mehanicka
svojstva, ali i nutritivna vrijednost. Nutritivnu vrijednost cokolade moguce je povecati dodatkom

vitamina C, praha od brusnice ( Hao i sur., 2019) ili praha biljnih sterola (Mantihal i sur., 2019).



Severini i sur. (2018) su formulirali materijal za ispis od voca i povréa (mjesavina mrkve, kivija,
brokule, avokada i krusaka) s ribljim kolagenom kao koagulantom, dok su Kouzani i sur. (2017)
za 1ispis koristili smjesu konzervirane tune, cikle i muskatne tikve. Proces tiskanja nije
promijenio sadrzaj fenola, senzorske i antioksidacijske karakteristike. Sto se ti¢e 3D ispisa mesa,
Lipton i sur. (2010) su ispisali proizvod kompleksne strukture pure¢eg mesa i celera s dodatkom
transglutaminaze kao vezivnog sredstva, dok su Hertafeld i sur. (2019) koristili pastu od Skampa
ili mljevene piletine u kombinaciji s drugim sastojcima, poput bjelanjka. Nakon ispisa, proizvodi
su sporo kuhani ili przeni, a dobiven je mesni proizvod s dobrom sposobnosc¢u zadrzavanja

oblika (Escalante-Aburto i sur., 2021).

Primjenu u 3D ispisu hrane imaju i alternativni sastojci koji mogu zamijeniti tradicionalnu
hranu. Funkcionalne sastojke, poput proteina i vlakana, moguce je izolirati iz kukaca (Severini
i Derossi, 2016), algi, morskih algi ili gljiva (Sun i sur., 2015). Alternativni sastojci se u obliku
paste ili praha mogu mijesati s tradicionalnim sastojcima i koristiti za kreiranje individualnih

obroka (Escalante-Aburto i sur., 2021).

Tehnologijom 3D ispisa povecava se prihvatljivost uporabe netradicionalne hrane, poput
insekata (bogatih proteinima), morskih algi (bogatih dijetalnim vlaknima), voca i povrca
(bogatih vlaknima i bioaktivnim spojevima) ili mesa, koji zbog promjene oblika i sastava postaju

privla¢niji potroSacima (Escalante-Aburto i sur, 2021).

2.4. PERSPEKTIVA PRIMJENE 3D TISKANJA HRANE

Prakti¢na primjena 3D tiskane hrane je upravo u proizvodnji hrane prilagodene
individualnim zdravstveno-prehrambenim potrebama potrosaca. Posljednjih godina doslo je do
velikih promjena u personaliziranoj medicini, kontroli prehrane i terapijskim pristupima, ali i u
tehnoloskom razvoju povezanim s odrzivim prehrambenim inZenjerstvom te preradom i

obradom hrane (Tomasevic i sur., 2021).

2.4.1. Razvoj personalizirane 3D tiskane hrane

3D ispis hrane moze se koristiti za razvoj personalizirane hrane osoba s posebnim
prehrambenim potrebama. To znac¢i da sastojci koji se koriste u sastavu smjese za ispis imaju
poseban doprinos 1 prilagodeni su potrebama pojedinca. Na primjer, osoba s kroni¢cnom bolesti

bubrega treba prehranu s niskim udjelom kalija, pa se prilikom kreiranja obroka uvrStavaju



sastojci koji odgovaraju tom profilu (Varvara i sur., 2021). Ipak, proizvodnja personalizirane
hrane zahtjeva detaljan uvid u potroSacke i nutricionisticke studije. Potrosacke studije treba
provesti s fokusom na individualne prilagodbe kako bi se ispitale trenutne moguénosti 3D ispisa

hrane i prihvatljivost takve hrane kod potrosaca.

Sun i suradnici su 2018. objavili specifi¢nu analizu inovacija formulacija i naprednih profila
prehrane te analizu tehnika ispisa temeljenih na ekstruziji, digitaliziranom dizajnu i kontroli
prehrane. To ¢e omoguciti digitalno upravljanje 3D pisaCima za proizvodnju individualnih
obroka sa zeljenim nutritivnim i senzorskim karakteristikama. Vizija digitalne gastronomije jest
korisnicima omoguciti da putem racunala kontroliraju teksturu, strukturu, miris, okusa i vizualni

dozivljaj svakog obroka.

2.4.2. Pomoc¢ pri lijeCenju poremecaja gutanja

Bolesti prehrane, poput probavnih problema, intolerancija i alergija, uzrokovane
nepridrzavanjem dijetetskih i1 farmaceutskih mjera, ¢esto dovode do nepotrebne hospitalizacije.
Personalizirana 3D tiskana hrana ima potencijal da zadovolji prehrambene preporuke, a time

smanji komplikacije i hospitalizacije.

Takoder, 3D tiskana hrana ima visok potencijal primjene kod osoba S poremecajem
gutanja, kao $to je disfagija (lat. dysphagia). Hranu je moguce dizajnirati tako da se zadovoljava
posebne prehrambene potrebe pojedinca, a da pritom bude senzorski prihvatljiva i sigurna za
konzumaciju. Prilikom kreiranja obroka prema individualnim potrebama pojedinca, potrebno je
u obzir uzeti dob i zdravstveno stanje potrosaca, potencijalne alergije, intolerancije, itd.
(Hemsley i sur., 2019). Za pacijente s disfagijom naglasak je na konzistenciji i teksturi 3D
tiskane hrane jer neodgovarajuca tekstura moze uzrokovati gusenje i smrt (Hemsley i sur., 2015).
U tom kontekstu, Pant i sur. (2021) proucavali su poboljSavanje materijala za ispis 3D tiskane
hrane za osobe oboljele od disfagije. Glavna ideja je bila upotreba svjezeg povréa i ugljikohidrata
za ispis hrane zadovoljavajuce teksture i vizulanih senzorskih obiljezja, o¢uvanog okusa i
nutritivnog sastava. Takvu hranu je moguce distribuirati ili pripremati u bolnicama, starackim
domovima ili centrima za dnevnu skrb starijih osoba ili pacijenata sa srodnim bolestima. Kako
bi se proizvela hrana koja zadovoljava standarde Medunarodne inicijative za standardizaciju
prehrane za disfagiju (engl. International Dysphagia Diet Standardisation Initiative, IDDSI),

graSak, mrkva 1 kineski kupus su pasirani i mijeSani s razli¢itim hidrokoloidima (ksanan guma,



K-karagenan i guma rogaca koristeni u su razli¢itim kombinacijama i udjelima od 0,3 % do 1
%). Istrazivanje obuhvada ispitivanje reoloskih i teksturnih svojstava te sinerezu vode i
mikrostrukturu tinte, a dobiveni rezultati mogu biti korisni u izradi buduc¢ih modela za ispis 3D
tiskane hrane (Pant i sur., 2021).

2.4.3. Kreiranje nutritivno bogate 3D tiskane hrane za djecu

3D ispis hrane u kuénoj radinosti mogao bi imati velik utjecaj na unaprjedenje
prehrambenih navika u djece. Kreiranjem prirodnih, uravnotezenih i atraktivnih oblika Zeljene
teksture 1 okusa povecao bi se interes za konzumaciju voca, povréa i mahunarki. Ovom
tehnologijom mogu se kreirati raznovrsni atraktivni 3D tiskani oblici (npr. dinosauri, gusari,
superheroji, vile, svemirski brodovi i dr.) koji bi potencijalno djeci biti zanimljivi (Slika 6)
(Rubio i Hurtado, 2019).

Slika 6. Primjer 3D tiskane hrane za djecu (Stevenson, 2019)

2.4.4. Razvoj 3D tiskane hrane s probioticima u lijeCenju poremecaja probave

Sljedeca atraktivna primjena 3D tiskane hrane je u poboljSanju probavljivosti hrane i
gastrointestinalnog zdravlja. U ljudskom tijelu Zivi oko 10%* bakterija koje ¢ine mikrobiotu
covjeka. Najvise mikroorganizama ljudske mikrobiote smjesteno je upravo u crijevima, te imaju
veliki utjecaj na odrzavanje ljudskoga zdravlja. Crijevna mikrobiota ima ulogu u odrzavanju
homeostaze domacina, utjece na metabolicke procese, fizioloSke funkcije, imunoloski sustav,
probavu hrane te §titi od patogena, a poremecaj ravnoteze se povezuje s nekim bolestima

gastrointestinalnog trakta (Guinane i Cotter, 2013).

U nedavno provedenim istrazivanjima ispitana je moguénost uvodenja probiotika u 3D

tiskanu hranu s ciljem poboljSanja probavnih problema povezanih s gastrointestinalnim
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poremecajima. Liu i sur. (2020) su ispitivali izvedivost ukljuc¢ivanja Bifidobacterium animalis
subsp. Lactis BB-12®u pire krumpir koji se koristio za tisak 3D proizvoda. Zakljuéeno je da je
proizvodnja 3D tiskane hrane obogacene korisnim bakterijama moguca, a najbolji rezultat je
pokazao odrzivost iznad 9,773 log CFU/g, Sto je znacajno viSe od preporucene doze u

probiotickoj hrani (6 log CFU/g).

Zhu 1 sur. (2020) su dizajnirali viSestruki lijek proizveden 3D tiskanjem, a sastoji se od
jezgre i omotaca. Procijenjena je in vitro uc¢inkovitost otpustanja lijeka, njegov pozitivan u¢inak
na Bifidobacterium, te inhibitorni u¢inci na E coli. Modulacija otpustanja lijeka (proteoglikana)
uspjesno je kontrolirana geometrijom membrane koja sadrzi prebiotik stahiozu i pomoéne
materijale (celulozni acetat i poliakrilna smola Il). Stupanj proliferacije Bifidobacterium bifidum

povecao se do 294,2 %, a inhibitorni u¢inak na E.coli do 37 %.

2.4.5. Nutraceutski i funkcionalni 3D tiskani proizvodi

Najnoviji pristupi u dizajnu 3D tiskane hrane ukljucuju dodatak funkiconalnih i
nutraceutskih sastojaka za proizvodnju hrane s potencijalom poboljSanja zdravlja. Takva se
hrana moze upotrebljavati za promicanje javnog zdravlja ili smanjenje ucestalosti nezaraznih

bolesti (Zhao i sur., 2020).

Osobe koje boluju od dijabetesa ¢esto konzumiraju zamjenske zasladivace, poput maltitola
i ksilitola. Navedeni sintetski zasladivaci, u kombinaciji s mjeSavinom funkcionalnih
polisaharida, koriSteni su za izradu 3D tiskanog proizvoda na bazi cokolade. Formula
polisaharida ukljucuje ekstrakt gljive Ganoderma, gojija i liriope. Navedeni sastojci imaju
pozitivno djelovanje na ljudski organizam, ukljucujuéi regulaciju imuniteta, antioksidacijsko
djelovanje, inhibiciju tumora i svojstva protiv starenja. Dobiveni su nutritivno vrijedni 3D
proizvodi na bazi cokolade s dobrim teksturalnim karakteristikama ¢ine¢i ovaj proizvod dobrom

alternativom za dijabeticare (Escalante-Aburto i sur., 2021; Zhao i sur., 2020).

Kim i sur. (2018) su napravili procjenu upotrebe povréa kao izvora bioaktivnih spojeva u
materijalima za 3D ispis hrane. Za formulaciju materijala za ispis koriStena je smjesa praha
brokule, $pinata i mrkve u kombinaciji s hidrokoloidima, a postavke 3D ispisa i reoloSka svojstva
materijala procijenjeni su zadovoljavaju¢ima. Ipak, za proizvodnju funkcionalnog 3D obroka
nuzna je i in vivo i in vitro procjena antioksidacijskog kapaciteta. Severini i sur. (2018) su
napravili procjenu antioksidacijskog kapaciteta te odredili sadrzaj ukupnih fenola u 3D tiskanim
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smoothie sokovima proizvedenim od voca i povréa. Smoothie je sadrzavao mrkvu, krusku, Kiwi,
listove brokule i avokado, a ¢vrsta faza se tiskala na 3D pisacu pri razli¢itim procesnim
parametrima. Rezultati su pokazali da se nakon 8 dana skladiStenja (pri 5 °C) antioksidacijski
kapacitet nije promijenio, no doslo je do smanjenja ukupnih fenola od 44,2 %.

Primjenu u 3D tiskanju hrane nasao je i prah cvjetova gljive Cordyceps militaris koji u
smjesi s biljnim uljem i gumama daje dobar materijal za ispis bogat bioaktivnim spojevima. Ova
gljiva djeluje na poboljsanje imunoloSkog sustava te sadrzi veliku koli¢inu proteina,

kordicepina, superoksid dismutaze i mnoge druge korisne sastojke (Teng i sur., 2019).

2.4.6. Dizajn 3D tiskanih proizvoda s dodanim proteinima razli¢itog porijekla

Primjenu prehrambenih pasta, izradenih od materijala bogatih proteinima, Skrobom i
vlaknima, u 3D ispisu snack proizvoda istrazili su Lille i sur. (2018). Sastojci koristeni u
pripremi paste su modificirani prehrambeni $krob (iz vostanog kukuruza), fino mljevene razene
mekinje, koncentrati proteina zobi i faba, obrano i poluobrano mlijeko u prahu te celulozno
nanovlakno. 3D tiskanu hranu moguce je naknadno osusiti u suSioniku (ili u kuénim uvjetima
peénici) kako bi se dobio niskoenergetski i zdravi snack proizvod. IstraZivanje Anukiruthika i
sur. (2020) takoder je obuhvatilo 3D tiskane snack proizvode bogate vlaknima i1 proteinima.
Smjesa za tisak sastojala se od smrznutog praha gljiva, pSeni¢nog brasna i vode u razli¢itim
omjerima, a naknadnu obradu ¢ini izlaganje mikrovalovima razli€ite snage i trajanja s ciljem
dobivanja Sto boljih karakteristika okusa 1 produljenog roka trajanja. Nadalje, u proizvodnji 3D
tiskanih zdravih snack proizvoda otvoren je prostor za uporabu mnogih netradicionalnih i
alternativnih sastojaka kao §to su kompozitno brasno napravljeno od prosa, mung graha iz

obitelji obitelji Fabaceae i ajowan sjemenki (Trachyspermum ammi) (Krishnaraj i sur., 2019).

Sastojci mlije¢nih proizvoda, poput mlije¢nih proteina, mlije¢ne masti i laktoze, imaju
dobra tehnoloska svojstva za primjenu u tehnologiji 3D ispisa hrane (Ross i sur., 2019). Primjena
je usmjerena na dizajniranje prilagodene hrane s ciljem rjeSavanja specifi¢nih fizioloskih stanja,
poput intolerancije na laktozu ili alergije na proteine kravljeg mlijeka. Le Tohic i sur. (2018) su
kao materijal za 3D ispis koristili komercijalno dostupan topljeni sir koji je prije ispisa topljen,
ekstrudiran i solidificiran kako bi se postigla konzistencija smjese povoljna za 3D ipsis. Materijal
je pokazao dobra svojstva ispisa, teksture i okusa, no kako bi se mogao potrosacima ponuditi
kao personalizirana hrana, potrebno je napraviti procjenu bioraspolozivosti proteina tj. odrediti

iskoristivost proteina iz hrane.
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Proteini bjelanjka sastojci su visoke nutritivne 1 funkcionalne vrijednosti Sto ih Cini
obecavajuc¢im sastojkom materijala za 3D ispis hrane. Liu i sur. (2020) su formulirali materijal
za 1ispis koji se sastoji od proteina bjelanjaka, kukuruznog Skroba, Zelatine i saharoze te ga
optimirali za ispis kompleksnih 3D struktura. Ipak, joS bolja svojstva ispisa moguce je postici s
proteinima Zzumanjka u kombinaciji s rizinim braSnom (u omjeru 1:2), koji zbog interakcija
Skroba 1 proteina imaju dobra svojstva vezanja i1 sposobnost ispisa slozenih tekstura
(Anukiruthika i sur., 2020).

Kao alternativhu hranu, prvenstveno namijenjenu vegetarijancima, Spanjolski startup
NovaMeat proizveo je visoko proteinski odrezak sa senzorskim karakteristikama piletine ili
govedine. Proteini su biljnog porijekla, ekstrahirani iz rize, graSka te morskih algi (Vialva,
2018).

2.4.7. Primjena 3D tiskane hrane u lijecenju i kontroli alergija ili intolerancije na hranu

Rast pojava alergijskih reakcija dogodio se paralelno s ,,Velikom akceleracijom®, tj.
ubrzanim porastom ljudskih aktivnosti na Zemlji te promjenama okoliSa i1 stila Zivota
uzrokovanih urbanizacijom (Haahtela i sur., 2021). Prema nedavnim podacima procjenjuje se
da izmedu 1,1 1 10,8 % svjetske populacije ima alergiju na hranu, a trend alergija na hranu je u
porastu (Fetter, 2022). Diljem svijeta, najcesce alergije i intolerancije su na kazein, laktozu, jaja,
gluten, kikiriki, sezam, soju, fruktozu, orasaste plodove, ribu i Skoljke. Izuzev izbjegavanja
alergena 1 tretiranja nastalih alergijskih reakcija, lijek ne postoji, te se nastoje pronaci

alternativna prakti¢na rjeSenja (Loh i Tang, 2018).

Tvrtka WASP provela je projekt razvoja 3D pisaca za pripremu bezglutenske hrane u
kuhinji tradicionalnog restorana. DeltaWASP 2040 pisa¢ omogucuje proizvodnju peciva prema
zeljenoj recepturi, a sam pisa¢ zauzima malo prostora, kontrolira udio kalorija u hrani i ne

proizvodi otpad tijekom procesa pripreme (Moretti, 2017).

2.4.8. Primjena 3D tiskane hrane kao nosaca za razlicite lijekove

Primjena 3D tiska u farmaciji omogucila je izradu kompleksnih oblika razli€itih veli¢ina 1
struktura, varijacija doza te karakteristika otpustanja koje nije moguce proizvesti tradicionalnim

metodama proizvodnje. Prvi 3D tiskani lijek za oralnu konzumaciju odobrila je Uprava za hranu
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i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) 2016. godine. Lijek za epilepsiju

omogucavao je trenuta¢nu razgradnju aktivnog sastojka (Zidan, 2017).

Uporaba prirodnih tvari za proizvodnju 3D tiskanih lijekova jos je u fazi proucavanja. Ipak,
trend koriStenja biorazgradivih i biokompatibilnih spojeva kao $to su alginat, kitozan, Zelatina,
pektin, natrijev hijaluronat, ¢okolada i drugi, ima znacajnu prednost u odnosu na sintetske
materijale (Aguilar-de-Leyva i sur., 2020). Mnoge su studije fokusirane na razvoj 3D tiskanih
oblika koji ¢e se koristiti kao farmaceutski nosaci, no iako je ugradnja lijekova u hranu
revolucionaran koncept koji otvara prostor za niz inovativnih studija, znanstvena literatura je i

dalje ogranicena.

Karavasili i sur. (2020) su dizajnirali 3D tiskani lijek za oralnu primjenu kod pedijatrijskih
pacijenata koji sadrzava ibuprofen i paracetamol ukomponiran u ¢okoladu. Kao bazni materijal
za ispis koriStena je gorka ¢okolada, a kao nosac lijeka koristena je mjeSavina otopljene gorke
cokolade s kukuruznim sirupom u omjeru 1:1. Tiskani su upecatljivi i zanimljivi oblici kako bi
ih pacijenti bolje prihvatili. Zvakanjem proizvoda u simuliranoj slinovnici pokazalo se poveéano
otpustanje oba lijeka. Opcenito, uporaba 3D tiska u proizvodnji nosaca lijekova omogucila je

fleksibilnost u prilagodbi doza za odredene populacije i svrhe.

2.4.9. Primjena 3D tiskane hrane u svemirskim misijama

Rane svemirske ekspedicije, ukljuujuéi programe Gemini i Mercury, fokus su imale na
istrazivanje 1 razvoj kalori¢ne, hranjive i ukusne hrane, prvotno pakirane u tube ili kockice
veli¢ine zalogaja, a kasnije u limenke, vrecice ili u obliku prehrambenih plocica (Enfield i sur.,
2022). Danas NASA (engl. National Aeronautics and Space Administration, NASA) opskrbljuje
astronaute Medunarodne svemirske postaje (engl. International Space Station, ISS)
pojedina¢nim pakiranjima hrane, prethodno pripremljenima na Zemlji, koje je potrebno
jednostavno ugrijati, a dostupni su 1 razni liofilizirani prilozi 1 pi¢a koja je potrebno rehidratirati
vodom. Ipak, ograni¢eni resursi u ISS-u onemogucuju hladenje hrane, pa je rok trajanja takvih
proizvoda do 6 mjeseci (NASA, 2019). Osim kratkog roka trajanja, pojedinacna pakiranja
obroka zauzimaju puno prostora prije konzumacije, a njihova ambalaZza nakon konzumacije

postaje otpad.

Zdravlje posade klju¢no je za uspjeSnost svake misije, a odrzavanje prehrane astronauta

postaje sve veci izazov sa udaljavanjem od Zemlje, a tako i bilo kakve Sanse za misiju s
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opskrbom. Na primjer, misija slanja posade na Mars zahtjeva pripremu hrane za 5 godina
(Enfield i sur., 2022). Hrana mora ostati $to svjezija, sadrzavati to¢ne koliine potrebnih
hranjivih tvari, stvarati §to je moguée manje otpada i biti dovoljno ukusna kako bi je posada

nastavila jesti.

U tu svrhu NASA je 2013. objavila plan istrazivanja ,,Sustava 3D ispisa hrane za dugotrajne
svemirske misije“ kojima bi se omogucio ispis hrane tijekom misija, u svemiru. Dizajnirani
uredaj mora ukljuivati sustav za dugorofno i kratkoro¢no skladiStenje makro- i
mikronutrijenata, sustav za mijeSanje koji omogucuje formuliranje pasta i sustav za doziranje
konacnog proizvoda. Najveca prednost 3D ispisa hrane jest proizvodnja bez otpada, §to je

klju¢no na misijama velike udaljenosti (Irwin, 2013).

Upravo je iz tog istrazivanja 2016. nastao i Startup BeeHex koji se bazira na stvaranju
uredaja za 3D ispis hrane koji ¢e omoguciti astronautima raznolike obroke prilikom putovanja
na Mars. Prvi uredaj konstruiran u tu svrhu je Chef 3D, uredaj koji kreira pizzu po zelji brze i

sigurnije od ljudskog kuhara (NASA, 2019).

2019. godine ruski su astronauti prvi puta u povijesti tiskali meso u svemiru. Prehrambeno-
tehnoloSka tvrtka Aleph Farms biopsijom je ekstrahrala kravlje stanice te ih nacijepila na
hranjivu podlogu koja imitira okoli§ unutraSnjosti tijela krave i omogucuje im uvjete za
razmnozavanje. Stanice sa hranjivom podlogom su letjelicom Soyuz MS-15 poslane na ruski
segment ISS-a, gdje su procesirane na magnetskom pisacu ruske tvrtke 3D Bioprinting Solutions.
Konacno, pisa¢ je replicirao stanice kako bi proizveo misi¢no tkivo, a uzorci su vraceni na

zemlju kao dokaz koncepta ispisa mesa u mikrogravitaciji (Bendix, 2019)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ovog rada proveden je u dva dijela. U prvom dijelu istrazivanja
provedeno je optimiranje uvjeta 3D ispisa kase od jagode uporabom razlicitih programa ispisa
te dodatkom razli¢itih udjela i vrsta $krobova. U drugom dijelu istrazivanja, primjenom
odabranih parametara pripremljeni su uzorci iz ¢ijih su ekstrakata spektrofotometrijski odredeni

bioaktivni spojevi i antioksidacijski kapacitet.

3.1.MATERIJALI

3.1.1. Vo¢na sirovina

Kao osnovna sirovina u pripremi smjese za 3D ispis koristena je kaSa jagode (Fragaria x
ananassa Duch.) sorte ,,Albion* (Slika 7). Jagode su nabavljene putem tvrtke Jagodar-HB d.0.0
(Donja Lomnica, Zagrebacka zupanija). Nakon dopremanja jagoda u laboratorij, odstranjene su
im peteljke te su oprane, posusene stani¢evinom, zapakirane u plasti¢ne vrecice i skladiStene pri

-18 °C.

Slika 7. Svjezi plodovi jagode sorte ,,Albion‘

Jagode su usitnjene i homogenizirane Stapnim mikserom kako bi se pripremila kasa jagode
(kontrolni uzorak) kojoj su potom odredeni aktivitet vode i pH vrijednost. Aktivitet vode iznosio
je 0,95 pri temperaturi 21,6 °C, a pH vrijednost je iznosila 3,56. Ostalim uzorcima je prema
planu pokusa (Tablica 1) dodavan Skrob. Koristeni su kukuruzni Skrob (Gustin, Dr.Oetker,
Janossomorja, Madarska) i pSeni¢ni Skrob (Denes Natura Kft., PeCuh, Madarska) u udjelima od
10, 151 20 % (w/w). Svaki tip dobivene smjese tiskan je putem dva razli¢ita programa 3D ispisa
(vidi poglavlje 3.2.1.)
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema smjese za 3D ispis

Priprema kaSe od jagode zapocinje usitnjavanjem, prethodno odmrznutih plodova jagoda, te
homogenizacijom pomocu Stapnog miksera. Tocna odvaga kaSe jagode se potom prenosi u
staklenu ¢aSu te joj se dodaje $krob u udjelima od 10, 151 20 % (w/w). Smjesa kasSe jagode i
Skroba se potom kontinuirano mijeSa i zagrijava na magnetskoj mijesalici do konstantne
temperature (oko 70 °C) s ciljem povecanja viskoznosti i dobivanja homogene smjese. lako su
Liu i sur. (2018) u pripremi smjese za 3D ispis s krumpirovim §krobom zagrijavanje u vodenoj
ovom je eksperimentu vrijeme zagrijavanja bilo znatno kraée te je zaustavljeno u trenutku kad
je postignuta Zeljena konzistencija kako bi se nutritivni sastav jagode maksimalno o¢uvao. Po
zavrSetku zagrijavanja 1 Zelatinizacije Skroba, smjesa se hladi na sobnu temperaturu te podvrgava

3D ispisu.

3.2.2. lzvedba 3D ispisa

Za 3D ispis smjese koristen je Foodini 3D pisa¢ (Natural Machines, Barcelona, Spanjolska)
(Slika 8.). Ispis se temelji na postupku ekstrudiranja, a svi dijelovi pisac¢a koji dolaze u dodir sa
hranom su napravljeni od materijala sigurnih za hranu. Kapsule za ispis izradene su od
nehrdajuceg celika (X10 CrNi 18-8), svi plasti¢ni dijelovi izradeni su od polikarbonata i/ili

polipropilena bez prisutnosti Bisfenola A, a podloga za ispis izradena je od silikona sigurnog za
hranu (Natural Machines, 2022).

Slika 8. Foodini 3D pisa¢ (Natural Machines, 2022)
Uredaj ima mogucnost postavljanja 5 kapsula (punjenih istom ili razli¢itom smjesom) koje

se tijekom ispisa automatski izmjenjuju prema zadanom programu ispisa. U ovom radu su
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koristene kapsule volumena 100 mL i promjera mlaznice 4 mm, koje se pune smjesom kase
jagode i Skroba pri sobnoj temperaturi, te se napunjene kapsule stavljaju u nosac postavljen s
unutarnje strane 3D pisac¢a. Odabir Zeljenog oblika 1 ostalih parametara ispisa postavljeni su
putem Foodini Creator Software-a na racunalu. Za 3D ispisivanje odabran je oblik srca s tri sloja
(Slika 9), a 3D ispis se provodio putem dva razli¢ita programa koji se razlikuju u brzini ispisa,
debljini ispisne linije, brzini protoka smjese te visini mlaznice prvog sloja. Na svakom pocetku

3D ispisa, uredaj provodi testno ekstrudiranje smjese kako bi se provjerila prohodnost mlaznice.

Slika 9. Odabrani oblik za 3D ispis kaSe jagode

Smjesa kase jagode s dodatkom pSenicnog ili kukuruznog skroba u razli¢itim postotcima
ispisuje se na oba programa te su dobiveni uzorci (Tablica 1) iz kojih se mjeri pH vrijednost, aw
vode te rade ekstrakti za daljnje analize bioaktivnih spojeva i antioksidacijog kapaciteta. Uzorak
1 se odnosio na kontrolni uzorak, u koji se nije dodavao $krob te koji nije podvrgnut postupku

3D-tiskanja.

Tablica 1. Plan pokusa 3D ispisa za proizvode od jagoda

Uzorak Skrob Udio §kroba | Program
1 - - -
; =
C e |
s an 1
z T
el I T
: an 1
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3.2.3. Odredivanje aktiviteta vode (aw)

Aktivitet vode i temperatura uzoraka odredivani su aw metrom (AquaLab, P08584, Decagon
Devices, Pullman, USA). Uredaj je prije prve upotrebe kalibriran. Kako bi se izvrSilo mjerenje,
uzorak se nanosi na standardnu CaSicu za mjerenje tako da je cijela povrSina CaSice prekrivena
uzorkom. OCcitani rezultati prikazani su kao srednja vrijednost dva paralelna mjerenja =+

standardna devijacija.

3.2.4. Odredivanje pH vrijednosti

Mjerenje pH vrijednosti odreduje se pH-metrom (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee,
Svicarska), uranjanjem kombinirane elektrode u homogenizirani uzorak i oéitavanjem pH

vrijednosti.

Priprema uzorka: U ¢asu od 25 mL odvaze se 5 g 3D tiskanog uzorka, te se doda 5 mL destilirane

vode. Prije odredivanja pH vrijednosti, uzorak se dobro homogenizira staklenim Stapi¢em.

Postupak odredivanja: Prije prvog mjerenja potrebno je pH-metar bazdariti s puferima poznate

pH vrijednosti. Nakon baZdarenja, pH vrijednost se ocitava uranjanjem elektrode u uzorak.
Ocitani rezultati prikazani su kao srednja vrijednost dva paralelna mjerenja + standardna

devijacija.

3.2.5. Priprema ekstrakta

Ekstrakcija 3D ispisanih uzoraka potpomognuta je ultrazvukom te se provodi primjenom
ultrazvuénog procesora (UP400St, Hielscher Ultrasound Technology, Njemacka) (slika 10).
Djelovanjem ultrazvuka nastaju kavitacijski mjehuri¢i koji razbijaju stani¢nu strukturu
materijala, omogucivsi tako bolje prodiranje otapala u matriks, $to posljedicno povecava
prijenos mase i skracuje trajanje ekstrakcije (Putnik i sur., 2017). Kao ekstrakcijsko otapalo

koriStena je vodena otopina metanola (80 %, v/v) s 1%-tnom mravljom kiselinom (v/v).
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Slika 10. Ultrazvucni ekstraktor (Hielscher, 2022)

Aparatura i pribor:

Ultrazvuéni ekstraktor (UP400St, Hielscher Ultrasound Technology, Njemacka)
Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
Odmjerne tikvice, volumena 50 mL, 1 L

Menzura, volumena 50 mL, 1 L

Pipeta, volumena 10 mL

Stakleni lijevak, filter papir

Plasti¢ne falkonice volumena 50 mL

Staklena ¢asSe, volumena 100 mL

Metalna Spatula

Otapala i reagensi:

Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

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

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

Priprema: 80 %-tni metanol priprema se u odmjernoj tikvici od 1 L tako da se u nju
prenese 800 mL metanola te se nadopuni destiliranom vodom do oznake. U drugu se
odmjernu tikvicu od 1 L prenese 10 mL mravlje kiseline i nadopuni se do oznake s

prethodno pripremljenim 80 %-tnim metanolom.

20



Postupak ekstrakcije:

Na analitickoj vagi u staklenu ¢asu od 100 mL odvaze se 10 g 3D ispisanog uzorka (tj. kasa
jagode kao kontrolni uzorak) te se nadoda 40 mL ekstrakcijskog otapala. Pripremljena smjesa
se ekstrahira pomocu ultrazvu¢nog procesora, a zadani parametri ekstrakcije su: amplituda 50
%, puls 100 % i ekstrakcijesko vrijeme 5 minuta. Nakon provedene ekstrakcije, ekstrakt se od
taloga odvoji u odmjernu tikvicu od 50 mL preko staklenog lijevka i filter papira, a potom se
nadopuni do oznake ekstrakcijskim otapalom. Dobiveni ekstrakti se prebace u plasticne

falkonice volumena 50 mL te se uzorci ¢uvaju na 4 °C do provedbe ostalih analiza.

3.2.6. Odredivanje bioaktivnih spojeva

3.2.6.1.0dredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli se odreduju spektrofotometrijskom metodom u alkoholnom ekstraktu
uzorka. Metoda se temelji na reakciji obojenja fenola i Folin-Ciocalteu reagensa koja se prati
mjerenjem intenziteta obojenja pri 725 nm (Yuan i sur., 2018). Kvantifikacija rezultata analize

se provodi iz bazdarnog dijagrama putem galne kiseline kao fenolnog standarda.

Aparatura i pribor:

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

e Staklene kivete

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

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

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

e Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

e Mikropipete Eppendorf, volumena 200 pnL 1 1000 pL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

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

e Staklena ¢asa volumena 200 mL

e Staklena menzuraod 100 mLi1lL

Otapala i reagensi:

e Folin-Ciocalteu reagens (Fisher Scientific UK, Loughborough, Velika Britanija)
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Priprema: Reagens je prije upotrebe potrebno razrijediti 5 puta sa destiliranom vodom

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

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

e Otopina natrijevog karbonata, 7,5 % (w/v)
Priprema: 75 g anhidrida natrijeva karbonata odvaZze se u staklenoj ¢asi, kvantitativno se
uz pomo¢ destilirane vode prenese u odmjernu tikvicu od 1 L i nadopuni destiliranom
vodom do crte.

e Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

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

e 1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (vidjeti poglavlje 3.2.5.)

e Standard galne kiseline 97,5 - 102,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, Kina)

e Otopina standarda galne kiseline (5 g/L):
Priprema: 500 mg galne kiseline odvaze se u plasti¢noj ladici i1 kvantitativho prenese u
odmjernu tikvicu od 100 mL pomocu 10 mL 96 %-tnog etanola. Kada se galna kiselina

u potpunosti otopi u etanolu, tikvica se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u poglavlju 3.2.5.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se redom otpipetira 4 puta razrijeden uzorak (100 pL ekstrakta i1 300 pL.
ekstrakcijskog otapala), 400 pL F.C. reagensa i1 4 mL 7,5 % otopine natrijeva karbonata.
Reakcijska smjesa se kratko homogenizira na vortex uredaju, te se uzorci ostave stajati 20
minuta, nakon ¢ega se na spektrofotometru mjeri apsorbancija pri 725 nm. Odredivanje se

provodi u dvije paralele, a za slijepu probu se namjesto uzorka ekstrakcijsko otapalo.

Izrada bazdarnog dijagrama:

Postupak pripreme za izradu bazdarnog dijagrama je identican protokolu za odredivanje ukupnih
fenolnih spojeva u uzorku, ali se razlikuje u tome §to se umjesto 400 pL ekstrakta dodaje 400
uL galne kiseline poznate koncentracije (10, 25, 50, 100, 150 i 250 mg/L). Galna kiselina
poznate koncentracije se priprema iz otopine standarda galne kiseline (5 g/L) pipetiranjem
alikvota u odmjerne tikvice od 25 mL i nadopunjavanjem destiliranom vodom do oznake. Na

isti nacin se priprema i slijepa proba, ali umjesto standarda uzima se destilirana voda. 1z
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izmjerenih vrijednosti apsorbancije i koncentracije standarda galne kiseline dobije se bazdarni
dijagram ¢ija jednadzba glasi (1):
y =0,0078x - 0,0032 [1]
R?=0,9983
gdje je:
y - apsorbancija uzorka pri 725 nm

X - koncentracija galne kiseline (mg/L )

3.2.6.2. Odredivanje polimernih proantocijanidina

Polimerni proantocijanidini se odreduju temeljem specifi¢ne reakcije obojenja spojeva iz
skupine flavan-3-ola s vanilinom. Intenzitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski pri
500 nm (Sun i sur., 1998)

Aparatura i pribor:

e Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Germany)
e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Germany)

e Staklene kivete

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

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

e Mikropipete Eppendorf volumena 100 pL 1 1000 pL

e Odmijerne tikvice, volumena 25 mL, 50 mL i 100 mL

e Menzura, volumena 100 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula

e Staklene ¢aSe volumena 50 mL, 100 mL 1 250 mL

Priprema kemikalija za analizu:

e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén TM, Francuska)
e Vanilin, 99 % (ThermoFisher, Kandel, Njemacka)
¢ 1 %-tna metanolna otopina vanilina
Priprema: U odmjernoj tikvici od 100 mL se otopi 1 g vanilina i nadopuni do oznake 100

%-tnim metanolom.
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e Koncentrirana H2SO4, 96 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

e 25%-tna otopina H2SO4
Priprema: U odmjernu tikvicu od 50 mL u koju je dodano malo 100 %-tnog metanola
(cca 20 mL) prenese se 13,02 mL 96 %-tne H2SOa. Tikvica se tjeckom dodavanja drzi u
hladnoj vodenoj kupelji, a koncentrirana H2SO4 se dodaje u malim obrocima. Po
zavrsetku dodatka kiseline, tikvica se do oznake nadopuni 100 %-tnim metanolom.

e Standard katehina (5 g/L)
Priprema: 500 mg standarda katehina odvaze se u plasti¢noj ladici i kvantitativno prenese
u odmjernu tikvicu od 100 mL pomoc¢u 10 mL 100 %-tnog metanola. Kada se katehin u

potpunosti otopi u metanolu, tikvica se metanolom nadopuni do oznake.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao $to je opisano u poglavlju 3.2.5.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se redom pipetira 2,5 mL 1 %-tnog vanilina, 2,5 mL 25 %-tne otopine
H2SO41 1 mL ekstrakta. Reakcijska smjesa se kratko homogenizira na vortex uredaju, a nakon
10 minuta stajanja na sobnoj temperaturi mjeri se apsorbancija pri 500 nm. Slijepa proba se
priprema na isti nacin, ali umjesto ekstrakta se koristi ekstrakcijsko otapalo. Za svaki uzorak

provedu su paralelna mjerenja.

Izrada bazdarnog dijagrama:

Postupak pripreme za izradu bazdarnog dijagrama je identi¢an protokolu za odredivanje
polimernih proantocijanidina u uzorku, ali se razlikuje u tome Sto se umjesto 1 mL ekstrakta
dodaje 1 mL otopine katehina poznate koncentracije (10, 30, 60, 90, i 120 mg/L). Otopina
katehina poznate koncentracije priprema se iz otopine standarda katehina (5 g/L), pipetiranjem
alikvota u odmjerne tikvice od 25 mL i nadopunjavanjem do oznake 100 %-tnim metanolom.
Na isti na¢in se priprema i slijepa proba, ali umjesto standarda uzima se metanol. Iz izmjerenih
vrijednosti apsorbancije i1 koncentracije katehina dobije se bazdarni dijagram ¢ija jednadzba

glasi (2):
y =0,0053x - 0,0124 [2]
R?=0,9985

gdje je:

y - apsorbancija uzorka pri 500 nm
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X - koncentracija katehina (mg/L)

3.2.6.3. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavanola

Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavanola provodi se u metanolnom
ekstraktu uzorka u kojem dolazi do kolorne reakcije uzorka i1 klorovodi¢ne kiseline. Intenzitet
nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrom pri 320 nm za hidroksicimetne kiseline i 360 nm
za flavanole (Howard i sur., 2003). Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se
pomocu jednadzbe bazdarnog pravca za klorogensku kiselinu, a ukupnih flavanola pomocu

jednadzbe bazdarnog pravca za kvercetina.

Aparatura i pribor:

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

e Staklene i kvarcne kivete

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

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 25 mL i 100 mL

e Menzura, volumena 100 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

Otapala i reagensi:

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

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

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

e Klorovodi¢na otopina (2 g/L HCI u vodi)
Priprema: U odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira se 0,454 mL 37 %-tne HCI i

nadopuni do oznake destiliranom vodom.
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e Standard kvercetin hidrat 95 % (Acros Organics, Kina)

e Otopina standarda kvercetina (600 mg/L)
Priprema: 60 mg standarda kvercetina odvaze se u plasticnoj ladici 1 kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL pomoc¢u 30 mL 100 %-tnog metanola. Kada se
kvercetin u potpunosti otopi u metanolu, tikvica se metanolom nadopuni do oznake.

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

e Otopina standarda klorogenske kiseline (600 mg/L)
Priprema: 60 mg standarda klorogenske kiseline odvaze se u plasti¢noj ladici i
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL pomocu 30 mL 100 %-tnog
metanola. Kada se klorogenska kiselina u potpunosti otopi u metanolu, tikvica se

metanolom nadopuni do oznake.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u poglavlju 3.2.5.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se redom pipetira 250 pL ekstrakta, 250 uL 1 g/L HC1 u 96 %-tnom etanolu
i 4,55 mL 2 g/L HCI. Prije mjerenja apsorbancije reakcijska smjesa se kratko homogenizira na
vortex uredaju. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina mjeri se apsorbancija na 320
nm koriste¢i kvarcne kivete, dok se za odredivanje ukupnih flavanola koriste staklene kivete i
mjeri se apsorbancija na 360 nm. Slijepa proba se priprema na isti nacin, ali umjesto ekstrakta

se koristi ekstrakcijsko otapalo. Za svaki uzorak provedu se paralelna mjerenja.

Izrada bazdarnog pravca klorogenske kiseline:

Postupak pripreme za izradu bazdarnog dijagrama klorogenske je identiCan protokolu za
odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina u uzorku, ali se razlikuje u tome §to se umjesto
250 pL ekstrakta dodaje 250 pL otopine klorogenske kiseline poznate koncentracije (10, 25, 50,
75, 100, 150, 200, 300 i 500 mg/L). Otopina klorogenske kiseline poznate koncentracije se
priprema iz otopine standarda (600 mg/L), pipetiranjem alikvota u odmjerne tikvice od 25 mL i
nadopunjavanjem do oznake 80 %-tnim metanolom. Na isti nacin se priprema i slijepa proba,
ali umjesto standarda uzima se 80 %-tni metanol. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancije i
koncentracije klorogenske kiseline dobije se bazdarni dijagram ¢ija jednadzba glasi (3):

y = 0,0025x - 0,0038 [3]

R?=0,9996

gdje je:
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y — apsorbancija pri 320 nm,
x — koncentracija klorogenske kiseline (mg/L).

Izrada bazdarnog pravca kvercetina:

Postupak pripreme za izradu bazdarnog dijagrama kvercetina jednak je postupku izrade
bazdarnog pravca klorogenske kiseline, ali se razlikuje u tome Sto se umjesto standarda
klorogenske kiseline koristi standard kvercetina (600 mg/L) iz kojega se rade daljnja razrjedenja,
a do oznake se nadopunjava 100 %-tnim metanolom. Na isti na¢in se pripremi i slijepa proba,
ali umjesto standarda uzima se 100 %-tni metanol. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije i
koncentracije klorogenske kiseline dobije se bazdarni dijagram ¢ija jednadzba glasi (4):

y = 0,0026x + 0,0083 [4]

R? =0,9995
gdje je:
y — apsorbancija pri 360 nm,

X — koncentracija kverecetina (mg/L).

3.2.6.4. Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi se odreduju u metanolnom ekstraktu gdje dolazi do kolorne reakcije
flavonoida sa aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom. Intenzitet obojenja mjeri se
spektrofotometrom pri 415 nm (Chang 1 sur., 2002). Kvantifikacija se provodi iz jednadZzbe

bazdarnog pravca za standard kvercetina.

Aparatura i pribor:

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

e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

e Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL

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

e Menzura, volumena 100 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete
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Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula

Otapala i reagensi:

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

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

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

Aluminijev klorid, 10 % (w/v)

Priprema: 10 g aluminijevog klorida otopi se u 10 mL destilirane vode, kvantitativno se
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se potom nadopuni do oznake destiliranom
vodom.

Kalijev acetat, 99 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija)

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 koja se potom nadopuni do oznake destiliranom
vodom.

Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (vidjeti poglavlje 3.2.5.)

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

Otopina standarda kvercetina (200 mg/l)

Priprema: 20 mg standarda kvercetina odvaZe se u plasti¢noj ladici 1 kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu od 200 mL uz pomo¢ 10 mL 100 %-tnog metanola. Kada se

kvercetin u potpunosti otopi u metanolu, tikvica se metanolom nadopuni do oznake.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u poglavlju 3.2.5.

Postupak odredivanja;

U staklenu epruvetu redom se pipetira 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 se priprema na isti nacin, ali umjesto ekstrakta se uzima ekstrakcijsko otapalo, a umjesto

10 %-tnog aluminijevog klorida se dodaje destilirana voda. Reakcijska smjesa se kratko

homogenizira na vortex uredaju, a nakon 30 minuta mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od

415 nm. Za svaki uzorak provedena su paralelna mjerenja.
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Postupak izrade bazdarnog dijagrama kvercetina:

Postupak pripreme za izradu bazdarnog dijagrama kvercetina identi¢an je protokolu za
odredivanje ukupnih flavonoida u uzorku, ali se razlikuje u tome Sto se umjesto 0,5 mL ekstrakta
dodaje 0,5 mL otopine kvercetina poznate koncentracije (10, 25, 50, 75, 100, 150 i 200 mg/L).
Otopina kvercetina poznate koncentracije se priprema iz otopine standarda (200 mg/L),
pipetiranjem alikvota u odmjerne tikvice od 25 mL i nadopunjavanjem do oznake 100 %-tnim
metanolom. Na isti na¢in se priprema i slijepa proba, ali umjesto standarda uzima se 100 %-tni
metanol, a umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida destilirana voda.. 1z izmjerenih vrijednosti
apsorbancije 1 koncentracije klorogenske kiseline dobije se bazdarni dijagram ¢ija jednadzba
pravca glasi (5):

y = 0,0064x - 0,0362 [5]

R?=0,9998
gdje je:
y — apsorbancija pri 415 nm,

X — koncentracija kvercetina (mg/L).

3.2.6.5. Odredivanje monomernih antocijana

Monomerni antocijani se odreduju na temelju svojstva pigmenata da pri promjeni pH
dolazi do promjene njihove kemijske strukture, a posljedicno i do promjene maksimuma
apsorpcije. Snizenjem pH otopine dolazi do povecanja apsorpcije i obrnuto, a koncentracija
antocijana proporcionalna je razlici apsorbancija u otopinama dvije razliite pH vrijednosti pri

valnoj duljini maksimalne apsorpcije za pojedine antocijane (AOAC, 1990).

Aparatura i pribor:

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

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

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

e Staklene ¢aSe, volumena 100 mL i 1000 mL

e Stakleni lijevak, filter papir

o Staklene kivete

e Analiti¢ka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Germany)
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Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula
Mikropipete Eppendorf, volumena 1000 puL 1 5000 uL
Staklene epruvete i stalak za epruvete

Odmjerne tikvica volumena 1000 mL

Otapala i reagensi:

Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Czech Republic)

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

1%-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (vidjeti poglavlje 3.2.5.)

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 (Kalij klorid 0,025 M):

Priprema: 1,86 g kalijeva klorida odvaze se u plasti¢noj ladici 1 kvantitativno prenese u
staklenu ¢asu volumena 1 L, prethodno dobro ispranu deioniziranom vodom. U ¢asu se
doda 960 mL deionizirane vode kako bi se odvaga otopila. Otopini se izmjeri pH i
korigira se na vrijednost 1 (£0,05) s klorovodi¢nom kiselinom (37 %). Podesena otopina
se prenese u odmjernu tikvicu od 1 L i nadopuni do oznake deioniziranom vodom.
Natrij acetat anhidrid 99 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Germany)

Natrij acetatni pufer pH 4,5 (natrij acetat 0,4 M)

Priprema: 54,43 g natrijeva acetata trihidrata odvaZze se u ¢asu od 100 mL te se
kvantitativno prenese u caSu volumena 1L, prethodno dobro ispranu deioniziranom
vodom. U ¢asu se doda 930 mL deionizirane vode kako bi se odvaga otopila. Otopini se
izmjeri pH 1 korigira se na vrijednost 4,5 (+0,05) s klorovodi¢nom kiselinom (37%).
Podesena otopina se prenese u odmjernu tikvicu od 1 L i nadopuni do oznake

deioniziranom vodom.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u poglavlju 3.2.5.

Postupak odredivanja:

Za svaki uzorak reakcije se postavljaju u dvije epruvete ( pri pH=1 i pH=4,5). U svaku se

epruvetu otpipetira po 1 mL ekstrakta, potom se u jednu epruvetu doda 4 mL pufera pH=1, a u

drugu pH=4,5. Nakon 20 minuta spektrofotometrom se mjere apsorbancije pri 520 i 700 nm, uz

deioniziranu vodu kao slijepu probu. Za svaki uzorak provedena su paralelna mjerenja.
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Izraunavanje:

Monomerni antocijani u uzorku se odreduju kao ekvivalent pelargonidin-3-glukozida prema
formuli (6):

A XMVXDFx103
exl

[6]
gdje je (7):
A = (Aszonm — A7OOnm)pH=1 - (ASZOnm - A7OOnm)pH=4,5 [7]

MW (molekulska masa pelargonidin-3-glukozida) = 468,8 g/mol

DF - faktor razrjedenja

10° — faktor preradunavanja g u mg

¢ (molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent za pelargonidin-3-glukozida u otapalu 1 %
HCI/MeOH) = 31600 L/mol cm

| — debljina kivete

3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

3.2.7.1. DPPH metoda

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom temelji se na reakciji stabilnog
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala i fenolnog spoja, pri ¢emu dolazi do kolorne reakcije ¢iji
apsorpcijski maksimum se postize u vidljivom dijelu spektra (517 nm). Do reakcije dolazi
sparivanjem nesparenog elektrona DPPH radikala s vodikom fenolnog spoja pri ¢emu nastaje
reducirani oblik DPPH-H, a boja se mijenja iz ljubiCaste u zutu. Promjena boje je u
stehiometrijskom odnosu sa 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 Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Pipete, volumenal mL,2mL,5mLi10 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL
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Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 100 mL
Staklene epruvete i stalak za epruvete
Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

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

Otapala i reagensi:

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

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD)

Otopina DPPH 0,2 mM u 100 %-tnom metanolu (v/v)

Priprema: 0,0079 g DPPH radikala odvaze se u plasticnoj ladici za vaganje te se
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL uz pomo¢ 100 %-tnog metanola.
Tikvica se nadopuni do oznake sa 100 %-tnom metanolom, a otopina se do uporabe ¢uva
u mraku.

Otopina DPPH 0,5 mM u 100 %-tnom metanolu (v/v)

Priprema: 0,02 g DPPH radikala odvaze se u plasticnoj ladici za vaganje te se
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL uz pomo¢ 100 %-tnog metanola.
Tikvica se nadopuni do oznake sa 100 %-tnim metanolom, a otopina se do upotrebe ¢uva
u mraku.

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

Otopina Troloxa 1 mM

Priprema: 0,025 g Troloxa odvaZe se u plasti¢noj ladici za vaganje i1 kvantitativno se
prenese 100 %-tnim metanolom u odmjernu tikvicu od 100 mL. Tikvica se do oznake

nadopuni 100 %-tnim metanolom.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao $to je opisano u poglavlju 3.2.5.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se otpipetira 1,5 mL ekstrakta i 3 mL 0,5 mM otopine DPPH. Za kontrolu

se pipetira 1,5 mL 100 %-tnog metanola i 3 mL 0,5 mM otopine DPPH. Izmjerena apsorbancija

pojedinih uzoraka se oduzima od apsorbancije kontrole. Kao slijepa proba koristi se 100 %-tni

metanol. Nakon postavljanja reakcije, epruvete stoje u mraku 20 minuta, a potom im se mjeri

apsorbancija pri 517 nm. Za svaki uzorak provedu se paralelna mjerenja.
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Postupak izrade bazdarnog dijagrama standarda Troloxa:

Otopine Troloxa poznatih koncentracija pripremaju se iz alikvotne otopine standarda
koncentracije 1 mM na nacin da se pripreme razrjedenja u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125
1 150 uM u odmjernim tikvicama volumena 25 mL. Postavljanje reakcije identi¢no je kao i u
postupku odredivanja, samo se umjesto ekstrakta uzima odgovarajuce razrjedenje standarda
Troloxa. Kontrola i slijepa proba identi¢ni su kao i u postupku odredivanja. 1z izmjerenih
vrijednosti apsorbancije 1 koncentracije standarda Troloxa izraduje se bazdarni dijagram cija
jednadzba pravca glasi (8):

y =-0,0037x + 2,3781 [8]

R? =0,9994
gdje je:
y — apsorbancija pri 517 nm,

X — koncentracija Troloxa (uM).

3.2.7.2. FRAP metoda

FRAP metoda odredivanja antioksidacijskog potencijala temelji se na redukcijskoj reakciji
zuto obojenog kompleksa TPTZ-a (Zeljezo-2,4,6-tris-2-piridil-s-tirazin) u plavo obojeni

kompleks sa apsorpcijskim maksimumom 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 Elektricna 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 1 5000 uL
e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL, 50 mL, 100 mL i 1L
e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula
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Staklena ¢asa, volumena 250 mL

Priprema kemikalija za analizu:

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

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

Otopina Troloxa, 1 mM

Priprema: 0,025 g Troloxa odvaZe se u plasticnoj ladici za vaganje i1 kvantitativno se
prenese 100 %-tnim metanolom u odmjernu tikvicu od 100 mL. Tikvica se do oznake
nadopuni 100 %-tnim metanolom.

Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceﬁka)

Klorovodic¢na kiselina, 40 mM

Priprema: 330 puL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline otpipetira se u tikvicu od 100 mL koja
se zatim nadopuni se do oznake destiliranom vodom.

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

Otopina TPTZ-a, 10 mM

Priprema: 0,156 g TPTZ-a odvaze se u plasti¢cnoj ladici i kvantitativno prenese u
odmjernu tikvicu volumena 50 mL koja se potom nadopuni do oznake 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom.

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

Otopina zeljezo (III) klorida heksahidrata, 20 mM

Priprema: 0,2705 g zeljezo (III) klorida heksahidrata odvaZe se u plasticnoj ladici 1
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 50 mL koja se zatim nadopuni do
oznake destiliranom vodom.

Glacijalna octena kiselina, > 99,8 % (Honeywell, Fluka ™, Seelze, Njemacka)

Natrijev acetat trihidrat otporan prema Kkalijevu permanganatu (Kemika, Zagreb,
Hrvatska)

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

Priprema: 3,1 g natrij acetat trihidrata odvaZe se u plasti¢noj ladici i1 destiliranom vodom
se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 1 L u koju se zatim otpipetira 16
mL glacijalne octene kiseline. Tikvica se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

FRAP reagens
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Priprema: U staklenu ¢asu volumena 250 mL pomijesa se 170 mL acetatnog pufera (0,3

M), 17 mL TPTZ reagensa i 17 mL otopina zeljezo (III) klorida heksahidrata (20 mM).

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u poglavlju 3.2.5.

Postupak odredivanja:

U staklene epruvete redom se otpipetira 600 puL ekstrakta razrijedenog 10 puta 14,5 mL FRAP
reagensa. Reakcijska smjesa se kratko homogenizira na vortex uredaju i 10 minuta termostatira
u vodenoj kupelji pri 37 °C. Slijepa proba sadrzava sve osim ekstrakta, umjesto kojeg se dodaje

ekstrakcijsko otapalo. Nakon 10 minuta ocitava se apsorbancija pri 593 nm.

Postupak izrade bazdarnog dijagrama standarda Troloxa:

Otopine Troloxa poznatih koncentracija pripremaju se iz alikvotne otopine standarda
koncentracije 1 mM na nacin da se pripreme razrjedenja u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125
1 150 uM u odmjernim tikvicama volumena 25 mL. Postavljanje reakcije identi¢no je kao i u
postupku odredivanja, samo se umjesto ekstrakta uzima odgovarajuce razrjedenje standarda
Troloxa. Slijepa proba sadrzava sve osim ekstrakta, umjesto kojeg se dodaje 100 %-tni metanol.
Reakcijska smjesa teromostatira se 10 minuta u vodenoj kupelji pri 37 °C, a potom se mjeri
apsorbancija. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancije pri 593 nm i koncentracije standarda
Troloxa izraduje se bazdarni dijagram ¢ija jednadzba pravca glasi (9):

y = 0,005x - 0,0081 [9]

R? =0,9992
gdje je:
y — apsorbancija pri 593 nm,

X — koncentracija Troloxa (uM).

3.2.8. Statisti¢ka obrada podataka

Eksperimenti su dizajnirani kao puni faktorski randomizirani eksperimentalni dizajn. Za
karakterizaciju uzoraka koriStena je deskriptivna statistika. Diskretne varijable testirane su
MANOVA analizom, a za neparametrijsku analizu koristen je Kruskal Wallis test. Razina
znacajnosti za sve testove bila je a<0,05, a rezultati su analizirani pomocu statistickog programa

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

U ovom istrazivanju analizirano je ukupno 13 uzoraka koji se medusobno razlikuju prema
vrsti i udjelu Skroba te programu koriStenom za 3D ispis (vidi poglavlje 3.2.2., tablica 1). Zavisne
varijable koje su mjerene eksperimentalno, a potom statisticki analizirane obuhvacaju aw i pH
vrijednosti, bioaktivne spojeve i antioksidacijske kapacitete. Statisticka obrada obuhvaca

MANOVA analizu i Kruskal Wallis test, a rezultati su prikazani u sljede¢im poglavljima.

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

Pomoc¢u Kruskal Wallis testa dobiven je prikaz usporedbe rangova prosjeka prema aktivitetu
vode (aw) i pH vrijednosti izmedu kontrolnog uzorka (kasa jagode bez dodatka Skroba) i 3D
tiskanih uzoraka koji sadrze razli¢ite tipove Skroba (Slika 11).

Skrob je hidrokoloid koji se u ovom istrazivanju koristi za modifikaciju konzistencije smjese
kako bi se omogucio 3D ispis. U interakciji sa vodom stvara vodikove veze i formira
trodimenzionalnu mrezu gela, a tijekom zagrijavanja apsorbira vodu i bubri, $to rezultira
promjenom kolicine slobodne vode (Liu i sur., 2020). Ipak, u ovom je slucaju se promjena aw
vrijednosti izmedu kontrolnog uzorka i 3D tiskanih uzoraka nije pokazala znacajnom. Izmedu
ranga prosjeka pH vrijednosti kontrolnog uzorka i 3D tiskanih uzoraka evidentirana je statisti¢ki
znacajna razlika. Rezultati ukazuju kako je kod oba tipa Skroba doslo do smanjenja pH

vrijednosti.
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*Rezultati su izrazeni kao rang prosjeka izmjerenih vrijednosti. Predstavljene vrijednosti su statisti¢ki razlicite pri
p < 0,05 ; T znaajan faktor u Kruskal Wallis analizi; { nije znacajan faktor u Kruskal-Wallisovoj analizi. x os —
parametar odredivanja; y os — izmjerena vrijednost

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

uzorcima uz dodatak razlidite vrste Skroba

4.2. USPOREDBA KONTROLNIH 1 3D TISKANIH PROIZVODA PREMA
SADRZAJU BIOAKTIVIH SPOJEVA

Pomocu Kruskal Wallis testa dobiven je prikaz usporedbe rangova prosjeka prema sadrzaju
analiziranih bioaktivnih spojeva izmedu kontrolnog uzorka i 3D tiskanih uzoraka koji sadrze

razlicite tipove Skroba (Slika 12).

StatistiCki znacajna razlika izmedu kontrolnih 1 3D tiskanih uzoraka evidentirana je kod svih
odredivanih bioaktivnih spojeva. Trenutna znanstvena literatura ne sadrzi mnogo podataka 0
utjecaju 3D ispisa na sadrzaj bioaktivnih komponenti 3D tiskanih smjesa. Ipak, dobiveni
rezultati u ovom radu poklapaju se sa rezultatima Severini i sur. (2018) koji su tiskali ¢vrstu fazu
smoothija od voca i povrca, te nakon 8 dana skladiStenja pri 5 °C zabiljezili gubitak ukupnih
fenola od 44,2%.

Smanjenje koli¢ine bioaktivnih spojeva u 3D tiskanim uzorcima u odnosu na kontrolni
uzorak moze se povezati sa zagrijavanjem koje je provodeno pri izradi smjese za ispis. Gubitak

antocijana je oc¢ekivan zbog iznimne nestabilnosti pri poviSenim temperaturama, ali i
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podloznosti razgradnji pod utjecajem drugih ¢imbenika poput pH vrijednosti, prisutnosti svjetla,
kisika, secera i kopigmenata (Weber i Larsen, 2017).

Ta je pretpostavka u skladu s istrazivanjem Marszatek i sur. (2015) vezano uz promjenu
bioaktivnih spojeva u termicki obradenoj kasi od jagode. Zagrijavanje se provodilo pri 90 °C
tijekom 15 min, a rezultiralo je smanjenjem ukupnih fenola za 13,8 %, i smanjenjem
monomernih antocijana za 43 % u odnosu na kontrolni, termic¢ki neobradeni uzorak. Takoder,
gubitak ukupnih fenola i antocijana evidentiran je i u istraZivanju Rababah i sur. (2011) tijekom
proizvodnje dzema. Dzem je proizveden od kaSe jagode uz dodatak Secera, vode i pektina, a
smjesa je zagrijavana do tocke kljucanja. Autori su izvijestili da je gubitak ukupnih fenola od

93,2%, a antocijana 96,6% u odnosu na svjezu kasu od jagode.

30,00
25,50 25,00 25,50 25,50
25,00
9,67 20,08
20,00 18,5 8,00
15,00 13,42
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10,00
650 S0P T 708
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Ukupni fenolit  Hidroksicimetna Flavonolit Ukupni Antocijanif Kondenzirani
kiselinat flavonoidit taninif

m Kontrolni uzorak ~ ® Kukuruzni §krob B PSeni¢ni $krob
*Rezultati su izrazeni kao rang prosjeka izmjerenih vrijednosti. Predstavljene vrijednosti su statisticki razlicite pri

p < 0,05 ; 1 znacajan faktor u Kruskal Wallis analizi; { nije znacajan faktor u Kruskal-Wallisovoj analizi. x os —
parametar odredivanja; y 0S — izmjerena vrijednost

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

uzorcima uz dodatak razli¢ite vrste Skroba
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4.3. USPOREDBA KONTROLNIH 1 3D TISKANIH PROIZVODA PREMA
ANTIOKSIDACIJISKOM KAPACITETU

Najznacajnija uloga bioaktivnih spojeva je posjedovanje snazne antioksidacijske aktivnosti,
tj. sposobnost inhibicije i supresije slobodnih radikala koji ubrzavaju nepozeljne oksidacijske
procese u stanicama, povezanih s ubrzanim razvojem karcinoma, kroni¢nih bolesti i starenja (Sic
Zlabur i sur., 2020). Pomoéu Kruskal Wallis testa dobiven je prikaz usporedbe rangova prosjeka
prema antioksidacijskom kapacitetu izmedu kontrolnog uzorka (kasa jagode bez dodatka Skroba)
i 3D tiskanih uzoraka koji sadrze razlicite tipove $kroba (Slika 13). Antioksidacijski kapacitet
odredivan je DPPH i FRAP metodama.

Najveci antioksidacijski kapacitet posjeduju kontrolni uzorci. Smanjenje antioksidacijskog
kapaciteta u 3D tiskanim uzorcima moze se povezati sa smanjenjem sadrzaja bioaktivnih
spojeva. Ipak, DPPH metodom nije utvrdena znacajna razlika u antioksidacijskom kapacitetu,
dok je FRAP metoda dala suprotne rezultate. U literaturi su takoder mjeSoviti rezultati, pa tako
Severitni i sur. (2018) nisu zabiljezili zna¢ajnu promjenu u antioksidacijskom kapacitetu 3D
tiskanih smoothija u odnosu na kontrolni uzorak. Suprotno tome, Rababah i sur. (2011) su
zabiljezili znacajno smanjenje antioksidacijskog kapaciteta od 22,6% u termicki obradenom

dZemu od jagode.
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*Rezultati su izrazeni kao rang prosjeka izmjerenih vrijednosti. Predstavljene vrijednosti su statisticki razlicite pri
p < 0,05 ; 1 znacajan faktor u Kruskal Wallis analizi; I nije znacajan faktor u Kruskal-Wallisovoj analizi. x os —
parametar odredivanja; y os — izmjerena vrijednost

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

uzorcima uz dodatak razli¢ite vrste Skroba
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4.4, UTJECAJ VRSTE SKROBA, UDJELA SKROBA TE PROGRAMA 3D ISPISA NA
AKTIVITET VODE aw | pH VRIJEDNOSTI U 3D TISKANIM PROIZVODIMA

U tablici 2. prikazan je utjecaj vrste i udjela Skroba, te programa 3D ispisa na aktivitet vode
i pH vrijednosti u 3D tiskanim proizvodima. Prosje¢na vrijednost aktiviteta vode u 3D tiskanim
uzorcima iznosi 0,95 + 0,01 %. Kao znacajan faktor koji utjeCe na aw vrijednost isti¢u se tip i
udio Skroba koriSteni u formulaciji smjese za ispis, dok tip programa 3D ispisa nema statisticki
znacajan utjecaj. Prema dobivenim rezultatima moze se uociti trend povecanja aw s povecanjem
udjela $kroba, $to nije u skladu s literaturom, prema kojoj pri vis§im koncentracijama Skroba raste

broj vodikovih veza te rezultira jaGom mrezom gela i manjom aw Vrijednosti (Huang i sur., 2017).

Prosjec¢na pH vrijednost 3D tiskanih uzoraka iznosi 3,53 + 0,02. Svi promatrani parametri
(vrsta 1 tip Skroba te program ispisa) znacajno utjecu na pH. Vise vrijednosti pH evidentirane
su kod 3D tiskanog proizvoda sa pSeni¢nim Skrobom u vi§im udjelima dodanih Skrobova (15 i
20 % vs. 10 %) tiskanom Programom 2. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjem Rababah i sur.
(2011) koji iznose prosje¢nu pH vrijednost jagode od 3,50 + 0,00. Proizvodnjom dzema, koja
ukljucuje dodatak pektina i1 termicku obradu, evidentirano je smanjenje pH vrijednosti, §to u

ovom istrazivanju odgovara uzorcima sa kukuruznim Skrobom u udjelu od 10 %.

Tablica 2. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju vrste $kroba, udjela $kroba te programa

ispisa na aw i pH vrijednosti u 3D tiskanim proizvodima

PARAMETAR n aw (%) pH
Vrsta $kroba p<0,01f p<0,01f
Kukuruzni 12 0,94 + 0,00° 3,38 + 0,00
PSeniéni 12 0,95 + 0,002 3,50 + 0,002
Udio $kroba p<0,01f p<0,01f
10 % 8 0,94 = 0,00° 3,25+ 0,00°
15% 8 0,96 + 0,002 3,53+ 0,002
20 % 8 0,95 + 0,00? 3,53 + 0,007
Tip programa 3D ispisa p=0,12¢ p<0,01f
Program 1 12 0,95 + 0,002 3,35+ 0,00°
Program 2 12 0,95 + 0,002 3,563+ 0,002
Prosjecna vrijednost 24 0,95+0,01 3,53+ 0,02

*Vrijednosti su izraZzene kao srednja vrijednost

paralelnih mjerenja + standardna pogreska. Vrijednosti
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predstavljene razli¢itim slovima statisticki su razlicite pri p < 0,05 ; ¥ znacajan faktor u multifaktorskoj analizi; }
nije znacajan faktor u multifaktorskoj analizi.

4.5. UTJECAJ VRSTE SKROBA, UDJELA SKROBA TE PROGRAMA ISPISA NA
UDIO BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Tablica 3 sadrzi podatke o utjecaju vrste i udjela Skroba, te programa 3D ispisa na sadrzaj
bioaktivnih spojeva u 3D tiskanim proizvodima. Prosjec¢an udio ukupnih fenola u 3D tiskanom
proizvodu od jagode je 78,57 = 1,08 mg GAE/100 g tiskanog uzorka Sto je, kada se u obzir
uzme udio voéne komponente, u skladu s rezultatom istrazivanja Wang i sur. (2000) koji su
zabiljezili udio ukupnih fenola 103 + 2,0 mg GAE/100 g svjeze jagode. Kao najzastupljeniji,
od svih odredivanih fenolnih spojeva, isticu se kondenzirani tanini s prosje¢nim udjelom od
44,46 + 0,19 mg katehina/100 g ispisanog uzorka, slijede hidroksicimetne Kiseline (16,54 +
0,18 mg CAE/100 g ispisanog uzorka), potom monomerni antocijani (7,56 = 0,02 mg Pel-3-
glc/100 g ispisanog uzorka ) i flavonoli (5,30 = 0,12 mg QE/100 g ispisanog uzorka). Najmanja

je zastupljenost flavonoida, koja iznosi 4,90 + 0,04 mg QE/100 g ispisanog uzorka.

Opcenito, sadrzaj vecine bioaktivnih spojeva u 3D tiskanim proizvodima od jagode pokazao
se nizim, nego u literaturnom pregledu. Pa tako, prema De Souza i sur. (2014) udio antocijana
iznosi 16,03 + 0,50 mg Cyd-3-gal/100 g svjeze jagode, a ukupnih flavonoida 38,17 &+ 2,76 mg
QE/100 g svjeze jagode. Marszatek i sur. (2015) odredili su udio flavonola u kasi jagode koji
iznosi 5,67 + 0,34 mg QE/100 g kase jagode, §to je u skladu sa rezultatima dobivenima u ovom
istrazivanju. Razlozi dobivanja nizih vrijednosti bioaktivnih spojeva u odnosu na literaturu mogu
biti raznoliki, od razlika u sortimentu jagoda, preko smanjenja udjela voéne komponente
dodatkom veceg udjela skroba, degradacije termicki osjetljivih spojeva pod utjecajem topline

prilikom spravljanja smjese za ispis ili kao posljedica ultrazvucne ekstrakcije.

Vrsta Skroba koriStena u izradi smjese za 3D ispis ima znacajan utjecaj na sve odredivane
bioaktivne komponente. Rezultati su pokazali da uzorci s dodatkom psSeni¢nog Skroba sadrze
ve¢i udio ukupnih fenola, kondenziranih tanina i monomernih antocijana, dok je dodatak
kukuruznog skroba rezultirao proizvodima s visim udjelima hidroksicimetnih kiselina,

flavonola i ukupnih flavonoida.

Na sadrzaj ukupnih fenola i hidroksicimetnih kiselina, udio skroba nema statisticki znaca;.
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Udio flavonola i kondenziranih tanina bio je najvisi u uzorcima s 15 % udjela Skroba (6,06 +
0,20 mg QE/100 g ispisanog uzorka i 47.14+0.33 mg C/100 g ispisanog uzorka). Udio ukupnih
flavonoida i monomernih antocijana smanjivao se s povecanjem udjela dodanog Skroba.Trend
pada koli¢ine bioaktivnih spojeva u uzorcima s ve¢im udjelom $kroba mozZe se povezati sa

smanjenjem udjela vo¢ne komponente sa 85 na 80 %.

Tip programa koristen za 3D ispis proizvoda imao je znacajan utjecaj na udio svih
odredivanih bioaktivnih spojeva, izuzev hidroksicimetnih kiselina i flavonola. Takoder, rezultati
ukazuju da je uporaba programa 2, u odnosu na program 1, rezultirala ve¢im udjelom bioaktivnih
komponenti. Navedena dva programa razlikuju se u brzini ispisa, debljini ispisne linije, brzini
protoka smjese te visini mlaznice prvog sloja. Moguce obrazlozenje oCuvanja bioaktivnih
spojeva u proizvodima tiskanih programom 2 jest krace procesiranje, tj. visa brzina protoka
smjese za ispis i veca brzina ispisa. lako postoji podosta literature koja obraduje temu procesnih
parametara 3D ispisa (temperatura ispisa, brzina pomicanja mlaznice, brzina ekstruzije, promjer
I visina mlaznice i dr.) i njihov utjecaj na morfoloska i strukturna svojstva (Zhang i sur., 2022),

nedostaju podaci utjecaja na bioaktivni profil 3D tiskanih proizvoda.
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Tablica 3. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju vrste Skroba, udjela Skroba te programa ispisa na sadrzaj bioaktivnih spojeva u 3D

tiskanim proizvodima

PARAMETAR n | Ukupnifenoli Hidrgiizil‘i::]rget”e Flavonoli ﬂg\‘f:npori‘:ji '\gg?oocrﬂgm' Kongerﬂﬁiira”i
Vrsta §kroba p<0,01f p<0,01 p<0,01 p<0,01f p = 0,04 p=0,01"
Kukuruzni 12 | 74,47 +1,08 19,44 + 0,252 6,90 + 0,162 5,30 + 0,052 7,50 +0,03° | 43,90+0,27°
P3eni¢ni 12 | 82,66+ 1,082 13,64 + 0,25° 3,70+ 0,16 | 4,50 +0,05" 7,61+0,03° | 4501+0,27
Udio $kroba p = 0,54¢ p = 0,09 p<0,01 p = 0,04 p<0,01 p<0,01
10 % 8 77,4 +1,322 16,00 + 0,302 4,47+0,220° | 4,86+0,06*° | 7,82+0,04% | 4502+0,33°
15 % 8 79,48 + 1,322 17,04 + 0,302 6,06+0,20° | 504+0,06% | 7,94+0,04% | 47,14+0,33?
20 % 8 78,83 + 1,322 16,58 + 0,302 5,37+0,20° | 4,80+0,06" 6,91+0,04> | 41,20+0,33°
Tip programa 3D ispisa p =0,03" p=0,08! p = 0,09+ p<0,017 p<0,017 p = 0,027
Program 1 12 | 76,62+ 1,08 16,21 + 0,252 532+0,16 | 4,79+0,05" 7,43+£0,03° | 43,96+0,27°
Program 2 12 | 80,51+ 1,08 16,87 + 0,252 528+0,16% | 5,01+0,05* | 7,69+0,03% | 44,95+0,27°
Prosjecna vrijednost 24 78,57 + 1,08 16,54 + 0,18 530+0,12 490+ 0,04 7,56 + 0,02 44 46 + 0,19

*Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja = standardna pogreska. Vrijednosti predstavljene razli¢itim slovima statistic¢ki su razli¢ite pri p < 0,05 ;
znacajan faktor u multifaktorskoj analizi; I nije znac¢ajan faktor u multifaktorskoj analizi, Ukupni fenoli (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 Pel-3-glc/100 g ispisanog
uzorka); Kondenzirani tanini (mg CE/100 g ispisanog uzorka); GAE — ekvivalent galne kiseline; CAE — ekvivalent klorogenske kiseline; QE — ekvivalent kvercetina; Pel-

3-glc - ekvivalent pelargonidin-3-glukozida; CE — ekvivalent katehina.
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4.6.UTJECAJ VRSTE SKROBA, UDJELA SKROBA TE PROGRAMA ISPISA NA
ANTIOKSIDACIJSKE KAPACITETE

Odabir metode analize jedan je od glavnih problema prilikom odredivanja antioksidacijskog
kapaciteta. Danas postoji siroka paleta metoda za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta voca i
povrcéa, ali rezultati obi¢no ovise o vrsti proizvoda i koriStenoj metodi. Zbog razlika u principu
djelovanja i karakteristikama proizvoda, za dobivanje S$to bolje predodzbe o stvarnom
antioksidacijskom kapacitetu preporucuje se koristenje najmanje dvije metode za svaki uzorak
(Miiller i sur., 2010). Antioksidacijski kapaciteti u ovom istrazivanju odredeni su DPPH i FRAP

metodama, a rezultati provedene multifaktorske analize prikazani su u tablici 4.

Prosjecna vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredenog u 3D tiskanim proizvodima
DPPH metodom iznosi 486,96 + 0,29 mg TE/100 g tiskanog uzorka, dok je FRAP metodom
dobivena vrijednost od 1,24 + 0,01 g TE/100 g ispisanog uzorka.

Utjecaj vrste Skroba koriStenog u proizvodnji smjese za ispis pokazao se znac¢ajnim kod obje
metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta, no rezultati dvije koriStene metode kontriraju.
Tako su vece vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredivane DPPH metodom zabiljezene
kod uzoraka s uporabom kukuruznog, a FRAP metodom kod uzoraka s uporabom pseni¢nog
Skroba.

Kao $to je utvrdeno u prethodnom poglavlju, udio Skroba je znacajna stavka koja utjece na
sadrzaj bioaktivnih spojeva, $to se u konacnici odrazava i na antioksidacijski kapacitet.
Povezanost antioksidacijskog kapaciteta i sadrzaja bioaktivnih spojeva dokazana je brojnim
istrazivanjima (Marszatek i sur., 2015; Rababah i sur., 2010), iz ¢ega se moze zakljuciti da se
gubitkom bioaktivnih komponenata smanjuje i antioksidacijski kapacitet. Ocekivano, kod
uzoraka s najviSim udjelom Skroba (20 %), tj. najmanjim udjelom voéne komponente i1 najnizom
koncentracijom bioaktivnih spojeva uocen je najnizi antioksidacijski kapacitet. Pri nizim
udjelima Skroba rezultati su opreéni, ovisno o metodi odredivanja antioksidacijskog kapaciteta.
DPPH metodom odredeno je da udio Skroba od 10 % pogoduje vecem antioksidacijskom

kapacitetu, dok su FRAP metodom rezultati najbolji pri 15 % Skroba.

Odabir programa ispisa takoder se pokazao kao znaCajan je faktor koji utjeCe na

antioksidacijski kapacitet proizvoda. Ve¢ je utvrdeno da program 2 povoljnije djeluje na
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ocuvanje bioaktivnih spojeva u odnosu na program 1, a rezultati potvrduju da antioksidacijski

kapacitet prati isti trend.

Tablica 4. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju vrste $kroba, udjela $kroba te programa

ispisa na antioksidacijski kapacitet u 3D tiskanim proizvodima

PARAMETAR n DPPH FRAP
Vrsta $kroba p<0,01f p<0,01f
Kukuruzni 12 487,83 £ 0,412 1,19 + 0,02°
Pseni¢ni 12 486,08 + 0,41° 1,29 + 0,022
Udio $kroba p<0,017 p<0,017
10 % 8 515,76 + 0,507 1,24 + 0,02°
15 % 8 489,15 + 0,50° 1,32 + 0,022
20 % 8 455,97 + 0,50° 1,16 + 0,02¢
Tip programa 3D ispisa p<0,01 p = 0,08
Program 1 12 485,26 + 0,41° 1,22 +0,02°
Program 2 12 488,66 + 0,412 1,27 + 0,022
Prosjecna vrijednost 24 486,96 + 0,29 1,24 + 0,01

*Vrijednosti su izraZene kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja + standardna pogreska. Vrijednosti
predstavljene razli¢itim slovima statisticki su razli¢ite pri p < 0,05 ; T 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.

45



5. ZAKLJUCCI

Proizvodnja funkcionalnog proizvoda na bazi jagode tehnologijom 3D ispisa rezultirala je
povoljnim utjecajem na ocuvanje 1 stabilnost bioaktivnog profila i antioksidacijskog

kapaciteta 3D tiskanog proizvoda.

. Kao faktori koji znacajno utjecu na vrijednost aw 3D tiskanih proizvoda izdvajaju se vrsta i
udio Skroba koriSteni u izradi smjese, pri ¢emu je najviSa vrijednost aw odredena u
proizvodima sa pSeni¢nim skrobom u udjelu od 15 %. Na pH vrijednost znac¢ajno utjecu svi
izvori varijacija (vrsta i udio Skroba te tip programa ispisa), pri cemu je najvisa pH vrijednost

odredena u proizvodima sapSeni¢nim $krobom u udjelu od 15 % tiskanim programom 2.

. Vrsta Skroba ima znacajan utjecaj na stabilnost svih odredivanih bioaktivnih spojeva te
antioksidacijski kapacitet. Uporaba kukuruznog Skroba rezultirala je veéim udjelom
hidroksicimetnih kiselina, flavonola, ukupnih flavonoida te antioksidacijskog kapaciteta
odredenog DPPH metodom, dok je proizvod s pSeni¢nim Skrobom imao visi udio ukupnih
fenola, antocijana, kondenziranih tanina 1 antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP

metodom.

Udio Skroba znacajno utjece na gotovo sve odredivane bioaktivne spojeve i antioksidacijski
kapacitet. Za oCuvanje bioaktivnog profila 3D tiskanog proizvoda i antioksidacijskog

kapaciteta najpovoljniji je udio Skroba od 15 %.

. Tip programa 3D ispisa ima znacajan utjecaj na vec¢inu odredivanih bioaktivnih spojeva i
antioksidacijski kapacitet, pri ¢emu je uporaba programa 2 rezultirala ve¢om stabilno$c¢u svih

analiziranih komponenti u 3D tiskanom proizvodu na bazi jagode.

3D ispis moze se smatrati tehnologijom visokog potencijala za razvoj inovativnih i

individualnih funkcionalnih proizvoda.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Adrijana Zigoli¢, 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.
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